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Sommaire 

Le transport et la localisation de l'ARN sont des moyens remarquables de 

distribuer l'information génétique et de permettre à des sous-domaines intracellulaires 

d'établir une identité biochimique propre. Cette ségrégation des messagers génétiques 

est observée dans plusieurs organismes ainsi que dans plusieurs types cellulaires 

différents. 	Par exemple, la localisation d'ARNm maternels est essentielle à 

l'établissement de l'axe antéro-postérieur dans les ovocytes chez la drosophile et le 

xénope; chez la levure S. cerevisiae, elle est essentielle à la division asymétrique; dans 

les neurones, la localisation d'ARNm est essentielle à la mémoire et à l'apprentissage. 

Généralement, des séquences contenues dans le 3 'UTR des ARNm transportés 

sont nécessaires et suffisantes pour dicter leur transport. Ces séquences permettent le 

recrutement de protéines et forment ainsi des complexes RNP. Ces complexes migrent 

alors le long du cytosquelette jusqu'à la destination spécifique au transcrit, puis y sont 

ancrés et traduits. La caractérisation moléculaire des composantes protéiques de ces 

RNP devrait permettre d'en connaître plus sur le mécanisme du transport de l'ARN. 

Parmi les facteurs protéiques identifiés, notons des membres de la famille des protéines 

hnRNP chez la drosophile et le xénope, zbp-1 (actin zipcode-binding 2rotein 1) dans 

les fibroblastes et son homologue Vera / Vg1RBP chez le xénope, puis Staufen chez la 

drosophile et les mammifères. 
Des études génétiques et moléculaires chez la drosophile suggèrent que 

Staufen soit impliquée dans le transport et la régulation de la traduction des ARNm 

bicoïd et oskar aux pôles opposés de l'ovocyte ainsi que dans le transport de l'ARNm 

prospero durant le développement embryonnaire du système nerveux. 

Afin de mieux comprendre le transport de l'ARN chez les mammifères, 

l'équipe du Dr DesGroseillers a entrepris le clonage et la caractérisation moléculaire de 

l'homologue mammifère de Staufen. Cette initiative ainsi que les résultats obtenus par 

d'autres équipes démontrent que la séquence primaire de l'ADNc présente une 

similarité de séquence avec la protéine de la drosophile : elle possède quatre domaines 

de séquence consensus de liaison à l'ARNdb. Chez l'humain, ces domaines sont 

également présents dans des protéines impliquées dans la régulation de la synthèse 

polypeptidique, telle que PKR. Des résultats préliminaires suggèrent que Staufen 

puisse s'oligomériser, ce qui pourrait être une caractéristique importante pour la 

formation de complexes RNP. 
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Dans les fibroblastes, Staufen colocalise avec des marqueurs du réticulum 

endoplasmique et cosédimente avec des polysomes sur un gradient de saccharose. 

Dans les dendrites de neurones en culture, Staufen colocalise avec des marqueurs du 

réticulum endoplasmique et le réseau de microtubules. De plus, des complexes RNP 

qui contiennent Staufen, de l'ARN poly-A, des ribosomes et des facteurs de traduction 

migrent, dans ces dendrites, de façon antérograde ainsi que rétrograde. Ces 

observations suggèrent que Staufen pourrait également être impliquée dans le transport 

de l'ARN chez les mammifères. 

Afin de caractériser un éventuel rôle de Staufen dans la régulation de la 

traduction chez les mammifères, nous avons conçu une étude in vitro dans des lysats 

de réticulocytes de lapins [RRL]. Nous avons étudié les conséquences de l'ajout de 

protéine recombinante Staufen sur la traduction d'ARN synthétiques. Deux types 

d'ARN ont été utilisés, qui codent tous deux pour le gène rapporteur CAT, mais un 

seul d'entre eux possède la séquence TAR du HIV-1 à son extrémité 5. Dans les 

RRL, cette séquence inhibe la traduction : (1) par l'activation de la sérine / thréonine 

kinase PKR qui phosphoryle eIF2a, et inhibe alors l'initiation de la traduction; (2) par 

un accès limité de la coiffe pour les facteurs d'initiation de la traduction, ce qui cause 

une dissociation des polysomes et de l'ARNm et rend ce dernier propice à la 

dégradation par des nucléases; (3) par une entrave au balayage du 5'UTR 

habituellement effectué par le complexe d'initiation de la traduction. 

L'ajout de quantités croissantes de Staufen recombinante purifiée à des RRL 

permet de stimuler le taux de traduction du gène rapporteur CAT dans un seul des deux 

cas étudiés. Pour l'ARN CAT normalement traduit l'effet ne semble pas être 

significatif. Cependant, l'ajout de Staufen stimule la traduction naguère réprimée de 

l'ARN contenant la séquence TAR. Ceci suggère que Staufen n'a pas un effet général 

sur la traduction, mais agit à un niveau qui est sensible à la présence de la séquence 

TAR. Afin de caractériser le mécanisme d'action de Staufen, nous avons généré des 

RRL sans activité kinase PKR par l'emploi de 10 mM de 2-aminopurine. Il est connu 

qu'à cette concentration de drogue, l'activité sérine / thréonine kinase PKR est inhibée. 

Dans de tels réticulocytes, Staufen persiste à stimuler la traduction ce qui suggère un 

mécanisme d'action indépendant de la voie d'inhibition de PKR. Des essais de liaison 

in vitro corrobore cette hypothèse puisqu'ils démontrent que les pré-requis structuraux 

de l'ARN TAR essentiels pour la liaison à PKR sont différents de ceux pour la liaison 

à Staufen. 



Nous avons également examiné l'hypothèse de la présence d'une activité 

hélicase associée à Staufen. Une telle activité permettrait de désenrouler et de détruire 

les structures présentes en 5 des ARNm, ce qui stimulerait alors la traduction. 

Cependant, malgré les nombreuses conditions expérimentales utilisées, nous n'avons 

pu détecter d'activité hélicase associée à Staufen. 

Les mécanismes sous-jacents à cette stimulation de la traduction sont 

inconnus, mais en se basant sur le mécanisme d'inhibition de la traduction induit par la 

structure TAR, ainsi que les études de génétiques et de biologie cellulaire sur Staufen 

chez les mammifères et la drosophile, nous formulons l'hypothèse qui suit. Par sa 

capacité de former des complexes RNP, hStau permettrait l'une ou la combinaison des 

possibilités suivantes : (1) une association entre les facteurs de traduction et l'ARNm, 

facilitant ainsi l'initiation et / ou la ré-initiation de la traduction; (2) une stabilisation de 

l'ARNm induite par un accès désormais difficile pour les nucléases. 

Mots clés : Staufen, traduction, RNP, ARNm, localisation. 
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Introduction 

La ségrégation de l'ARN est un moyen élégant et attrayant de distribuer 

l'information génétique en créant une mosaïque de sous-domaines intracellulaires 

fonctionnellement distincts. Bien que les recherches portant sur ce sujet en soient encore 

à leurs balbutiements, plusieurs études dévoilent des exemples remarquables de 

ségrégation d'ARN dans des organismes divers (pour des revues : Gottlieb, 1990; St 

Johnston, 1995; Bashirullah et al., 1998; Kiebler et DesGroseillers, 2000). Parmi ceux-ci, 

notons entre autre : bicoïd et oskar lors de l'établissement de l'axe antéro-postérieur 

durant l'embryogenèse chez la drosophile (Driever et al., 1988; Ephrussi et al., 1991), 

ashl lors du bourgeonnement chez la levure (Bertrand et al., 1998), Vgl et fatvg lors de 

l'embryogenèse chez Xenopus (Deshler et al., 1997; Chang et al., 1999), I3-actine dans les 

fibroblastes d'embryons aviaires (Kislauskis et al., 1997; Lawrence et Singer, 1986), mbp 

dans les oligodendrocytes de mammifères (Holmes et al., 1988) ainsi que plusieurs autres 

ARNm dans les neurones (pour une revue : Kuhl et Skehel, 1998). Le transport de l'ARN 

est un processus de contrôle de l'expression génique à considérer au même point que la 

polyadénylation, l'épissage, la stabilité ainsi que la traduction. La localisation de l'ARN 

pourrait aussi avoir une influence sur les processus qui affectent un transcrit durant son 

existence (Gottlieb, 1992). 

Étant donné qu'une revue exhaustive de ce propos n'est pas le but de ce mémoire, 

seuls quelques exemples de ségrégation d'ARN dans des organismes différents seront 

retenus : chez la levure, chez la drosophile et dans les dendrites de mammifères. Par la 

suite, sera offert un survol de quelques protéines impliquées dans le mécanisme de 

ségrégation de l'ARN. Le lecteur pourra ainsi apprécier l'aspect universel du mécanisme 

du transport de l'ARN ainsi que le contrôle précis que celui-ci confère à la cellule. Un 

bref rappel de la régulation de la traduction chez les eucaryotes sera également proposé. 
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Finalement seront exposées l'approche expérimentale et la problématique sous-jacentes à 

l'étude biochimique qui sert pour l'écriture de ce mémoire : l'étude du rôle de Staufen 

dans la synthèse protéique chez les mammifères. 

I. Le concept d'asymétrie intracellulaire 

Un nombre croissant de données expérimentales démontrent que le répertoire 

protéique intracellulaire est asymétrique, ce qui génère des microdomaines fonctionnels. 

Dans plusieurs cas, cette mosaïque protéique s'avère essentielle pour la fonction 

cellulaire. Par exemple, au cours de l'embryogenèse, la ségrégation de facteurs 

déterminants est le mécanisme par lequel la division d'une cellule unique, l'oeuf fécondé, 

engendre de nombreuses lignées cellulaires à fonctions diverses (FASEB j., 13, 1999). 

Dans les neurones des systèmes nerveux central et périphérique, l'asymétrie anatomique 

des cellules consistant en corps cellulaire, dendrites et axones est à la base de la fonction 

neuronale. Dès lors, cette asymétrie anatomique exige un mécanisme de triage précis et 

minutieux des constituants macromoléculaires : une redistribution permanente des 

macromolécules est probablement requise afin de répondre à la formation de nouvelles 

synapses ainsi qu'au remodelage de celles déjà existantes (pour des revues : Lasko, 1999; 

Mohr, 1999; Bailey et al., 1996). 

L'asymétrie protéique intracellulaire peut être créée non seulement par le ciblage 

des protéines impliquées (Rindler et al., 1984), mais également par le transport et la 

traduction localisée des ARNm concemés (pour une revue : Etkin et Lipshitz, 1999). 
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IL Le transport et la localisation de l'ARN 

Le transport, la localisation ainsi que la traduction d'ARNm dans des 

compartiments intracellulaires spécifiques sont des exemples de mécanismes conservés 

par lesquels la cellule établit une asymétrie intracellulaire (pour des revues : St Johnston, 

1995; Steward, 1997; Bashirullah et al., 1998; Theurkauf et Hazelrigg, 1998; Etkin et 

Lipshitz, 1999; Kiebler et DesGroseillers, 2000). Dans la prochaine section sont présentés 

quelques exemples de transport de l'ARN, le lecteur désireux d'avoir une vue d'ensemble 

de ce processus est référé à la section IV. 

1. 	Chez la levure 

La traduction localisée de l'ARNm ASH1 dans les cellules bourgeonnantes de 

l'ascomycète cellulaire S. cerevisiae lors de la reproduction asexuée est un exemple 

saisissant de transport de l'ARN. 

A. 	La conversion du type sexuel 

Dans la nature, les levures de type ascomycètes cellulaires à l'état diploïde 

cohabitent avec des levures à l'état haploïde. Les levures haploïdes font appel au 

bourgeonnement quand elles se reproduisent de façon asexuée; l'anaphase a lieu dans le 

col du bourgeon et chaque cellule hérite alors d'un chromosome complet {Schéma 1}. 

Elles font appel à la reproduction sexuée lorsque deux cellules de type sexuel différent 

fusionnent; deux types conjugants haploïdes appelés a et a forment ainsi une 
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cellule diploïde. Ce processus est contrôlé par la sécrétion de phéromones de la part de 

chacun des partenaires (pour une revue : Fields, 1990). 

Une caractéristique surprenante des lignées porteuses du gène HO est leur 

capacité de conversion à haute fréquence du type sexuel a vers a et vice versa. Seule les 

cellules ayant déjà fait appel au bourgeonnement (cellules mères) possèdent la capacité de 

conversion (pour des revues : Herskowitz, 1988; Nasmyth, 1993; Nasmyth et Hunt, 1993; 

Amon, 1996). 

La modulation de la capacité de conversion du type sexuel est la résultante de la 

transcription asymétrique du gène HO. Ce gène, qui n'est exprimé que dans la cellule 

mère et seulement durant la phase tardive Gl, code pour une endonucléase qui induit la 

conversion du type sexuel en créant une cassure sur les deux brins d'ADN au locus du 

gène MAT. Ainsi le pedigree de la levure est déterminé par l'expression modulée du gène 

HO. 

B. 	Le déterminant Ashlp 

Trois études génétiques classiques, menées par des équipes de recherche 

différentes, ont permis d'identifier un même gène susceptible de moduler l'expression 

asymétrique du gène HO (Bobola et al., 1996; Jansen et al., 1996; Sil et Herskowitz, 

1996). Ce gène nommé ASH1 [asymmetric synthesis of HO], possède les caractéristiques 

essentielles et suffisantes pour le rendre responsable de ce phénotype. Ces études 

génétiques ont démontré que lors d'une perte de fonction de ASHI , il y a gain du côté des 

cellules filles; elles peuvent convertir leur type sexuel et ainsi chambarder toute tentative 

de prédiction du pedigree (Bobola et al., 1996; Sil et Herskowitz, 1996). De plus, la 

surexpression dans les cellules mères du déterminant Ashlp est suffisante afin d'inhiber la 

capacité de conversion (Sil et Herskowitz, 1996). Enfin, l'expression de Ashlp est 
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restreinte à la cellule fille et corrèle avec le cycle de transcription de HO (Sil et 

Herskowitz, 1996; Bobola et al., 1996). 

C. La localisation de l'ARNm Ashl 

Des études par hybridation fluorescente et immunofluorescence in situ ont 

démontré qu'il existe une corrélation entre l'accumulation postanaphase de l'ARNm 

ASHI à l'extrémité du bourgeon et l'expression locale de Ashlp (Long et al., 1997; 

Takizawa et al., 1997). Des études génétiques démontrent que cette accumulation 

asymétrique de Ashlp dépend de cinq gènes nommés SHE, parmi lesquels SHE1 code 

pour un homologue de MY04 une myosine de type V (Jansen et al., 1996), ainsi que du 

réseau d'actine (Takizawa et al., 1997). De plus, par flybridation fluorescente in situ 

l'ARNm ASH1 apparaît systématiquement distribué sous forme de granules (Takizawa et 

al., 1997). 

D. Mécanisme de transport 

Une technique qui exploite la fluorescence de la GFP [greenlluorescent protein], 

le génie génétique et la propriété de liaison à une séquence d'ARN spécifique de la 

protéine MS2 de l'enveloppe de phage a permis l'observation indirecte du transport et de 

la localisation de l'ARNm ASHI dans des levures vivantes (Bertrand et al., 1998) 

{Schéma 2}. 



Sites de liaison de MS2 

Complexes 
RNP 

Introduction 

La localisation de PARN est observée 

Schéma 2. 	La fluorescence de GFP permet d'observer indirectement le transport 

d'un ARN 

En vert, la fluorescence de la protéine GFP permet de suivre en temps réel la localisation 

d'un complexe ribonucléoprotéique qui est constitué d'ARN hybride et de protéines de 

fusion. L'ARN hybride est constitué de la séquence d'ARN (orange) dont la localisation 

est étudiée, ainsi que de copies de l'élément de liaison spécifique de la protéine MS2. La 

protéine de fusion est constituée de la protéine MS2 couplée à GFP. 
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Cette brillante approche a permis d'observer en temps réel la contribution du 

3'UTR de ASH1 dans la formation de granules suivie du transport vers le bourgeon. En 

effet, une étude d'hybridation in situ précédente avait démontré que le 3'UTR de ASH1 

possédait un signal suffisant pour l'accumulation dans le bourgeon d'un ARN hétérologue 

(Long et al., 1997). L'approche avec la GFP a également mis en lumière la contribution 

des gènes SHE au transport de ASH1 : She3p est essentielle à la formation de granules et 

Shelp / Myo4p est essentielle à leur transport; ces deux protéines font partie intégrante 

des granules qui sont des complexes RNP (Munchow et al., 1999; Bertrand et al., 1997). 

Ces expériences démontrent que le 3'UTR de ASH1, bien que suffisant pour la 

formation de ces complexes RNP et le transport, ne semble pas l'être pour l'ancrage au 

cortex du bourgeon : le transcrit une fois à destination continue de se déplacer. De plus, 

une autre étude utilisant une variante de la technique avec la GFP a démontré l'importance 

des gènes BUD6 / AIP3 et BNI1 / SHE5 pour l'ancrage de l'ARNm au cortex distal du 

bourgeon (Beach et al., 1999). Ces résultats suggèrent que la localisation de l'ARNm 

ASHI soit constitué d'au moins deux étapes, soient le transport et l'ancrage, notion qui est 

également retrouvée chez le Xenopus pour la localisation de l'ARNm Vgl lors du 

développement (Yisraeli et al., 1990; Sundell et Singer, 1991). 

Des études de cartographie par délétion ont permis d'identifier trois éléments en 

cis suffisants pour le transport du transcrit ASH1 vers le bourgeon et de souligner 

l'importance de sa traduction pour l'ancrage au cortex (Gonzalez et al., 1999; Chartrand et 

al., 1999). Un fait frappant est que, contrairement à ce qui est généralement connu pour 

d'autres ARNm transportés, les signaux ordonnant le transport de ASH1 ne sont pas 

restreints aux 3'UTR : deux signaux sont situés dans la séquence codante et le troisième 

s'étend au travers d'une petite portion en C-terminal, du codon stop et d'une portion 

adjacente dans le 3'UTR (Gonzalez et al., 1999; Chartrand et al., 1999). Les structures 

secondaires prédites [avec le logiciel MFOLD] de ces signaux ont servi de modèle 
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moléculaire afin d'établir une stratégie visant à identifier, par mutations ponctuelles, les 

éléments important à la formation des complexes RNP et au transport (Chartrand et al., 

1999). Cette dernière étude suggère que le recrutement de facteurs putatifs agissant en 

trans dépende de la structure secondaire de ces éléments plutôt que de leur séquence 

primaire. 

2. 	Chez la drosophile 

La génétique de la drosophile est un outil très puissant qui a permis d'identifier de 

nombreux gènes impliqués dans de multiples fonctions cellulaires. La prochaine section 

présente les résultats de maints efforts qui ont permis la démonstration du transport, de la 

localisation et de la traduction localisée des ARNm bicoïd et oskar importants dans 

l'établissement de l'axe antéro-postérieur de l'ovocyte ainsi que de l'ARNm propero 

important durant la neurogenèse chez la drosophile. 

A. 	L'établissement de l'axe antéro-postérieur 

Chez la drosophile, l'axe antéro-postérieur de la larve est déterminé par une 

expression génétique différentielle aux deux extrémités de l'oeuf (Nüsslein-Volhard et al., 

1987). Ces signaux différentiels sont la résultante de la traduction d'ARNm maternels 

localisés dans le cytoplasme à chaque extrémité de l'oeuf (Frigerio et al., 1986). Le 

ciblage correct des ARNm maternels oskar [osk] (Lelunan et Nüsslein-Volhard, 1986) et 

bicoïd [bcd] aux pôles opposés de l'ovocyte est essentiel à l'établissement de cet axe 

(pour une revue : St Johnston, 1995). 
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i. 	Les structures antérieures et le morphogène Bicoïd 

Chez la drosophile, le signal qui initie le développement des structures de la tête et 

du thorax est le produit du gène maternel bicoïd (Driever et Nüsslein-Volhard, 1988b; 

Driever et al., 1990). L'ARNm de ce facteur de transcription est synthétisé dans les 

cellules nourricières d'ovaires, transporté dans l'ovocyte puis y est ancré au pôle antérieur 

via un processus constitué de multiples étapes (Berleth et al., 1988; pour une revue : 

Stephenson et al., 1992). Ce n'est qu'après la fécondation que l'ARNm est traduit 

localement et la protéine générée diffuse créant un gradient le long de l'axe antéro-

postérieur (Driever et Nüsslein-Volhard, 1988a). La concentration locale du morphogène 

Bcd détermine l'activation de la transcription de gènes spécifiques tel que hunchback qui 

induisent alors la formation de structures antérieures (Driever et Nüsslein-Volhard, 1988b; 

Struhl et al., 1989). Lorsque l'ARNm du morphogène Bcd est injecté dans l'oeuf en 

d'autres positions, il s'y forme des structures caractéristiques de la tête ainsi que du thorax 

(Driever et al., 1990). Ces résultats suggèrent que l'expression localisée de l'ARNm bcd 

au pôle antérieur de l'ovocyte soit essentielle à l'établissement de l'axe antéro-postérieur. 

1. 	La localisation de l'ARN bcd 

En exploitant la génétique de la drosophile, trois gènes essentiels à la localisation 

de l'ARNm bcd au pôle antérieur ont été identifiés : exuperantia [exu] swallow [sww] et 

Staufen [Stau] (Schüpbach et Wieschaus, 1986; Nüsslein-Volhard et al., 1987; St 

Johnston et al., 1989). L'insertion de mutations au locus respectif de ces gènes perturbe la 

localisation de bcd au cortex antérieur, mais en des temps de l'ovogenèse différents. 

Initialement, l'ARNm bcd est distribué de façon homogène dans l'ovocyte, puis Exu 

intervient dans sa localisation vers le pôle antérieur aux stades de d'ovogenèse 6-9 (King, 
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1970; St Johnston et al., 1989; Wang et Hazelrigg, 1994; Marcey et al., 1991). 

Subséquemment, Swallow, potentiellement en tant que composante du cytosquelette, est 

importante pour l'ancrage de l'ARNm bcd au cortex antérieur de l'ovocyte durant les 

stades 10B-11 (Stephenson et al., 1988; St Johnston et al., 1989; Chao et al., 1991; Hegde 

et Stephenson, 1993). Staufen n'intervient que lors du stade 12 de l'ovogenèse; son action 

relâche l'ARNm bcd du cortex antérieur et localise le transcrit dans le cytoplasme 

antérieur où il sera présent jusqu'à sa dégradation durant l'étape de cellularisation (St 

Johnston et al., 1989 et 1991). 

Le clonage et la caractérisation au niveau moléculaire du gène maternel Staufen a 

démontré que la protéine elle-même est localisée aux pôles opposés de l'ovocyte et 

colocalise avec l'ARN bcd au pôle antérieur (Ferrandon et al., 1994; St Johnston, 1991). 

De plus, une étude de comparaison de séquence de l'ADNc Stau avec celle de bien 

d'autres protéines dans divers organismes dévoile la présence dans Stau de plusieurs 

copies d'un domaine consensus susceptible de lier de l'ARN double brin in vitro (St 

Johnston et al., 1992 et section III.3.B). Cette caractéristique laisse entrevoir la possibilité 

que Stau soit impliquée dans des interactions protéine / ARN avec l'ARNm bcd. 

2. 	Mécanisme de transport 

Des études de cartographie par délétion ont permis d'identifier des éléments 

contenus dans le 3'UTR du transcrit bcd qui sont essentiels et suffisants pour le transport 

de l'ARNrn à partir des cellules nourricières vers le pôle antérieur de l'ovocyte 

(Macdonald et Struhl, 1988; Macdonald et al., 1993). De plus, cette localisation est 

sensible à l'emploi de drogues qui perturbent le réseau de microtubules (Pokrywka et 

Stephenson, 1991). Une étude comparative des séquences 3'UTR de bcd provenant de 

plusieurs souches de Drosophile suggère qu'il existe une conservation fonctionnelle ainsi 
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qu'une conservation des structures secondaires prédites dans la phylogénie (Macdonald, 

1990; Seeger et Kaufman, 1990). 

Un protocole de microinjection d'ARN dans des ovocytes de drosophile a permis 

de démontrer que Stau est recrutée par le 3'UTR de bcd et génère alors des complexes 

RNP (Ferrandon et al., 1994). La formation de ces complexes RNP survient au site 

d'injection, n'importe où qu'il soit situé, puis ils se localisent près des fuseaux mitotiques 

lors de la mitose suivante de façon dépendante du réseau de microtubules (Ferrandon et 

al., 1994). Des interactions ARN / ARN bcd sont essentielles à la formation de ces 

complexes RNP (Ferrandon et al., 1997). En effet, des séquences complémentaires 

intermoléculaires présentes dans les éléments essentiels à la localisation de l'ARNm 

permettent la formation de multimères ARN / ARN bcd (Ferrandon et al., 1997). 

Malgré toutes ces études, les détails du mécanisme de transport restent encore 

inconnus. En effet, la preuve définitive que Stau interagit directement in vivo avec l'ARN 

bcd et / ou avec des protéines motrices qui déplaceraient les complexes RNP Stau-bcd le 

long du réseau de microtubules n'a pas encore été avancée. Cependant des résultats 

obtenus in vitro et in vivo chez Notonecta glauca, suggèrent qu'un homologue de Stau 

s'associe aux microtubules via une protéine motrice de la famille des kinésines et offre un 

protocole pour identifier de telles interactions dans d'autre espèces (Hurst et al., 1999). 

ii. 	Les structures postérieures et Oskar 

Des études génétiques démontrent l'importance du gène osk pour la formation 

d'une région cytoplasmique hautement structurée : le plasma du pôle postérieur (pour une 

revue : Rongo et Lehmann, 1993). L'ARNm nanos qui code pour un signal 

morphogénétique responsable de la segmentation correcte de l'abdomen est localisé dans 

le dit plasma (Lehmann et Nüsslein-Volhard, 1991; Wang et Lehmann, 1991). Des études 
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de dosage de gène ont permis de démontrer que osk est un facteur limitant qui détermine 

le nombre de cellules du pôle qui se forment, la quantité d'ARNm nanos qui y est 

localisée et traduite (Ephrussi et Lehmann, 1992; Smith et al., 1992; Gavis et Lehmann, 

1992 et 1994). Des mutations introduites dans le gène osk s'avèrent dramatiques pour la 

formation du plasma du pôle postérieur ainsi que pour le développement de structures 

postérieures. 

1. 	La localisation de l'ARNm osk 

Des études moléculaires démontrent que la localisation de l'ARNm maternel osk 

au pôle postérieur de l'ovocyte est essentielle pour la formation du plasma du pôle 

postérieur (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991). L'ARNm messager osk est 

initialement transcrit dans les cellules nourricières, puis est transporté selon un mécanisme 

dépendant du réseau de microtubules (Pokrywka et Stephenson, 1994; Clark et al., 1994; 

Kim-Ha et al., 1993). Durant le stade d'ovogenèse 8, l'ARNm osk est partiellement 

concentré au pôle postérieur; au stade d'ovogenèse 9, osk est strictement localisé au pôle 

postérieur et y est traduit localement (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991). Le 

mécanisme de localisation du transcrit implique différentes étapes : (1) le transport 

dépendant du cytosquelette et (2) l'ancrage stable de l'ARNm osk au pôle postérieur 

dépendant de synthèse de la longue isoforme de la protéine Oskar (Rongo et al., 1995; 

Mark-ussen et al., 1995). 
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2. 	Les éléments en cis 

Des études de cartographie par délétion et de constructions transgéniques ont 

permis de démontrer que le 3'UTR du transcrit osk possède des signaux en els essentiels 

pour la répression spatiale de la traduction et également suffisants pour le transport dans 

l'ovocyte et la localisation au pôle postérieur (Rongo et al., 1995; Kim-Ha et al., 1993). 

Puisque la protéine Oskar dirige l'activité de nanos, le déterminant du pôle postérieur, la 

régulation spatio-temporelle de la traduction de osk est essentielle à sa fonction; une 

activité oskar non restreinte au pôle postérieur entraîne une activité délocalisée de nanos 

et l'induction de structures postérieures au détriment des structures antérieures (Ephrussi 

et Lehmann, 1992; Smith et al., 1992; Webster et al., 1994). 

Des études ont permis d'identifier trois éléments contenus dans le 3'UTR du 

transcrit osk essentiels pour la répression de la traduction, mais qui ne sont pas impliqués 

dans la localisation de l'ARN au pôle postérieur (Kim-Ha et al., 1995). En effet, leur 

délétion entraîne l'expression précoce de la protéine Osk selon un patron de distribution 

qui reflète celui de l'ARNm : durant les stades d'ovogenèse 7-8, la protéine ainsi que 

l'ARNm sont détectables de façon homogène dans tout l'ovocyte alors que durant les 

stades 8-9, lorsque l'ARNm est localisé au pôle postérieur, la protéine ne devient 

également détectable que dans ce compartiment subcellulaire démontrant que l'ARNm 

peut être traduit durant tout le processus de transport (Kim-Ha et al., 1995). 

La localisation du transcrit osk n'est cependant pas suffisante pour l'activation de 

la traduction de l'ARNm osk puisque des transcrits hétérologues sous le contrôle du 

3'UTR de osk sont localisés, mais ne sont pas traduits (Kim-Ha et al., 1995; Rongo et al., 

1995; Serano et Cohen, 1995). Des études exploitant des transgènes démontrent que 

l'activation de la traduction du transcrit osk sous le contrôle de son 3'UTR exige un 

élément présent en 5 du transcrit (Gunkel et al., 1998). Cet élément n'est actif qu'au pôle 
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postérieur et n'est fonctionnel que pour un transcrit sous le contrôle des éléments BRE ce 

qui suggère une fonction de dérépresseur plutôt que d'activateur général de la traduction 

(Gunkel et al., 1998). 	La séquence en 5 du transcrit est constituée d'un 5'UTR 

étonnamment court [15 nucléotides] suivi d'un exon qui contient deux méthionine de 

départ utilisées pour la synthèse de deux isoformes de la protéine Osk (Markussen et al., 

1995; Rongo et al., 1995). Une étude plus exhaustive via la cartographie par délétion a 

permis d'identifier le domaine minimal contenant l'élément dérépresseur dans la séquence 

comprise entre ces deux ATG. 

3. 	Les facteurs en trans 

Le mécanisme par lequel s'établit la régulation de la traduction de l'ARNm osk 

est controversé. En effet, dans des femelles homozygotes pour le gène orb, le transcrit osk 

n'est pas traduit (Kim-Ha et al., 1991; Ephrussi et al., 1991) et certains suggèrent que Orb 

joue un rôle au niveau de la variation de la longueur de la queue de polyadénine du 

transcrit (Chang et al., 1999). La protéine Orb est l'homologue de la protéine CPEB qui 

est importante dans l'ovocyte chez Xenopus pour la régulation de la traduction d'ARNm 

maternels masqués par une queue de polyadénine courte [section II.3.C.ii.] (pour une 

revue sur le masquage voir : Wickens, 1990). D'autre part, une étude récente suggère à 

partir de résultats obtenus dans des extraits d'ovocytes de drosophile que la régulation de 

la traduction de osk soit indépendante de variations au niveau de la queue de polyadénine 

ou de mécanismes de reconnaissance de la coiffe (Lie et Macdonald, 1999). 

Des études moléculaires démontrent qu'une protéine de 80kDa nommée Bruno, 

codée par le locus arrest [aret], lie de façon spécifique les éléments responsables de la 

répression de la traduction du transcrit osk présents dans son 3'UTR et colocalise avec 

l'ARNm osk au pôle postérieur (Webster et al., 1997; Kim-Ha et al., 1995). Ces éléments 
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sont donc nommés BRE [runo response element] (Kim-Ha et al., 1995). D'autres études 

génétiques suggèrent que Bruno soit un répresseur de la traduction impliqué dans de 

multiples étapes du développement et soit conservé dans la phylogénie (Webster et al., 

1997). 

La séquence en 5 responsable de la dérépression de la traduction est quant à elle 

liée spécifiquement par deux protéine nommées p68 et p50 (Gunkel et al., 1998). La 

protéine p50 lie également deux éléments BRE dans le 3'UTR du transcrit osk, et cette 

liaison est sensible à certaines mutations ponctuelles dans les séquences BRE qui 

n'interfèrent pas avec la liaison de Bruno, mais empêche la répression spatiale de la 

traduction du transcrit osk (Gunkel et al., 1998). Ceci suggère que la répression de la 

traduction du transcrit osk exige l'activité de Bruno et de p50, et suggère une interaction 

fonctionnelle pour la régulation de la traduction du transcrit osk entre ses extrémités 3' et 

5' (Gunkel et al., 1998). 

Des études génétiques démontrent que des mutations qui affectent la localisation 

du transcrit osk empêchent également la synthèse de la protéine Osk (Lehmann et 

Nüsslein-Volhard, 1988; Kim-Ha et al., 1995). De plus, des mutations au niveau de 

certains gènes qui perturbent le réseau de microtubules affectent la localisation de 

l'ARNm osk et perturbent l'expression de la protéine Osk (Theurkauf, 1994; Lane et 

Kalderon, 1994; Ruohola et al., 1991; Xu et al., 1994). 

D'autre part, des mutations dans le gène staufen qui affectent la localisation du 

transcrit osk, mais ne perturbent pas le réseau de microtubules et maintiennent le transcrit 

osk de façon transitoire au pôle antérieur, n'affectent pas l'expression de la protéine Osk 

(Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991; St Johnston et al., 1991). Des mouches 

homozygotes pour une délétion dans le gène stau [StauD3 ] génèrent des embryons qui ne 

possèdent pas de structures postérieures, même en présence d'un transgène osk auquel il 

manque les séquences régulatrices BRE (Kim-Ha et al., 1995). La mutation StauD3 
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correspond à une délétion introduite au niveau de la région qui contient le premier site 

accepteur d'épissage de Stau et empêche alors l'expression de la protéine Stau (St 

Johnston et al., 1991). 

Cependant, le mécanisme par lequel Stau agirait sur la synthèse de protéine Osk 

reste inconnu. Du moins, la liaison des protéines p68 et p50 aux éléments dérépresseurs 

en 5 du transcrit osk n'est pas affectée par la mutation StauD3  et suggère alors une action 

de Stau sur la régulation de la traduction à un autre niveau (Gunkel et al., 1998). 

B. 	Durant le développement embryonnaire du système nerveux central 

Chez la drosophile, durant le développement embryonnaire du système nerveux 

central [SNC], se produit la division asymétrique des cellules précurseures, appelées 

neuroblastes, qui génère un nouveau neuroblaste et un GMC [ganglion mother cell] (pour 

une revue : Doe et Technau, 1993). Les déterminants moléculaires sous-jacents à ces 

deux destinées cellulaires sont la protéine associée à la membrane Numb (Spana et al., 

1995) et le facteur de transcription à homéodomaine Prospero (Doe et al., 1991; Chu-

Lagraff et al., 1991), qui sont distribués exclusivement dans le GMC bourgeonnant durant 

la mitose (pour des revues : Campos-Ortega, 1997; Fuerstenberg et al., 1998). 

La distribution intracellulaire de Prospero est régulée selon le cycle intracellulaire; 

durant la prophase, Prospero forme un croissant sur la membrane basale de telle sorte que 

lors de la mitose, la protéine se retrouve entièrement dans le GMC bourgeonnant (Spana et 

Doe, 1995). Cette localisation de la protéine nécessite son ancrage à la membrane par la 

protéine Miranda (Ikeshima-Kataoka et al., 1997; Shen et al., 1997). 
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i. 	La localisation de l'ARNmprosp 

L'ARNm prospero [prosp] est également localisé de façon asymétrique dans les 

neuroblastes mitotiques : par hybridation in situ on peut observer la ségrégation de cet 

ARNm dans les GMC lors de la division cellulaire (Li et al., 1997; Broadus et al., 1998). 

Cette localisation de l'ARNm nécessite l'intervention de plusieurs facteurs en trans et 

dépend des microfilaments d'actine (Broadus et al., 1998). Des études génétiques ont 

démontré l'implication dans le transport de cet ARNm des gènes stau, miranda, prosp et 

inscutable (pour des revues : Doe, 1996; Fuerstenberg et al., 1998). 

Mécanisme de transport 

Inscutable contrôle l'orientation du fuseau mitotique lors de la division 

asymétrique ce qui permet la localisation correcte de l'ARNm ainsi que de la protéine 

Prospero (Li et al., 1997; Kraut et Campos-Ortega, 1996; Kraut et al., 1996; Tio et al., 

1999; Schober et al., 1999; Knoblich et al., 1999). La protéine Stau forme des complexes 

RNP Stau-prosp lors de la microinjection du 3'UTR de prosp dans des ovocytes, 

colocalise avec l'ARNm prosp durant l'interphase du côté apical et comigre avec cet 

ARNm vers le côté basal durant la prophase de façon dépendante aux microfilaments 

d'actine (Schuldt et al., 1998). La localisation apicale puis basale de Stau nécessite un 

domaine protéique compris dans sa portion en C-terminal qui peut interagir in vivo dans le 

système de double hybride chez la levure avec Miranda (Schuldt et al., 1998). Miranda, 

est donc impliquée dans la localisation de la protéine Prospero et des complexes RNP 

Stau-prosp via des interactions protéine / protéine (Matsuzaki et al., 1998; Schuldt et al., 

1998; Shen et al., 1998). 
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3. 	Dans les dendrites 

La prochaine section offre au lecteur le survol de la traduction polypeptidique 

dans les dendrites et son lien avec la plasticité synaptique (pour une revue : Kiebler et 

DesGroseillers, 2000). Une discussion sur l'importance d'une traduction dendritique dans 

l'établissement de la mémoire et la plasticité synaptique sera donc présentée, puis 

l'exemple du transport du transcrit codant pour la kinase CaMKIIa ainsi que de l'ARN 

non codant BC1 seront examinés. 

A. 	L'anatomie fonctionnelle des neurones 

L'unité fondamentale du système nerveux est la cellule nerveuse ou neurone. Les cellules 

nerveuses présentent une grande diversité de dimensions et de formes; néanmoins, la 

plupart d'entre elles sont constituées de quatre parties : le corps cellulaire, les dendrites, 

l'axone et les ramifications terminales de l'axone {Schéma 3}. Les dendrites forment une 

série de prolongements du corps cellulaire très ramifiés et sont le site d'établissement de 

connections synaptiques entre les neurones. 

Chaque synapse présente une mosaïque protéique spécifique aux 

neurotransmetteurs qui y sont relâchés. Ainsi, les neurones du SNC qui peuvent recevoir 

des dizaines de milliers de synapses individuelles, doivent donc créer des dizaines de 

milliers de microdomaines présentant les constituants moléculaires adéquats aux 

partenaires présynaptiques, par exemple des récepteurs associés à la membrane, des 

canaux ioniques spécifiques ou des facteurs impliqués dans l'induction des signaux reçus 

à la membrane cytoplasmique (pour des revues : Steward et Banker, 1992; Mohr et 

Richter, 1993; Tiedge et al., 1999; Huang, 1999). 
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Schéma 3. 	Structure anatomique du neurone 
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B. 	La plasticité synaptique et la traduction dans les dendrites 

En fonction de leur patron d'activité, les synapses peuvent subir des variations au 

niveau de la force de leur interaction (Dudek et Bear, 1992). Ces changements 

synaptiques, phénomène connu sous le terme de plasticité synaptique, impliquent un 

changement du contenu moléculaire ainsi que de la structure des synapses individuelles ou 

d'une population de synapses spécifiques (pour une revue : Craig et Banlcer, 1994). Cette 

plasticité synaptique contribue à de nombreux processus physiologiques ou pathologiques 

dans le cerveau adulte : de l'apprentissage et la mémoire à la démence et 

l'amnésie, de la dépendance aux drogues à l'épilepsie (pour des revues : Alberini, 1999; 

Bailey et al., 1996; Kiebler et DesGroseillers, 2000). 

Certaines études rapportent qu'une synthèse protéique de novo est essentielle afin 

qu'un changement à long terme au niveau de la plasticité synaptique s'établisse (pour des 

revues : Schuman, 1997; Bailey et al., 1996). Bien que la plupart des recherches sur la 

plasticité synaptique se concentrent au niveau des mécanismes de régulation de la 

transcription des gènes (pour une revue : Cardin et Abel, 1999), quelques observations 

récentes suggèrent qu'une activité synaptique induit également la traduction d'ARNm 

dans les dendrites postsynaptiques (Steward et al., 1998; Wu et al., 1998; Kang et 

Schuman, 1996). 

Ces excroissances cellulaires, qui sont le site d'intégration synaptique et où les 

changements de la force des synapses ont lieu (pour une revue : Eilers et Konnerth, 1997), 

sont capables d'une synthèse protéique indépendante du corps cellulaire (pour une revue : 

Huang, 1999). En effet, par microscopie électronique des polyribosomes peuvent être 

observés spécifiquement sous les jonctions synaptiques de neurones en culture (Steward et 

Levy, 1982; Bartlett et Bunker 1984; Steward et Reeves, 1988; Chicurel et Harris, 1992), 

en particulier lors du développement et lors d'une synaptogenèse réactive (Torre et al., 
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1993; Steward et Falk, 1986). De plus, différents types d'ARN, incluant des ARNm ainsi 

que des ARN non codants sont détectés par hybridation in situ au niveaux des dendrites 

(pour une revue : Kuhl et Skehel, 1998). 

Les protéines codées par les transcrits dendritiques appartiennent à différentes 

familles {tableau 1} : notons des composantes du cytosquelette (Garner et al., 1988; 

Bruckenstein et al., 1990; Kleiman et al., 1990; Lyford et al., 1995), des kinases (Burgin 

et al., 1990) ainsi que des récepteurs (Furuichi et al., 1993; Craig et al., 1993; Racca et al., 

1996). Parmi les ARN dendritiques non codants, notons des ARNr (Kleiman et al., 1993 

et 1994), des ARNt (Tiedge et Brosius, 1996) et l'ARN BC1 chez le rat (Tiedge et al., 

1991) ou son homologue humain BC200 (Tiedge et al., 1993). Ces ARN ainsi qu'une 

activité de synthèse polypeptidique ont également été détectés dans des préparations de 

synaptosomes de l'hippocampe, aussi connus sous la désignation de synaptodendrosomes, 

(Chicurel et al., 1991; Rao et Steward, 1991; Steward et al., 1991) ainsi que dans une 

préparation de dendrites physiquement isolées des neurones en culture de l'hippocampe 

(Torre et Steward, 1992). 

D'autres recherches chez l'Aplysie ou bien dans des neurones en culture de 

l'hippocampe démontrent que des changements à long terme dans l'efficacité de la 

transmission synaptique comme le LTP [long term potentiation], la facilitation ou le LTD 

[Long term depression] (pour une revue : Kim et Huganir, 1999; Bailey et al., 1996), qui 

servent de modèle cellulaire pour l'apprentissage et la mémoire (Malenka, 1994; Linden 

1994; Nicoll et Malenka, 1995), nécessitent également une synthèse protéique synaptique 

(Feig et Lipton, 1993; Weiler et Greenough, 1993; Martin et al., 1997; Kang et Schuman, 

1996; Casadio et al., 1999). 
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Tableau 1 

Quelques ARNErà lcli 	ns les dendrites tic tissus nerveux variés 

ARNm dendritique 	 Tissu 	 Rôt'rence 

%fo% P7. 	 Cortex: Hippwrnpc 	 Gurnr•T cr. 	19/1.3 
Ca>4.K11alphn 	 Cri 	Ilippec4mpr 	 Begin cz al., 1990 

1.1c1; ci ill... 199.5; 
l.vtiri 	L rl., 1 1;é1/5 

L7 	 Cellule de Purkicje 	 biail L i1.. l996 
dondrifiefF14-641. 	 conex., Hippocampe 	 Neuncr-Jchte ce: al., 1996; 

llc 	i nl., 1997 
Rèçvpienrs cic glycine Alpha 1 el 2 	 ?›1»el1ti épinièrc 	 Ratu:a ut ;11., 1. 1 .17 
Rècepieur 	 I hiniocarupe 	 Miy...cilieu et É., 1994 
1Zèeopteur4e Jrrt.3 	 Furedd er É.. 1.993 
Nourograltint.RC3 	 Coretati 	 Landry crÉ_ 1994 
Ox.yzochic 	 Hypadialamus 	 Melle et nt.. 1995 
B.C.1 	 Hippoennipc 	 Ttedge ez al._ t'Al 
BDNF Rppcaiiipe 	 Du.dich-Dledjcwic 

cl 1,1, 1992 

Toutes ces observations soutiennent le modèle d'un transport d'ARN vers les 

dendrites postsynaptiques aux fins d'une traduction locale couplée à l'activité synaptique 

essentielle à la plasticité synaptique. 

C. 	L'ARNm CaMKII a 

i. 	Rétrospective 

Un exemple d'ARNm localisé dans les dendrites et dont la traduction locale serait 

importante pour la plasticité synaptique est l'ARNm codant pour la sous-unité a de la 

protéine kinase Ca2+  / calmoduline-dépendante [CaMKIIa]. 11 s'agit d'une holoenzyme 
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oligomérique constitué de deux sous-unités catalytiques homologues, la sous-unité a de 

50 kDa et la sous-unité 13 de 60 kDa (Bennett et al., 1983). Cette protéine se retrouve 

principalement dans les neurones du cortex (Benson et al., 1992; Sik et al., 1998; Zou et 

al., 1999), particulièrement dans l'hippocampe où elle représente environ 2% des 

protéines totales (Erondu et Kennedy, 1985). Au niveau du neurone, la kinase est 

abondante dans les corps cellulaires, les terminaisons de l'axone ainsi que dans les 

dendrites où elle y est concentrée au niveau des densités opposées aux terminaisons 

glutaminergiques (pour une revue : Kennedy, 1998). Plusieurs rôles sont proposés, 

notons : la transduction du signal, le LPT, l'apprentissage et la différentiation neuronale 

(Koh et al., 1999; Ouyang et al., 1997; Wu et Cline, 1998; Zou et al., 1999; pour des 

revues : Mayford et al., 1996a et 1996b). 

Le transport et la traduction localisée de CaMKII 

Une étude avec des ARNm chimériques a démontré qu'un signal contenu dans le 

3'UTR de cet ARNm est nécessaire et suffisant pour la localisation au niveau des 

dendrites (Mayford et al., 1996). Certaines études proposent que des séquences consensus 

—y et —h contenues dans le 3'UTR recrutent TB-RBP et seraient essentielles au transport 

de l'ARNm (Severt et al., 1999 et section ILE). 

La localisation de l'ARNm CaMKIla au niveau des dendrites se fait de façon 

constitutive; aussi un rôle centrale dans la plasticité synaptique pour la protéine CaMKIIa 

implique une régulation rigoureuse de la traduction du transcrit (Ouyang et al., 1999; Silva 

et al., 1992). Une étude récente (Wu et al., 1998) propose que cette régulation se ferait 

selon un mécanisme également utilisé lors du développement : la régulation de la 

polyadénylation cytoplasmique du transcrit. 
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Dans les ovocytes d'amphibiens et de mammifères, plusieurs ARNm latents sont 

affublés d'une courte extension de polyadénine qui dépasse rarement 30 ou 40 

nucléotides. Lorsque l'ovocyte rentre en méiose ou est fécondé, ces extensions de 

polyadénine sont spécifiquement allongées ce qui permet alors la traduction de l'ARNm 

(pour une revue : Curtis et al., 1995). Dans les ovocytes, cette régulation nécessite deux 

signaux dans le 3'UTR des ARNm : le signal de polyadénylation nucléaire [AAUAAA] et 

en amont de celui-ci, le CPE [çytoplasmic polyadenylation element : UUUUUAU] (pour 

une revue : Richter, 1991). Le CPE est lié par la protéine CPEB [CPE binding protein] et 

cette interaction est essentielle pour la traduction subséquente à la polyadénylation 

cytoplasmique (Gebauer et al., 1996; Stebbins-Boaz et al., 1996). 

Or, une étude par Wu et al. (1998) démontre par immunohistochimie, hybridation 

in situ et immunobuvardage, une expression de CPEB au niveau du cerveau; 

principalement au niveau des corps cellulaires et des dendrites de l'hippocampe, ainsi que 

dans d'autres régions. De plus, cette protéine est localisée dans les dendrites de neurones 

en culture et dans les densités post-synaptiques de cerveau de souris adulte (Wu et al., 

1998). Cette étude démontre également que le 3'UTR de l'ARNm CaMICIla comporte 

deux éléments qui ressemblent au CPE et qui peuvent être liés par CPEB in vitro. Ces 

éléments sont fonctionnels car ils permettent la polyadénylation cytoplasmique et la 

traduction d'un ARNm injecté dans l'ovocyte de Xenopus. De plus, dans le cerveau de 

souris élevées en absence de lumière, des stimuli visuels entraînent la polyadénylation 

cytoplasmique et l'activation de la traduction de l'ARNm CaMKIIa (Wu et al., 1998; 

Kirkwood et al., 1996). 

L'ensemble de ces résultats suggère que la traduction dendritique modulée par 

CPEB pourrait être importante pour la plasticité synaptique. 
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D. 	L'ARN BC 1  

L'ARN BC1 [krain cytoplasmic RNA-1] est un petit transcrit — 152 nucléotides — 

de l'ARN polymérase III, qui est principalement exprimé dans les neurones (Chicurel et 

al., 1993; McKinnon et al., 1987; Tiedge et al., 1991) et auquel on attribue un rôle dans le 

transport et / ou la traduction des ARNm dendritiques (Brosius et Tiedge, 1995). Dans la 

prochaine section le lecteur retrouvera les observations qui appuient une telle hypothèse. 

i. 	La régulation de l'expression 

Comme vu précédemment, la régulation de la traduction des ARNm dendritiques 

est dépendante de l'activité synaptique (section II..3.B.). Or, certains suggèrent que 

l'ARN BC1 soit impliqué dans l'expression des ARNm dendritiques puisqu'il subit 

également une régulation qui est dépendante de l'activité synaptique, condition sine qua 

non pour un tel rôle. En effet, l'inhibition de toute activité synaptique par l'emploi de 

drogues qui inhibent les canaux ioniques voltage-dépendants a comme effet, réversible, de 

diminuer dramatiquement la quantité d'ARN BC1 détectable par hybridation in situ 

(Muslimov et al. 1998). Cette même étude a démontré par hybridation in situ sur des 

neurones en culture de l'hippocampe que l'expression de l'ARN BC1 dépend du stade de 

développement neuronal : elle n'est détectable que lors de l'initiation de la synaptogenèse. 

L'ensemble de ces observations suggère que l'activité synaptique est essentielle à 

l'expression de BC1 dans les dendrites de neurones de l'hippocampe. 
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ii. 	La localisation de BC1 / BC200 

Des études d'hybridation in situ sur des neurones matures de l'hippocampe en 

culture démontrent que l'ARN BC1 ou son homologue humain BC200 sont présents sous 

forme de granules dans le soma et les dendrites (Tiedge et al., 1991, 1992 et 1993; Rao et 

Steward, 1993). À partir de coupes de tissus, ces granules sont également détectables dans 

les axones de l'axe hypothalamo-hypophysaire et s'accumulent dans l'hypophyse 

postérieure au niveau des excroissances neurosécrétrices (Tiedge et al., 1993). Ces 

granules sont des complexes RNP (Kobayashi et al., 1991 et 1992; Cheng et al., 1996) 

également visibles lors de la microinjection d'ARN BC1 synthétique dans des neurones en 

culture (Muslimov et al., 1997). 

Une étude de cartographie par délétion a démontré que les 62 premiers 

nucléotides en 5 du transcrit BC1 forment un élément de signal en cis suffisant pour la 

formation de complexes RNP ainsi que pour le ciblage vers les dendrites (Muslimov et al., 

1997). De plus, la position de cet élément à l'intérieur d'un ARN hétérologue n'affecte 

pas sa capacité de diriger le processus de localisation dans les dendrites (Muslimov et al., 

1997). L'équipe d'Anzai (Nihon University, Japon) a récemment rapporté (Muramatsu et 

al., 1998; Kobayashi et al., 1998) que cette portion de séquence contient deux éléments 

consensus -y et -h (Kwon et Hecht, 1991; voir section II.3.E). Ces séquences consensus 

sont également présentes dans les transcrits dendritiques codant pour CaMKIIa, Ligatine 

et les MAP2 a / b, mais absentes dans le transcrit non dendritique MAP2 c (Severt et al., 

1999). 
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iii. 	Contenu protéique du RNP BC1 

La caractérisation du contenu protéique des RNP BC1 / BC200 devrait permettre 

de caractériser le mécanisme de transport de cet ARN. Cette hypothèse de travail, 

plusieurs équipes de recherche l'ont acceptée et mise à l'épreuve expérimentalement. Il 

en sort que l'ARN BC1 / BC200 interagit in vitro et copurifie à partir d'extraits cellulaires 

avec l'autoantigène La (Kremerskothen et al., 1998a), l'hétérodimère SRP 9 / 14 

(Kremerskothen et al., 1998b) qui est essentiel à l'arrêt de la traduction par la particule 

SRP (Bovia et al., 1996), la m-transline (TB-RBP : voir section II.3.E.) et Trax 

(Muramatsu et al., 1998, Kobayashi et al., 1998). Notons que pour la majorité de ces 

protéines, la littérature rapporte des activités qui modulent la traduction (Svitkin et al., 

1994 et section V.5.D.ii.3.; Kwon et Hecht, 1991 et 1993; Bovia et al., 1996) et font de la 

particule RNP BC1 / BC200 un candidat à la régulation de la traduction de transcrits 

dendritiques. 

E. 	Modèle du transport d'ARN vers les dendrites 

Une caractéristique structurale commune aux ARNm transportés vers les dendrites 

de neurones de l'hippocampe est la présence d'éléments consensus -y et -h (Han et al., 

1995a et b; Muramatsu et al., 1998, Kobayashi et al., 1998). Ces éléments consensus, 

présents dans les séquences 3'UTR des ARNm de toutes les protamines mammifères 

connus, induisent la formation de complexes RNP et sont essentiels à la régulation 

temporelle de la traduction de ces ARNm durant la spermatogenèse (Kwon et Hecht, 1991 

et 1993; pour des revues : Sommerville, 1992; Sommerville et Ladomery, 1996). Les 

protamines sont la composante protéique nucléaire majeure des spermatozoïdes 

mammifères : à un stade déterminé durant la spermatogenèse elles remplacent les histones 
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somatiques et testiculaires entraînant l'arrêt de la transcription germinale (Balhom et al., 

1984). La régulation de la traduction de ces transcrits est donc cruciale pour la fonction 

de la protéine. Les éléments -y et -h recrutent la phosphoprotéine TB-RBP [testis-brain 

RNA Binding Protein] dont la liaison, sensible à l'état de phosphorylation de la protéine, 

réprime la traduction de l'ARNm (Kwon et Hecht, 1991 et 1993). La protéine TB-RBP 

est également impliquée dans le transport d'ARNm au travers de ponts intercellulaires 

entre les cellules germinales (Morales et al., 1998). 

Dans le cerveau, TB-RBP est principalement exprimée dans les neurones (Wu et 

al., 1999) et forme des RNP de 11,5S avec l'ARN non codant BC1 / BC200 (Muramatsu 

et al., 1998; Kobayashi et al., 1998). Cette protéine est capable d'associer in vitro les 

ARNm neuronaux localisés tau et mbp via leur élément consensus -y et -h ainsi que des 

microtubules ce qui suggère un rôle pour TB-RBP dans le transport d'ARNm dendritiques 

via le réseau de microtubules (Han et al., 1995a et b). De plus, TB-RBP interagit avec 

l'ATPase associée de façon transitoire avec le réticulum endoplasmique, une ATPase 

impliquée dans le transport intracellulaire et la fusion de vésicules (Wu et al., 1999). 

Les éléments -y et -h présents dans le 3'UTR des transcrits dendritiques 

permettent la formation de RNP qui contiennent la protéine TB-RBP (Wu et al., 1999; 

Severt et al., 1999). L'emploi d'oligonucléotides antisens dirigés contre le site de liaison 

de TB-RBP sur le 3'UTR des ARNm de CaMKIIa, une protéine cytosolique, et de 

Ligatine, une protéine liée à la membrane, désorganise et délocalise les complexes RNP 

de ces ARNm (Severt et al., 1999). De plus, dans cette même étude, les auteurs observent 

que l'inhibition de l'expression de la chaîne lourde de la kinésine par l'emploi 

d'oligonucléotides antisens entraîne la délocalisation des complexes RNP contenant 

l'ARNm CaMKIla , mais non de ceux contenant l'ARNm ligatine. 

En conclusion, un modèle du transport des ARNm vers les dendrites des neurones 

de l'hippocampe suggère que (1) la protéine TB-RBP, le réseau de microtubules et la 
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chaîne lourde des kinésines sont essentiels à la formation et la localisation de RNP 

d'ARNm spécifiques contenant des séquences consensus -y et-h; (2) le complexe RNP 

BC1 / BC200, qui contient des protéines susceptible de moduler la synthèse 

polypeptidique, serait impliqué dans le transport ou la régulation de la traduction des 

ARNm dendritique selon un patron régulé par l'activité synaptique. 

III. Quelques protagonistes du transport et de la localisation de l'ARN 

Un des aspects communs au processus de localisation de l'ARN est la présence, 

dans le 3'UTR des transcrits transportés, de signaux essentiels et suffisants pour le 

recrutement de protéines. Ces protéines permettent alors la formation de complexes RNP 

qui sont transportés le long d'éléments du cytosquelette et localisés dans des sous-

domaines intracellulaires spécifiques. Quelques protéines capables de lier ces éléments en 

3 et susceptibles d'être impliquées dans différents aspects du transport de l'ARNm ont 

été identifiées (pour des revues : Oleynikov et Singer, 1998; Arn et Macdonald, 1998; 

Hazelrigg, 1998). Parmi celles- ci, notons hnRNP A2 dans les oligodendrocytes (Hoek et 

al., 1998) et VgRBP60 (homologue de hnRNP 1) chez Xenopus (Cote et al., 1999), zbp-1 

(a_ctin zipcode-binding protein 1) dans les fibroblastes (Ross et al., 1997) et son 

homologue Vg1RBP / Vera chez Xenopus (Ross et al., 1997; Deshler et al., 1998), LP54 

chez P. lividus (Costa, 1999), ainsi que Exl et Stau chez la drosophile (Macdonald et al., 

1995; St Johnston et al., 1991). Pour des raisons de concision, un bref survol des 

protéines hnRNP, zbp-1 / Vera et Stau est présenté ci-après. 
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1. 	Les hnRNP 

A. 	Rétrospective 

Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes hnRNP, principalement 

caractérisées dans les cellules humaines, forment une famille d'au moins vingt membres 

qui s'associent avec des pré-ARNm naissants et participent aux processus de maturation 

des ARNm (pour des revues : Dreyfuss et al., 1993; Nakielny et al., 1997; Krecic et 

Swanson, 1999). Tous les transcrits semblent associés avec la plupart des protéines 

hnRNP, mais les stcechiométries varient; la constellation de protéines sur chacun serait 

unique (Pifiol-Roma et al., 1989; Matunis et al., 1993). 

Plusieurs protéines hnRNP, par exemple les hnRNP Al / A2 et hnRNP K, sont 

principalement nucléaires, mais font la navette entre le noyau et le cytoplasme. Un motif 

spécifique, nommé M9, dirige ce comportement (Micheal et al., 1995; Siomi et Dreyfuss, 

1995; Weighardt et al., 1995). Un modèle proposé par plusieurs auteurs suggère que le 

rôle principal de la plupart des hnRNP contenant le motif M9 soit de diriger l'exportation 

des ARNm hors du noyau (Piriol-Roma et Dreyfuss, 1992; Lee et al., 1996; Visa et al., 

1996). 

Des études récentes ont enrichi ce modèle. En effet, il semble que certaines 

protéines hnRNP sont impliquées dans le transport et la localisation cytoplasmique 

d'ARNm. Dans la prochaine section le lecteur retrouvera un bref aperçu des récents 

travaux entrepris sur ce sujet palpitant; dans les oligodendrocytes, l'ovocyte du Xenopus et 

celui de la drosophile. 
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B. 	Les hnRNP et la localisation de l'ARNm 

i. 	Dans les oligodendrocytes 

La myéline du SNC enveloppe les axones et est une extension morphologique complexe 

de la membrane plasmique des oligodendrocytes. Des études de fractionnement cellulaire 

et d'immunohistochimie ont démontré qu'une composante structurale importante de la 

membrane de myéline est la protéine MBP [niyelin basic protein] (Smith, 1992). La 

localisation de la protéine MBP est la résultante du transport et de la traduction locale de 

l'ARNm MBP au niveau de la périphérie myélinisante des oligodendrocytes (Colman et 

al., 1982; Brophy et al., 1993). Initialement, l'ARNm MBP est retrouvé en périphérie du 

noyau et ce n'est que lors du déclenchement de la myélinisation que l'ARNm est 

transporté vers la périphérie (Trapp et al., 1987; Sorg et al., 1987). 

Ce transport se fait sous forme de complexes RNP qui migrent le long du réseau 

de microtubules (Ainger et al., 1993; Amur-Umaijee et al., 1993). Ces complexes 

contiennent également l'ARNt-arginyl synthétase, le facteur d'élongation EF-la ainsi que 

de l'ARNr (Barbarese et al., 1995). Des études de délétions ont démontré qu'un signal 

contenu dans le 3'UTR du messager (le RTS : RNA traffiking signal) est suffisant et 

nécessaire pour ce transport (Ainger et al., 1997). 

Des études récentes ont démontré que hnRNP A2 lie spécifiquement cet élément 

in vitro et serait essentiel au transport de mbp (Hoek et al., 1998). De plus, ces deux 

composantes, l'élément RTS et la hnRNP A2, sont susceptibles d'influencer la traduction 

du messager (Kwon et al., 1999). 
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ii. 	Durant l'ovogenèse chez la drosophile 

Des études génétiques chez la drosophile ont démontré l'implication du gène 

Squid [Sqd], qui code pour la protéine hnRNP Sqd, dans l'établissement de l'axe dorso-

ventral dépendant de Gurken [Grk] (Kelley et al., 1993). Le gène grk code pour un 

homologue de TGF-a, [transforming growth factor] (Neuwman-Silberberg and 

Schüpbach, 1993), spécifique à la lignée germinale. Grk est le ligand du récepteur EGFR 

[epidermal growth factor receptor] qui est exprimé dans toutes les cellules somatiques du 

follicule qui environne la lignée germinale. L'activation de EGFR par Grk induit les 

cellules du follicule à adopter une destinée cellulaire dorsale, délimitant alors la polarité 

de l'oeuf ainsi que du futur embryon. C'est pourquoi il est impératif, afin de préserver 

l'axe embryonnaire normal, que l'expression de Grk soit restreinte au côté dorsal de l'oeuf. 

Cette restriction spatiale est atteinte, en partie, par le transport et la traduction 

localisée de l'ARNm Grk (pour une revue : Nilson et Schüpbach, 1999). Les études 

génétiques mentionnées plus haut suggèrent que Sqd est importante dans la localisation de 

l'ARNm Grk. Afin de mieux comprendre ce processus, l'équipe de Schüpbach (Norvell 

et al., 1999) a entrepris l'étude du rôle de Sqd dans la localisation de l'ARNm Grk. Elle a 

démontré une interaction directe entre la protéine Sqd et le 3'UTR de l'ARNm Grk. Elle 

a observé une distribution intracellulaire différente pour les trois isoformes de Sdq 

obtenues par épissage alternatif : pour deux isoformes elle est nucléaire et pour l'autre elle 

est cytoplasmique. 

Certains résultats suggèrent que le transport et la traduction du transcrit Grk sont 

conjointement régulés via l'interaction entre Sqd et la protéine Bruno, qui est un inhibiteur 

de la traduction pour l'ARNm osk (Kim-Ha et al., 1995). En effet, Bruno co-

immunoprécipite à partir d'extraits cellulaires d'ovocytes avec Sqd. Cette interaction in 

vivo est corroborée par une étude de chromatographie d'affinité : Bruno traduit in vitro est 
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retenue par la fusion Sqd-GST immobilisée sur une colonne de gluthatione (Norvell et al., 

1999). 

L'action de la protéine hnRNP Sqd n'est pas limitée à la localisation du transcrit 

Grk, en effet, une autre étude démontre que Sqd ou ses homologues humains sont 

essentiels pour le transport cytoplasmique le long du réseau de microtubules et la 

localisation des transcrits Pair-Rule dans l'embryon de la drosophile, démontrant la 

conservation fonctionnelle dans la phylogénie de cette protéine (Lall et al., 1998). 

iii. 	Dans l'ovocyte chez Xenopus 

Un autre exemple où des luiRNP sont impliquées dans la localisation de l'ARN 

est retrouvé dans l'ovocyte de l'amphibien Xenopus laevis. Durant l'ovogenèse, l'axe 

animal-végétal embryonnaire coïncide avec la localisation de certains ARNm maternels 

(pour une revue : Mowry et Cote, 1999). Par exemple, l'ARNm Vgl qui code pour une 

protéine membre de la famille des TGF-f3 est localisé, durant l'ovogenèse, dans 

l'hémisphère végétale de l'ovocyte (Weeks et Melton, 1987). Après la fécondation, 

l'expression locale de Vgl au niveau de l'hémisphère végétale est cruciale pour le 

développement embryonnaire normal. 

La localisation de l'ARNm Vgl est dictée par une séquence de 340 nucléotides, 

nommé VgLE fflément de localisation de Vgl], présente dans le 3'UTR du transcrit 

(Mowry et Melton, 1992). Plusieurs études ont été entreprises afin d'identifier les 

éléments essentiels contenus dans cette séquence. L'une d'entre elle démontre 

l'importance de quatre éléments présents en de multiples copies et distribués aux 

extrémités de VgLE [El à E4] (Deshler et al., 1997). La délétion d'un ou de plusieurs de 

ces éléments entraîne la délocalisation du transcrit Vgl in vivo (Mowry et Melton, 1992). 
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De plus, l'efficacité de localisation de l'ARNm Vgl est directement proportionnelle au 

nombre d'éléments E2 présents dans le transcrit (Deshler et al., 1998). 

Une autre étude de cartographie souligne l'importance des séquences présentes 

aux extrémités 5 et 3' de l'élément VgLE pour la localisation du transcrit Vgl et 

démontre que la duplication d'un sous-élément de 85 nucléotides présent en 5' de VgLE 

est suffisante pour diriger cette localisation (Gautreau et al., 1997). Ce sous-élément de 

85 nucléotides contient au moins une copie de chacun des éléments énoncés plus haut [El 

à E4] (Deshler et al., 1998) ainsi qu'une séquence composée de l'hexanucléotide 

UUUCUA et nommée VM1 [motif Kg' 1]. VM1 est essentielles pour la localisation du 

transcrit : l'introduction de mutations ponctuelles dans VM1 abolit la localisation de Vgl 

(Gautreau et al., 1997). 

Une étude récente démontre qu'il existe une corrélation entre l'affinité de liaison 

d'une protéine de 601cDa [VgRBP60], présente dans un extrait d'ovocyte, pour la 

séquence VM1 in vitro et la localisation in vivo du transcrit : des mutations qui abolissent 

la liaison interfèrent avec le processus de localisation de l'ARNm (Cote et al., 1999). Le 

clonage de cette protéine dévoile qu'il s'agit d'un homologue de la protéine humaine 

hnRNP1. Par immunohistochimie et hybridation in situ, les auteurs de cette étude 

démontrent que la protéine colocalise avec l'ARNm Vgl dans le cytoplasme végétal ce 

qui suggère un rôle fonctionnel pour la liaison observée in vitro (Cote et al., 1999). 

Ces résultats font de VgRBP60 une hn.RNP importante pour la localisation 

cytoplasmique de l'ARNm Vgl dans l'ovocyte chez Xenopus. 

iv. 	Les hnRNP et le transport 

La fonction de ces molécules dans le transport et la localisation d'ARNm crée un 

lien sans précédent entre la transcription, l'assemblage de complexes RNP nucléaires, le 



Introduction 	 37 

transport hors du noyau et la localisation cytoplasmique. De plus, il semble que la 

machinerie utilisée pour ce processus se soit conservée au cours de l'évolution et fait du 

transport de l'ARNm un processus de régulation critique de l'expression génique. 

2. 	Vg1RBP / Vera et zbp-1 

Dans cette section il sera question de la protéine Vg1RBP / Vera essentielle à 

localisation de l'ARNm Vgl chez Xenopus (Schwartz et al., 1992 ainsi que la section 

précédente ) et de son homologue zbp-1, une protéine essentielle à la localisation de 

l'ARNm f3-actine dans les fibroblastes (Ross et al., 1997). 

Dans l'ovocyte chez Xenopus, l'ARNm Vgl est distribué de façon uniforme dans 

l'ovocyte durant les stades de l'ovogenèse I / II, aux stades III / IV le transcrit est alors 

accumulé au niveau du cortex végétale (Melton, 1987; Weeks et Melton, 1987; Yisraeli et 

Melton, 1988). L'utilisation d'inhibiteur du cytosquelette a permit la démonstration d'un 

mécanisme de localisation constitué d'au moins deux étapes : le transport du transcrit 

dépendant du réseau de microtubules et une fois à destination, l'ancrage du transcrit 

dépendant des microfilaments d' actines (Yisraeli et al., 1990). 

Le processus de localisation du transcrit Vgl est dirigé par des éléments contenus 

dans une portion de la séquence du 3'UTR nommée VgLE [voir la section précédente 

pour de plus amples détails] (Mowry et Melton, 1992). VgLE est capable de former des 

complexes RNP avec plusieurs protéines, qui sont ainsi considérées comme étant 

susceptibles de jouer un rôle dans la localisation du transcrit. Parmi celles-ci, notons les 

protéines : Vera / Vg1RBP (Schwartz et al., 1992; Deshler et al., 1998 et 1997; Havin et 

al., 1998), les multiples VgRBP [Egl RNA binding proteins] —78, -40, -36 et —33, et enfin 

la VgRBP60 / luiRNP1 (Cote et al., 1999). 
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Des essais de pontage aux UV avec des sondes VgLE marquées au P32  et des 

extraits S-100 [fraction cytoplasmique] d'ovocytes du Xénope ont démontré la liaison 

spécifique d'une protéine de Mr  de 69kDa et nommée Vg1RBP (Schartz et al., 1992). 

L'analyse de préparation de microtubules à partir d'extraits d'ovocyte démontre qu'ils 

sont riche en Vg1RBP ainsi qu'en ARNm Vgl de plus, la protéine Vg1RBP est requise 

pour l'association de l'ARNm Vgl aux microtubules in vitro (Elisha et al., 1995). Ces 

résultats suggèrent que Vg1RBP permet l'association de l'ARNm Vgl aux microtubules, 

association essentielle au transport de l'ARNm (Yisraeli et al., 1990). 

Une autre étude utilisant le même type de protocole de pontage aux UV a permis 

de démontrer cette fois là, la liaison d'une protéine de Mr  de 75kDa (Deshler et al., 1997). 

L'étude de la séquence du VgLE [voir la section préceédente] démontre l'existence de 

séquences présentes en multiples copies [El à E4] (Deshler et al., 1997). La délétion de 

ces séquences compromet la localisation du transcrit Vgl (Mowry et Melton, 1992) et la 

délétion de trois de ces éléments diminue dramatiquement la liaison in vitro de VgLE avec 

la protéine de 75kDa (Deshler et al., 1997). Les tentatives initiales de purification de cette 

protéine ont démontré qu'elle cosédimente avec un marqueur du réticulum endoplasmique 

(Deshler et al., 1997). Dans des ovocytes rendus au stade d'ovogenèse II, la distribution 

de ce marqueur [TRAPa] chevauche partiellement la distribution de l'ARNm Vgl : cet 

ARNm ne colocalise pas avec tout le réticulum endoplasmique, mais seulement avec des 

sous-domaines (Etkin, 1997). La colocalisation de l'ARNm, de sous domaines du 

réticulum endoplasmique et de la protéine de 75kDa [dorénavent nommée Vera pour : 

VgLE binding and RE association] suggère un rôle pour cet organelle dans la localisation 

d'ARNm. 

Le clonage de ces deux protéines démontre qu'il s'agit d'une seule et même 

protéine, qui est dorénavant nommée Vg1RBP / Vera (Havin et al., 1998; Deshler et al., 

1997). L'alignement de séquences démontre une forte homologie de séquence entre 
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Vg1RBP / Vera et la zbp-1, une protéine essentielle à la localisation de l'ARNm 13-actine 

dans les fibroblastes (Ross et al., 1997). 

Dans plusieurs types cellulaires, l'ARNm fl-actine est localisé en des régions 

subcellulaires délimitées. Ces types cellulaires incluent les fibroblastes embryonnaires de 

poulet (Lawrence et al., 1986), les fibroblastes 3T3 (Hill et al., 1994), les cellules 

endothéliales (Hoock et al., 1991), les neurones (Bassell et al., 1998) et les myoblastes C2 

(Hill et al., 1993). Certains suggèrent que la ségrégation de l'ARNm 13-actine induit une 

polarisation de la cellule via la distribution spatiale restreinte de P-actine synthétisée 

(Lawrence et Singer, 1986). Aussi, la délocalisation de cet ARNm par l'emploi 

d'oligonucléotides antisens dirigés contre sa séquence de localisation [voir plus bas], 

provoque une dépolarisation des cellules (Kislauskis et al., 1994) et perturbe la motilité 

cellulaire (Kislauskis et al., 1997). 

La polarité cellulaire est essentielle au mouvement, dans ce sens où il y a une 

extrémité qui avance et une autre qui traîne. On retrouve ce type de mouvement lorsque 

les cellules migrent durant le développement embryonnaire ou en réponse à des agents 

chémotactiques (Ross et al., 1997). D'ailleurs la découverte que l'ARNm P-actine soit 

également transporté dans les neurites et les cônes de croissances de neurones en culture 

corrobore ce modèle (Bassell et al., 1998). 

La localisation de l'ARNm P-actine, dépendante des filaments d'actine, est 

dirigée par une séquence de 52 nucléotides nommée zipcode [ce qui signifie « code 

postale» en anglais] et contenue dans le 3'UTR du transcrit (Kislauski et al., 1993 et 

1994). Cette séquence a servi d'hameçon afin de repêcher des protéines capables de lier 

l'élément de localisation; une protéine de 68 kDa nommée zbp-1 [zipcode binding protein 

1] (Ross et al., 1997). a systématiquement été retrouvée. L'introduction de mutations 

ponctuelles dans la séquence du zipcode qui désorganisent la localisation in vivo de 
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l'ARNm abolissent également l'interaction in vitro spécifique entre zbp-1 et le zipcode 

(Ross et al., 1997). 

Le clonage à partir d'une génothèque d'ADNc de poulet a permis la 

caractérisation moléculaire de zbp-1. En accord avec l'hypothèse d'un rôle pour zbp-1 

dans la localisation d'ARNm, la séquence primaire de son ADNc contient des domaines 

consensus de reconnaissance séquence-spécifique de l'ARN : un domaine RRM [RNA 

recognition motif] et quatre domaines KH (Nagai et al., 1995; Dejgaard et Leffers, 1996; 

Buckanovich et Darnell, 1997). Elle présente également des signaux de localisation 

nucléaire et un signal d'exportation semblable à ceux de REV du VIH-1, puis des 

séquences semblables à celles de protéines susceptibles de lier de l'ARN tel que hnRNP 

El et E2. 

Le fait que Vg1RBP / Vera et zbp-1 soient impliqués dans la localisation de 

différents ARNm dans différents types de cellules suggère qu'il s'agit de facteurs 

généraux pour la localisation de l'ARNm. De plus, puisque l'ARNm P-actine est associé 

aux microtubules dans les neurones (Bassell et al., 1998) et aux filaments d'actine dans les 

fibroblastes (Sundell et Singer, 1991), cela suggère qu'à l'instar de l'ARNm Vgl, la 

localisation de l'ARNm (3-actine puisse également être dépendante de ces deux tpyes de 

composantes du cytosquelette (Havin et al., 1998; Deshler et al., 1997). Implicitement, 

cela suggère que ces protéines ne peuvent pas être tenue pour uniques responsable du 

transport de ces ARNm, mais plutôt que des interactions avec différents facteurs associés 

permet l'association au cytosquelette et / ou d'autre structures cellulaires, comme par 

exemple le réticulum endoplasmique. 
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3. 	Staufen 

A. 	Rétrospective 

Ce gène, identifié chez la drosophile, est historiquement le premier auquel fut 

attribué un rôle dans le transport et la localisation d'ARNm (St Johnston et al., 1989 et 

1991). En accord avec un rôle direct dans le transport d'ARNm sous la forme de 

complexes RNP, la protéine Staufen présente (1) cinq copies de séquence consensus 

dsRBD (St Johnston et al., 1992) et (2) peut former des interactions protéine / protéine, 

comme dans le cas de la localisation de l'ARNm prospero (Matsuzaki et al., 1998; 

Schuldt et al., 1998; Shen et al., 1998). 

Durant l'ovogenèse, cette protéine est impliquée dans la localisation des 

déterminants de l'axe antéro-postérieur bcd au pôle antérieur et osk au pôle postérieur 

(section II.2.A). Durant le développement embryonnaire du SNC, elle est également 

impliquée dans la division asymétrique des cellules précurseurs (section II.2.B.) ce qui 

suggère que c'est une protéine employée dans différents types cellulaires à une même fin: 

le transport et la localisation d'ARNm. Dans la prochaine section est offerte une 

description des domaines de liaison à l'ARNdb ainsi que de l'homologue mammifère 

Stau. 
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B. 	Le domaine de liaison à l'ARNdb 

i. 	Un domaine conservé dans la phylogénie 

Plusieurs protéines qui lient l'ARN présentent dans leur séquence primaire un 

domaine consensus d'environ 70 acides aminés capable de lier de l'ARN double brin 

(ARNdb) in vitro, d'où son appellation de dsRBD (double stranded RNA binding domain) 

(St Johnston et al., 1992; Bass et al., 1994; Green et Mathews, 1992). Ces dsRBD sont 

retrouvés parmi une panoplie de protéines à fonctions diverses, de la bactérie E. coli 

jusque chez l'homme (Bevilacqua et Cech, 1996; Kharrat et al., 1995; Krovat et Jantsch, 

1996). Ils sont présents entre autre dans la RNase A de E.coli (Gibson et Thompson, 

1994), dans la protéine Stau chez la drosophile (St Johnston et al., 1992) et dans TRBP et 

PKR chez l'humain (St Johnston et al., 1992; Gatignol et al., 1993). 

Un motif structural commun 

Des études de RMN sur certains dsRBD en solution [Stau de drosophile, RNase 

III de E. coli et la PKR humaine] ainsi que la résolution du cristal d'un dsRBD en 

présence d'ARNdb [Xlrbpa chez Xenopus] ont permis d'en élucider la structure 

moléculaire. Ces études révèlent une structure secondaire a-1313-13-a identique ce qui 

suggère un repliement structural conservé; un motif de liaison à l'ARNdb (dsRBM; 

double strand RNA binding motif). Le motif est représenté par une structure compacte 

dans laquelle les deux hélices a N- et C-terminales sont disposées du même côté d'un 
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Schéma 4. Le motif de liaison à l'ARNdb 

Représentation schématique du motif adopté par le domaine de liaison à l'ARNdb tel que 

déduit par les patrons de RMN ainsi que la résolution du cristal observé à 1,9 Å de 

domaines de liaison à l'ARNdb de différentes protéines chez différents organismes. Les 

hélices alpha sont en vert et les feuillets bêta sont en orange. 
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feuillet p à trois brins antiparallèles (Kharrat et al., 1995; Bycroft et al., 1995a et 1995b; 

Nanduri et al., 1998; Ryter et Schultz, 1998) {Schema 4}. 

Fonction du dsRBD 

Un rôle attribué à ce domaine est sa capacité de lier in vitro de l'ARNdb, un 

hybride ARN/ADN ou de l'ARN simple brin hautement structuré (Stionhston et al., 

1992; Bass et al., 1994; Bevilacqua et Cech, 1996; Bevilacqua et al., 1998; Wickharn et 

al., 1999). Dernièrement, des résultats obtenus in vitro avec Xlrbpa chez Xenopus 

suggèrent qu'un de ses dsRBD soit suffisant pour faciliter l'hybridation entre deux brins 

complémentaires d'ARN (Hitti et al., 1998). Dans la cellule, cette protéine s'associe aux 

ribosomes ainsi qu'aux RNP hétérogènes nucléaires (Eckmann et Jantsch, 1997). Les 

auteurs de cette étude avancent l'hypothèse que cette propriété est exploitée par la cellule 

dans le contexte d'une chaperorme d'ARN qui aiderait au repliement structural correct des 

ARN. 

iv. 	Affinité et spécificité de liaison à l'ARN double brin 

La liaison in vitro d'un dsRBD à de l'ARNdb semble être indépendante de la 

séquence (Manche et al., 1992; St Johnston et al , 1992; Polson et Bass, 1994; 

Schweisguth et al., 1994; Krovat et Jantsch, 1996; Eckmann et Jantsch, 1997; Wickham et 

al., 1999) et sensible à des éléments présents dans le sillon mineur de l'hélice (Bevilacqua 

et Cech, 1996; Frugier et al., 1997). L'étude d'un cristal du deuxième dsRBD de Xlrbpa 

de Xenopus complexé avec de l'ARNdb observé à une résolution de 1.9 Å dévoile les 

interactions moléculaires sous-jacentes aux interactions ARNdb-protéine (Ryter et 
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Schultz, 1998). Cette étude démontre que le motif dsRBM s'étend sur 16 paires de 

nucléotides d'ARNdb d'une hélice de forme A, soit deux sillons mineurs adjacents et le 

sillon majeur entre ceux-ci. L'hélice a N-terminale interagit avec le premier sillon 

mineur, la boucle présente entre les brins f3 1 et 2 interagit avec le deuxième sillon mineur 

et finalement l'hélice a C-terminale interagit avec le sillon majeur de l'ARN (Ryter et 

Schultz, 1998). 

Certaines protéines présentent plusieurs copies de dsRBD. Lors d'études de 

liaison in vitro à partir des dsRBD isolés d'une même protéine, il apparaît que ceux-ci ne 

lient pas tous l'ARNdb avec la même affinité (Krovat et Jantsch, 1996; Wicldiam et al., 

1999). Cette combinaison de domaines présentant des affinités variables pourrait être 

mise en jeu dans la spécificité in vivo puisqu'elle pourrait permettre une liaison 

coopérative entre les différents dsRBD sur une même hélice, modulant du coup l'affinité 

de la protéine pour un ARN donné (Nanduri et al., 1998; Shamoo et al., 1995). 

C. 	Homologue mammifère 

Au sein de l'équipe du Dr. DesGroseillers, le clonage à partir d'une génothèque 

humaine de cDNA du système nerveux central de l'homologue mammifère de Stau a 

permit la caractérisation du premier candidat au transport de l'ARNm dans les cellules 

mammifères (DesGroseillers et Lemieux, 1996; Wickham et al., 1999; pour des revues : 

Kiebler et DesGroseillers, 2000; DesGroseillers et al., 1999). 

La séquence primaire de l'ADNc révèle une protéine semblable à Stau chez la 

drosophile. La position relative ainsi que la séquence des dsRBD est relativement bien 

conservée {schéma 5}. L'épissage alternatif du gène génère plusieurs transcrits qui 

codent pour différentes isoformes de la protéine. D'ailleurs, une de ces isoformes 
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présente des affinités in vitro différentes pour l'ARNdb et module le contenu en ARN 

associé in vivo aux complexes RNP Stau lors d'études de co-immunoprécipitation 

(Duchaîne et al., soumis pour publication). Le rôle fonctionnel des différentes isoformes 

reste cependant en suspens et des études plus exhaustives sont requises pour approfondir 

les connaissances sur ce sujet. 

Des études de liaison in vitro confirme l'affinité de Stau pour l'ARNdb de façon 

indépendante de la séquence primaire de l'ARN (Wickham et al., 1999; Marién et al., 

1999). Les domaines susceptible de contribuer à cette liaison sont les dsRBD3 et 

dsRBD4, le domaine dsRBD3 étant le déterminant majeur (Wickham et al., 1999). Il est 

possible que in vivo d'autres protéines, d'autres isoformes de Stau ou des ARN associés 

aux complexes RNP et / ou des modifications post-traductionnelles sur Stau soient 

nécessaires pour moduler l'affinité de Stau pour un ARN spécifique. Comme chez la 

drosophile, les domaines dsRBD2 et dsRBD5 sont incapables de fixer in vitro de l'ARN, 

ce qui n'exclue pas un autre rôle possible pour ces domaines chez les mammifères. En 

effet, chez la drosophile ces domaines sont impliqués dans des interactions protéines / 

protéines essentielles à la localisation de certains ARNm (pour une revue : Jansen, 1999). 
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Schéma 5. 	Représentation schématique des ADNc codant pour les protéines 

Staufen humaines ainsi que celle de drosophile 

Chez l'humain, un épissage alternatif permet de générer au moins deux isoformes de la 

protéine Staufen. La boîte rouge et les boîtes représentent respectivement le domaine 

majeur et les domaines mineurs de liaison à l'ARNdb. Les boîtes grises correspondent 

aux domaines qui possèdent une similitude de séquence avec les dsRBD, mais qui sont 

dépourvus d'une activité de liaison à l'ARNdb. La boîte noire représente le domaine de 

fixation à la tubuline. Les pourcentages d'identité entre les séquences des différents 

domaines sont indiqués. 
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Par buvardage de type Northern et de type Western on observe que cette protéine 

possède un don d'ubiquité. Par immunofluorescence Stau colocalise avec des marqueurs 

du réticulum endoplasmique rugueux [RER], mais puisqu'elle ne contient pas de peptide 

signal il est plus probable qu'elle soit cytosolique et associée à une structure du RER. Les 

polysomes que contient le RER sont une cible de choix puisque par centrifugation sur 

gradient de saccharose Stau cosédimente avec des polysomes et Stau est associée à des 

immunoprécipitats de protéines ribosomales (Luo M., communication personnelle). 

D'ailleurs, un lien entre le transport / localisation de l'ARNm et le RER est rapporté chez 

Xenopus ainsi que chez la drosophile (Wilsch-Brâuninger et al., 1997; Deshler et al., 

1997). Par buvardage de type Far-Western, hStau peut interagir avec la tubuline ce qui 

pourrait en quelque sorte refléter le lien nécessaire entre les complexes RNP transportés et 

le cytosquelette. 

Par microscopie électronique, on peut observer que dans les dendrites en culture 

de neurones de l'hippocampe de rat, Stau est colocalisée avec le réticulum endoplasmique, 

avec des microtubules et avec des complexes ribonucléoprotéiques qui contiennent des 

ARNm, des ribosomes et des facteurs de traduction (Kiebler et al., 1999; Knowles et al., 

1996). L'emploi de la technique qui exploite la luminosité de la GFP (section II.1.D.) 

dans des neurones a permis d'observer le déplacement dans les dendrites, antérograde et 

rétrograde de complexes RNP qui contiennent la protéine Stau et de l'ARN (Kôhl-mann et 

al., 1999). Cette dernière étude représente le premier indice qui suggère que Staufen serait 

également impliqué dans le transport de l'ARN chez les mammifères. 
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IV. Un retour sur le modèle du transport et la localisation de l'ARN 

Le transport et la localisation de l'ARN sont des moyens remarquables de 

distribuer l'information génétique et de permettre à des sous-domaines intracellulaires 

d'établir une identité biochimique propre. Cette ségrégation des messagers génétiques est 

observée dans plusieurs organismes ainsi que dans plusieurs types cellulaires différents 

(pour des revues : St Johnston, 1995; Arn et Macdonald, 1998; Oleynikov et Singer, 1998; 

Campos-Ortega, 1997; Bashirullah, 1998; DesGroseillers et al., 1999; Kiebler et 

DesGroseillers, 2000). Par exemple, la localisation d'ARNm maternels est essentielle à 

l'établissement de l'axe antéro-postérieur dans les ovocytes chez la drosophile et le 

xénope; chez la levure S. cerevisae, elle est essentielle à la division asymétrique; dans les 

neurones, la localisation d'ARNm est essentielle à la mémoire et à l'apprentissage [section 

II]. 

Il semble maintenant évident que les principes de la localisation de l'ARN se sont 

conservés au travers de l'évolution. Généralement, des séquences contenues dans le 

3'UTR des ARNm transportés sont nécessaires et suffisantes pour dicter leur transport 

(pour une revue : Oleynikov et Singer, 1998). Ces séquences permettent le recrutement de 

protéines qui forment alors des complexes RNP (Ainger et al., 1993; Knowles et al., 1996; 

Ferrandon et al., 1994). Ces complexes migrent le long du cytosquelette jusqu'à la 

destination spécifique au transcrit, puis y sont ancrés et traduits. Le transport se fait selon 

un mouvement actif, qui nécessite de l'énergie (Latham et al., 1994) et des moteurs 

moléculaires (Stephen et al., 1999; Bertrand et al., 1998; Erdelyi et al., 1995; Li et al., 

1994; pour une revue : Arn et Macdonald, 1998). 

La caractérisation des composantes des complexes RNP de transport permet d'en 

connaître plus sur le mécanisme de la localisation de l'ARN. Parmi les facteurs 

protéiques identifiés, notons des membres de la famille des hnRNP chez la drosophile et le 
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xénope, zbp-1 (actin zipcode-binding protein 1) dans les fibroblastes et son homologue 

Vera / Vg1RBP chez le xénope, puis Staufen chez la drosophile et les mammifères 

[section III]. 

La traduction des ARNm transportés est modulée de façon spatio-temporelle 

(Sundell et Singer, 1990; Norvell et al., 1998; Li et Macdonald, 1999; pour une revue : 

Lasko, 1999) ce qui exige une répression de la traduction lors du transport de l'ARNm 

(Kim-Ha et al., 1991; Rongo et al., 1995; Gunkel et al., 1998). Ce contrôle peut, dans 

certains cas, être conféré par la présence parmi les composantes des complexes RNP de 

transport de certains facteurs qui moduleraient la traduction. En ce sens, des études 

génétiques chez la drosophile suggèrent un rôle pour Stau dans la dérépression de la 

traduction ainsi que dans le transport des ARNm osk et bcd (Kim-Ha et al., 1991; Gunkel 

et al., 1998; Rongo et al., 1995; Markussen et al., 1995; St Johnston et al., 1989 et 1991). 

V. La traduction chez les eucaryotes 

Afin que le lecteur saisisse mieux les concepts auxquels il sera fait allusion dans 

les prochaines sections, la lecture de revues plus exhaustives sur le sujet de la traduction 

chez les eucaryotes est recommandée (Pain, 1996; Sonenberg et Gingras, 1998; Kimball, 

1999; Curtis et al., 1995; Clemens et Bonner, 1999; Preiss et Hentze, 1999). Aux fins du 

présent mémoire, seront traités brièvement l'initiation de la traduction, le facteur eIF2, les 

structures en 5 de l'ARNm ainsi que la kinase PKR. 
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1. 	Survol du mécanisme d'initiation 

L'initiation de la traduction protéique chez les eucaryotes peut se résumer en trois 

étapes {Schéma 6}: 

1) L'association de l'ARNt d'initiation (ARNtf-Met) ainsi que de plusieurs 

autres facteurs d'initiation avec la sous-unité ribosomique 40S pour former le 

complexe 43S de pré-initiation; 

2) La liaison du complexe 43S sur l'ARNm suivie du balayage du 5'UTR 

(Lintranslated terminal region) jusqu'au codon d'initiation (habituellement le 

premier AUG); 

3) L'association de la grosse sous-unité ribosomique de 60S au codon 

d'initiation afin de former un ribosome fonctionnel de 80S prêt pour la 

traduction avec hydrolyse du GTP (pour une revue voir : Pain, 1996). 

La formation du complexe 43S de pré-initiation débute par la formation d'un 

complexe ternaire entre le facteur d'initiation eIF2, l'ARNt-méthionine (ARNtf-Met) 

initiateur et une molécule de GTP. Par la suite, eIF2 transfère l'ARNtf-Met à la petite 

sous-unité ribosomique formant alors le complexe 43S de pré-initiation. Ce complexe est 

également formé des facteurs eIF3 et eIF1A. 



neGTP 

  

(a) Reinitiation 

(b)Pritnary initiation 
l'At; 

ae:CriP 

	itA„ 	80S initiation complex 

60S 

405 

Introduction 52 

eIF2-GTP 

Iviet-tRNAr 

Met-tRNA(eIF2-GTP 
Complexe ternaire 

43S preinitiation con-11)1ex 

rnRNA 	 

eIF4E 
eIF4G 
eIF4 A 
elF4B 

43S-niRNA corriplex 
(48S preinitiation cornplex" 

elF I A 
60S 	eIF3 

80S 	40S \"-- •  43S 

60S 	 
: 	 eIF3 

elF5 	À 	elF2-GDP 

3 

Schéma 6. Description simplifiée de l'initiation de la traduction chez les eucaryotes 

L'encadré rouge indique l'étape de l'initiation de la traduction qui est sensible à l'état de 

phosphorylation du facteur d'initiation eIF2a. 
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La liaison du complexe 43S de pré-initiation sur l'ARNm débute par la liaison 

entre la coiffe 7-méthyl guanosine à l'extrémité 5 de l'ARNm et le complexe protéique 

eIF4F, qui est formé des protéines eIF4E, eIF4G, eIF4A et eIF3. Cette dernière 

interaction permet le recrutement de la petite sous-unité ribosomique sur l'ARNm formant 

alors le complexe 48S de pré-initiation. Afin que la traduction respecte le cadre ouvert, le 

complexe formé par la sous-unité ribosomique et l'ARNtrMet doit retrouver le codon 

d'initiation fonctionnel (habituellement le premier AUG). Pour y arriver, le complexe se 

livre à un balayage de la séquence de l'ARNm comprise entre la coiffe et le codon 

d'initiation adéquat. 

2. 	Le facteur d'initiation eIF2 

Le facteur d'initiation eucaryote eIF2 est un hétérotrimère composé des sous-

unités a, 13 et y (pour une revue : Kimball, 1999). Ce facteur forme un complexe ternaire 

avec une molécule de GTP et un ARNtrMét. Le facteur eIF2 ainsi associé permet le 

transfert de l'ARNtrMét à la sous-unité ribosomique 43S. Lorsque la sous-unité 60S se 

joint aux facteurs de traduction, le GTP est hydrolysé en GDP et eIF2-GDP est éjecté. 

Intervient alors le facteur eIF2B qui est nécessaire pour que le complexe eIF2-GDP puisse 

échanger le GDP pour une molécule de GTP; cet échange est essentiel pour qu'un autre 

cycle d'initiation puisse avoir lieu. 

La phosphorylation de la sous-unité cc du facteur eIF2 sur la sérine 51 hypothèque 

l'échange GDP/GTP en suscitant la formation d'un complexe indissociable entre eIF2B et 

eIF2-GDP. Puisqu'il y a 10 fois plus de eIF2 que de eIF2B dans une cellule, le moindre 

changement de l'état de phosphorylation de eIF2a séquestre eIF2B et hypothèque 

l'initiation de l'élongation polypeptidique {Schéma 6} . 
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Il existe plusieurs kinases ayant eIF2a, comme substrat : la PKR, la HRI et la 

PERK (Harding et al., 1999) chez les mammifères et GCN2 chez la levure (pour une 

revue : Haro et al., 1996). 

3. Influence des structures présentes en 5 de l'ARNm 

De nombreuses études in vitro et in vivo démontrent clairement que les ARNm qui 

possèdent le potentiel de former des structures stables dans le 5' UTR sont difficilement 

traduits (pour une revue : McCarthy et Kollmus, 1995; Pain, 1996). Cet effet est modulé 

par la position de la structure dans le 5'UTR, ce qui suggère que la liaison de facteurs 

d'initiation ou de la sous-unité ribosomique 43S à l'ARNm est plus sensible aux structures 

secondaires que ne l'est le balayage. En effet, des études effectuées in vitro suggèrent que 

des structures présentes près de la coiffe empêchent des interactions cruciales avec les 

facteurs eIF4E et eIF4B, alors que le balayage du 5' UTR pourrait s'accommoder jusqu'à 

un certain point de structures complexes par le fait qu'il serait accompagné d'une activité 

hélicase qui détruirait ces structures secondaires. 

4. PKR module la traduction 

Le contrôle de l'expression génétique par la régulation de la traduction peut jouer 

un rôle important dans le métabolisme cellulaire et la différentiation (Sachs et al., 1997; 

Gray et Wickens, 1998). Plusieurs protéines agissent en trans et modulent les différentes 

étapes de la synthèse polypeptidique, cependant aux fins du présent mémoire il ne sera 

question que de la kinase PKR. Le lecteur avide d'information concernant ce sujet pourra 

consulter, avec profit, les excellentes revues déjà évoquées plus haut. 
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A. 	Rétrospective 

La protéine kinase régulée par l'ARN ou PKR (aussi connue sous les termes de 

p68 kinase, DAI, dsI ou P1-eIF2) fut d'abord découverte dans les lysats de réticulocytes 

de lapin. En effet, ces lysats présentent une activité qui inhibe la synthèse protéique en 

réponse à la présence d'ARNdb (Clemens et al., 1975; Hunter et al., 1975). Par la suite, la 

même enzyme fut détectée dans des extraits de cellules en culture de mammifère et il fut 

remarqué qu'un traitement à l'interféron augmente l'expression (Hovanessian et al., 1980; 

West et al., 1979). 

Le clonage, ainsi que la caractérisation moléculaire et physiologique de PICR ont 

démontré qu'il s'agit d'une protéine kinase de 68 kDa impliquée dans de multiples voies 

biochimiques qui comprennent : 

1) La modulation de la prolifération cellulaire, de la traduction protéique, de 

l'apoptose et de la défense antivirale interféron-dépendante via la 

phosphorylation du facteur d'initiation eIF2cc (Samuel, 1993; Meurs et al., 

1993; Lee et Esteban, 1993 et 1994; Lee et al., 1993; Zamanian-Daryoush 

et al., 1999; Der et Lau, 1995; Der et al., 1997) ; 

2) La modulation de l'induction du signal des cytokines (pour une revue : 

Tan et al., 1999) et l'activation de la transcription par les facteurs NF-KB 

et STAT1 (Gil et al., 1999; Garcia et al., 1998); 

3) La modulation de la réplication du VIH-1 (Meurs et al., 1995; erratum 

dans Meurs et al., 1998); 

4) La modulation de la prolifération cellulaire, entre autre via la 

phosphorylation du supresseur de tumeurs p53 (Cuddilhy et al., 1999a et 

b; pour une revue : Jagus et al., 1999). 
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Cependant, pour les fins du présent mémoire il ne sera question que de son rôle 

dans la modulation de la synthèse polypeptidique via la phosphorylation du facteur eIF2. 

B. 	Structure 

PKR présente en N-terminal deux copies consensus dsRBD séparées par un court 

segment mobile (Feng et al., 1992; Green et Mathews, 1992; McCormack et al., 1992; 

Patel et Sen, 1992; St Johnston et al., 1992). En C-terminal elle présente un domaine 

catalytique comportant au moins 11 motifs conservés sérine / thréonine kinase et la poche 

de liaison à l'ATP (Hanks et Quinn, 1991; Meurs et al., 1990). Dans le segment central, 

la PKR comporte une portion riche en sérines et thréonines qui sont autophosphorylées 

lors de l'activation (Taylor et al., 1996). Cette autophosphorylation est essentielle à 

l'activité catalytique de la kinase (Barber et al., 1994; Romano et al., 1995). {Schéma 7}. 
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Schéma 7. Domaines fonctionnels de la kinase PKR 

Représentation schématique de la séquence primaire de la kinase PKR. Les boîtes orange 

et jaune représentent respectivement le domaine de liaison à l'A.R.Ndb majeur et le 

domaine mineur. La boîte bleue représente l'élément suffisant pour la formation de 

dimères PKR / PKR. Les boîtes noires représentent les séquences consensus sérines / 

thréonines kinase et sont identifiés par des chiffres romains. 
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Par immunofluorescence, il est observé que cette enzyme colocalise avec le 

réticulum endoplasmique ainsi que le nucléole (Jeffrey et al., 1995; Jimenez-Garcia et al., 

1993; Schwemmle et al., 1992). PKR co-sédimente avec les polysomes et cette 

association est dépendante d'éléments présents dans les deux dsRBD (Wu et Kaufman, 

1996; Zu et al., 1997) ainsi que dans le domaine catalytique de la kinase (Wu et al., 

1998). Cette association, croit-on, permet de cibler la kinase vers son site d'influence 

stratégique lui conférant alors un rôle prépondérant dans la modulation de la synthèse 

protéique. 

C. 	Mécanisme d'activation 

PKR est synthétisée sous une forme latente dont l'activation nécessite la présence 

d'ARNdb (Williams, 1995; Gunnery et Mattews, 1998). La courbe décrivant l'activation 

in vitro de PKR par l'ARNdb est bimodale dans ce sens où une faible concentration 

d'ARNdb s'avère activatrice alors qu'une haute concentration est inhibitrice (Ohtsuki et 

Baron, 1978; Williams et al., 1979). En présence d'ARNdb, PKR subit un changement de 

conformation, suivit d'une autophosphorylation (Thomis et Samuel, 1993), puis elle 

s'active (Nanduri et al., 1998). L'activation de la kinase PKR entraîne in vivo la 

phosphorylation de eIF2a (Chong et al., 1992) ainsi que celle d'autres protéines (Galabru 

et Hovanessian, 1985; Kumar et al., 1994; Brand et al., 1997). 
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D. Le modèle de la dimérisation 

Une étude in vitro de filtration sur gel démontre qu'en absence d'ARNdb, PKR 

existe en équilibre sous deux formes, monomérique et dimérique, et que l'ajout d'ARNdb 

déplace l'équilibre vers les dimères (Carpick et al., 1997). Plusieurs études suggèrent que 

PKR se dimérise par l'entremise de ses dsRBD et que cette dimérisation est importante 

pour l'activité catalytique (Cosentino et al., 1995; Patel et al., 1995, 1996; Romano et al., 

1995; Wu et Kaufman, 1996, 1997). Cependant, une autre étude démontre qu'un élément 

contenu dans le segment central, en C-terminal des dsRBD, est suffisant pour obtenir une 

interaction intermoléculaire in vitro ainsi que pour moduler l'activité kinase de PKR in 

vivo (Tan et al., 1998) {Schéma 7}. 

Ce modèle de dimérisation est corroboré par une étude de filtration sur gel où les 

deux dsRBD recombinants de la PKR sont des monomères (Nanduri et al., 1998) et des 

études de RMN et de cristallisation qui n'ont permis d'observer que des structures 

monomères des dsRBD de Stau [drosophile], de RNase III [E. coli], de PKR [humain] et 

de Xlrbpa [Xenopus] (Kharrat et al., 1995; Bycroft et al., 1995a et 1995b; Nanduri et al., 

1998). 

Ce modèle de dimérisation implique que PKR présente des motifs d'interactions 

protéine / protéine et suggère la possibilité d'interactions par des facteurs cellulaires 

susceptibles de réguler son activité kinase. 

E. TRBP est un modulateur cellulaire de PKR  

Les protéines kinases cellulaires occupent une position cruciale dans la 

propagation, la régulation et la coordination de signaux nécessaires à de nombreux 

processus biologiques qui incluent le métabolisme, l'expression de gènes, la croissance 
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cellulaire, la différentiation ainsi que le développement. 	Une telle importance 

physiologique pour ces protéines kinases entraîne subséquemment l'élaboration par la 

cellule de nombreux mécanismes de contrôle de l'activité kinase de ces protéines. Parmi 

ceux-ci, notons des mécanismes qui exploitent l'association entre des domaines ou des 

sous-unités qui inhibent l'activité catalytique par un processus d'auto-régulation (Johnson 

et al., 1996; Kemp et al., 1991) ou des domaines qui ciblent les kinases en des 

localisations intracellulaires et / ou des substrats différents (Faux et Scott, 1996; Hubbard 

et Cohen, 1993). De plus, d'autres mécanismes exploitent plutôt des associations avec des 

protéines activatrices ou inhibitrices (Elledge et Harper, 1994; Zhang et al., 1993), 

suscitant des phophorylations réversibles (Denu et al., 1996; Hofer, 1996) ou la formation 

de multimères (Heldin, 1995; Stock, 1996). 

Plusieurs études suggèrent que l'activité kinase de PKR est modulée par des 

facteurs cellulaires. Notons les facteurs cellulaires inhibiteurs p581Pic  (Tan et al., 1998), la 

protéine L18 de la grosse sous-unité ribosomale 60S (Kumar et al., 1999; Raine et al., 

1998) et TRBP (Park et al., 1994; Benkirane et al., 1997), les activateurs RAX (Ito et al., 

1999) et PACT (Patel et Sen, 1998) ainsi que les inhibiteurs viraux Tat (Brand et al., 

1997) et NS1 (Hatada et al., 1999; Lu et al., 1995) qui modulent l'activité catalytique de la 

kinase PKR in vitro et in vivo via des interactions protéine / protéine (Tan et Katze, 1998). 

Pour une question pragmatique et évidente d'espace, il ne sera traité ici, parmi la 

multitude de facteurs protéiques qui régulent l'activité de PKR, que de TRBP. 

i. 	Rétrospective 

La protéine humaine TRBP (TAR RNA Binding Protein) fut identifiée par deux 

criblages indépendants de librairie d'expression de cDNA de cellules HeLa à la recherche 

de protéines ayant la capacité de lier in vitro une sonde d'AR_N TAR du VIH-1 (Gatignol 
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et al., 1991 et section V.5) ou une sonde d'ARN de l'élément de réponse à la protéine Rev 

(RRE) du VIH-1 (Park et al., 1994). 

L'étude de la séquence primaire de l'ADNc partiel de TRBP (TRBP cellulaire fait 

55 kDa alors que l'ADNc code pour une protéine de 37 kDa : Blair et al., 1995) dévoile 

qu'elle contient deux dsRBD; le deuxième de ces domaines lie in vitro de l'ARNdb et la 

structure TAR avec la même affinité que la protéine entière (St Johnston et al., 1992; 

Gatignol et al., 1993; Erard et al., 1998). L'homologue chez la souris a également été 

cloné (Kozak et al., 1995). 

ii. 	L'association avec la TRBP module l'activité kinase de la PKR 

Certaines études suggèrent que TRBP possède une activité susceptible de moduler 

l'activité de la kinase PKR. Une étude de cotransfection dans des cellules COS-1 

démontre que la surexpression de TRBP inhibe l'activation de PKR et diminue 

dramatiquement la phosphorylation de eIF2a in vivo (Park et al., 1994). TRBP possède 

également un potentiel oncogénique puisque sa surexpression provoque un phénotype de 

transformation et induit la formation de tumeurs chez la souris (Benkirane et al., 1997). 

Des études d'interactions in vitro de type Far-Western et in vivo de type double-

hybride chez la levure suggèrent que TRBP peut former des homodimères et qu'elle peut 

également former des hétérodimères avec PKR (Cosentino et al., 1995). De plus, TRBP 

co-immunoprécipite avec PKR à partir d'extraits cellulaires HeLa ou de cellules 

d'insectes (Benkirane et al., 1997; Blair et al., 1995). À partir d'extrait de cellules HeLa 1 

protéine TRBP endogène est également retenue par une chromatographie d'affinité sur 

laquelle est immobilisée PKR recombinante (Pool down) de façon ARN-indépendante 

(Benkirane et al., 1997). 
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En conclusion, TRBP, qui est un membre de la famille des protéines possédant 

des dsRBD, est susceptible de moduler l'activité kinase de PKR in vitro et in vivo via la 

formation d'hétérodimères catalytiquement inactifs. 

5. 	La structure TAR et la traduction 

A. Une rétrospective sur le VIH-1 et le SIDA 

Le virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est l'agent étiologique 

du yndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) (Gallo, et al., 1983; Gelmann et al., 

1983). Le cycle infectieux du rétrovirus VIH-1 est un processus hautement régulé dans 

lequel sont impliqués de nombreux gènes agissant en trans ainsi que des séquences 

régulatrices agissant en cis situées sur la longue séquence terminale (LTR : long terminal 

repeat) ou ailleurs dans le génome viral (pour une revue voir : Jones et Peterlin, 1994). 

Dans ce contexte, il apparaît que le système ayant été le plus étudié est sans nul doute le 

système TAR/Tat du VIH-1. 

B. L'ARN TAR adopte un repliement hautement structuré 

La séquence d'ADN TAR (trans-acting responsive) sert de point d'ancrage à de 

nombreuses protéines cellulaires, par exemple UBP-1 / LBP, dont le rôle est probablement 

de moduler le taux d'expression basal du LTR (Garcia, et al., 1987a, 1987b; Jones, et al., 

1988; Wu, et al., 1988). L'attrait de cette séquence réside principalement dans la capacité 

que possède son ARN d'adopter une structure secondaire stable tige-boucle avec 
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protubérance (Muesing et al., 1987; Colvin et Garcia-Blancos, 1992; Puglisi et al., 1992; 

Hauber et Cullen, 1988; Chang et al., 1997) {figure 2B}. 

Cette séquence adjacente au promoteur est présente en 5 de tous les ARNm 

viraux produits par le VIH-1 (Muesing et al., 1985 et 1987). La structure qu'adopte 

l'ARN possède la capacité de lier in vitro et in vivo de nombreuses protéines cellulaires et 

virales (Gatignol et al., 1989; Park, et al., 1994; Rounseville et al., 1992; Chang et al., 

1994). Manifestement ceci reflète son importance physiologique puisque la viabilité du 

virus dépend de sa séquence primaire ainsi que de l'intégrité de sa structure secondaire 

(Rounseville et al., 1996; Verhoef et al., 1997). La séquence TAR est également 

impliquée dans plusieurs étapes du cycle infectieux du VIH-1 : la trans-activation et la 

régulation de la traduction (pour une revue : Jones et Peterlin, 1994). Cependant, pour les 

fins du présent mémoire il ne sera discuté que de son rôle dans la traduction. 

C. 	TAR inhibe la traduction in vitro 

La structure TAR, tout comme n'importe quelle autre structure complexe dans le 

5' UTR (section V.3), rend la traduction d'ARNm difficile dans des extraits de cellules 

Hela, des lysats de réticulocytes de lapins (RRL) ainsi que lorsque cet ARNm est 

microinjecté dans des ovocytes de Xenopus (Parkin et al., 1988). Le mécanisme par 

lequel la séquence TAR inhibe la traduction a suscité bien des controverses. Alors qu'il 

semble clair que cette structure rend difficilement accessible la coiffe (Parkin et al., 1988), 

sa capacité d'activer les voies d'inhibition de la traduction ARNdb-dépendante, soit celle 

dont font partie PKR et la (2'-5') oligoadénylate synthase, a initialement suscité de 

multiples débats. Alors qu'il semble clair que PKR peut lier l'ARN TAR, pour certains la 

fonction de cette association est d'activer PKR, ce qui inhibe alors la traduction (Nekhai et 
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al., 1996; Edery et al., 1989; SenGupta et al., 1990; Geballe et Gray, 1992; Maitra et al., 

1994; Svitkin et al., 1994, Carpick et al., 1997; Choudhury et al., 1999), alors que pour 

d'autres elle empêche l'activation de PKR, ce qui stimule alors la traduction (Gunnery et 

al., 1990 et 1992). 

Aujourd'hui, le modèle accepté est celui selon lequel la structure de l'ARN TAR 

inhibe la traduction en rendant la coiffe peu accessible et en activant PKR. Dans la 

prochaine section, le lecteur retrouvera l'exemple de deux protéines qui influencent la 

traduction d'ARNm contenant la structure TAR en 5 soit les protéines Tat et La. 

D. 	Exemples de protéines qui lèvent l'inhibition de TAR 

i. 	La protéine Tat du lentivirus VIH-1 

1. 	Rétrospective 

Le trans-activateur de la transcription (Tat) est une protéine virale du VIH-1 

principalement localisée dans le noyau de l'hôte (Stauker et Pavlakis, 1998). Cette 

protéine, constituée de 101 acides aminés, est conservée chez tous les lentivirus de 

primates (pour une revue voir : Rana et Jeang, 1999). Tat active la transcription d'une 

façon atypique en ce sens où elle ne reconnaît pas une séquence spécifique sur l'ADN, 

mais plutôt sur l'ARN TAR naissant (Rosen et al., 1985). Cette interaction protéine-ARN 

(Hamy et al., 1993) permet le recrutement de Tat et crée un enrichissement local en Tat 

près du complexe d'initiation de la transcription (Southgate et Green, 1991). Tat 

fonctionne probablement de façon à stimuler l'élongation de transcrits de l'ARN 

polymérase II, cette dernière étant normalement arrêtée près du site d'initiation de la 
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transcription en absence de Tat (Keen et al., 1996). Plusieurs études suggèrent que des 

interactions entre des protéines cellulaires et Tat / TAR soient essentielles pour cette 

fonction (Jones, 1997; Mavankal et al., 1996; Parada et Roeder, 1996; Southgate et al., 

1990; Wu-Baer et al., 1995; Zhou et Sharp, 1995). 

En plus de cette action au niveau de la transcription, certaines études suggèrent 

que Tat posséderait également une influence sur la traduction (Braddock et al., 1989; 

Cullen, 1986; Huang et al., 1994; Rosen et al., 1986; Choudhury et al., 1999). 

2. 	Tat et la traduction 

Une étude récente effectuée in vivo dans des cellules en culture démontre un rôle 

de Tat au niveau post-transcriptionnel (Chouhury et al., 1999). Lors de cette étude les 

auteurs utilisent une lignée cellulaire stable exprimant le gène rapporteur CAT sous le 

contrôle du LTR du VIH-1 à laquelle ils transfectent un plasmide encodant Tat, puis 

traitent les cellules en culture avec un antagoniste de Tat (Tat9-K-biotine : Wang et al., 

1995). Ce peptide antagoniste fait compétition avec Tat pour la liaison sur TAR (Wang et 

al., 1995). Dans des cellules en culture, Tat9-K-biotine inhibe l'augmentation Tat-

dépendante de l'expression d'un gène rapporteur (CAT) sous le contrôle du promoteur du 

HIV-1 (Choudhury et al., 1998). Les auteurs observent que l'action antagoniste du 

peptide ne se situe pas au niveau de la quantité d'ARN TARCAT LTR (i.e. ARN CAT 

avec la séquence TAR en 5 dérivée du LTR), mais plutôt en l'inhibition de l'association 

de l'ARN TARCAT avec les polysomes normalement observée lors de la transfection 

avec Tat. 

Une autre étude effectuée in vitro dans des RRL (SenGupta et al., 1990) démontre 

également que la protéine Tat peut stimuler la traduction d'un ARNm portant la séquence 

TAR à son extrémité 5'. Cette stimulation est également présente lorsque l'activité 
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ARNdb-dépendante de deux inhibiteurs, soit la kinase PKR et la (2'-5') oligoadenylate 

synthase, sont réprimées par l'emploi de 2 aminopurine (2 AP) et de 

ppp(5')I(2')p(5')A(2')p(5')A (p3IAA) respectivement (Williams et al., 1979; Imai et al., 

1985). 

Ces deux études in vivo et in vitro suggèrent que l'activateur de la transcription 

Tat favorise l'association autrement déficiente entre les polysomes et l'ARN TARCAT et 

stimule la traduction selon un mécanisme PICR indépendant. 

L'autoantigène La 

1. 	Rétrospective 

À l'origine cette protéine fut identifiée comme étant la composante protéique de 

complexes RNP immunogéniques pour des anticorps contenus dans le sérum de patients 

souffrant de la maladie auto-immune du Lupus systémique érythémateux ou du syndrome 

de SPgren (pour une revue : Tan, 1989). La caractérisation de ces complxes RNP dévoile 

un contenu en ARN transcrits par la polymérase III, soit l'ARNr précurseur 5S et des 

ARNt, associés à la protéine La, (Rinke et Steitz, 1982; Steitz et al., 1983). De multiples 

études démontrent que La (Lupus autoantigen) est une protéine principalement nucléaire 

qui peut cependant faire la navette vers le cytoplasme, qu'elle est conservée dans la 

phylogénie et essentielle pour certaines fonctions cellulaires, mais que selon l'espèce cette 

dernière exigence varie (Chan et al., 1986; Francoeur et al., 1985; Meerovitch et al., 1993; 

Bai et al., 1994; Yoo et al., 1994; Lin-Marq et al., 1995; Pardigion et al., 1996; Pellizzoni 

et al., 1996; van Hom et al., 1997). 
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2. 	Structure et fonction 

La est modulaire : elle présente en N-terminal un domaine consensus RRM qui 

permet la liaison à de l'ARN simple brin et potentiellement un dsRBD (Chan et al., 1989; 

Clemens 1993, James et al., 1995) et en C-terminal un domaine basique essentiel pour de 

multiples fonctions (Goodier et al., 1997; Bachmann et al., 1997; Craig et al., 1997; 

Svitkin et al., 1994a) qui contient des phosphosérines et comporte un élément essentiel à 

la formation d'homodimères in vitro (Craig et al., 1997). 

La recherche du rôle physiologique de La a fourni de multiples fonctions 

possibles (pour une revue : Ladomery 1997). Par exemple, des études in vitro suggèrent 

que dans des extraits de cellules mammifères en culture La soit essentielle à la 

transcription, la terminaison et le recyclage de l'ARN polymérase III (Maraia, 1996), 

probablement via un mécanisme qui exploite son affinité, démontrée in vitro, pour 

l'extrémité 3 caractéristique des ARN transcrits par cette polymérase (Stephano, 1984). 

Des études génétiques suggèrent que l'homologue chez la levure soit essentiel à la 

maturation des ARNt (Yoo et Wolin, 1997); d'autres études suggèrent que l'homologue 

du Xenopus soit essentiel, via une liaison sur le 5' UTR, à la coordination de la traduction 

des ARNm des protéines ribosomales (Pellizzoni et al., 1996). D'autres études 

démontrent également l'implication de La dans la traduction coiffe-indépendante via 

l'IRES des ARNm des picornavirus (Meerovitch et al., 1993; Svitkin et al., 1994a; Craig 

et al., 1997). 

Aux fins du présent mémoire, une seule des multiples fonctions de La est retenue : 

sa capacité d'influencer la traduction coiffe-dépendante de transcrits contenant des 

séquences virales. 
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3. 	La et la traduction 

Une étude effectuée au sein de l'équipe de Sonenberg (McGill, Montréal, Qc.) a 

démontré que l'inhibition de la traduction in vitro d'un ARN possédant la structure TAR 

du HIV-1 à son extrémité 5 est levée en présence de quantités croissantes de protéine La 

recombinante purifiée (Svitkin et al., 1994b). Une étude concomitante démontre 

également que La recombinante est capable d'interagir directement avec TAR in vitro et 

que la protéine endogène La et des ARN contenant la séquence TAR co-

immunoprécipitent dans des lymphocytes infectés au VIH-1 (Chang et al., 1994). De 

plus, des études précédentes avaient démontré que La: 

1. Possède une activité hélicase in vitro ATP-dépendante susceptible de séparer deux 

brins d'ARN (Bachmann et al., 1990; Xiao et al., 1994; Huhn et al., 1997) 

2. Possède la capacité d'inhiber in vitro l'activation de la PKR par l'ARNdb (Xiao et 

al., 1994) 

3. Co-immunoprécipite avec l'ARNr 18S et co-sédimente avec la petite sous-unité 

ribosomale à partir de fractions cytoplasmiques (Peek et al., 1996) 

Le modèle proposé pour l'effet de La sur la traduction d'un ARN portant la 

structure TAR à son extrémité 5' est que La est recrutée au site de traduction via une 

association avec la structure TAR, l'ARN 18S ou la petite sous-unité ribosomique, puis 

qu'elle y empêche l'action de la PKR par la destruction via son activité hélicase ATP-

dépendante d'éléments d'ARNdb contenus dans TAR qui sont essentiels à l'activation de 

la kinase. Cette activité enzymatique de La faciliterait aussi l'étape d'initiation de la 

traduction en permettant un accès plus facile à la coiffe et / ou un balayage plus efficace 

du 5'UTR. 
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VI. Problématique du projet 

Notre équipe de recherche étudie le rôle fonctionnel de l'homologue humain de 

Stau [hStau]. L'ensemble des résultats obtenus jusqu'à ce jour suggère que hStau puisse 

jouer un rôle important dans le transport et la localisation de transcrits tout comme chez la 

drosophile. 

Chez les mammifères, la protéine hStau colocalise avec des marqueurs du 

réticulum endoplasmique [ER] qui est une structure où l'on retrouve une forte activité de 

synthèse polypeptidique (Wickham et al., 1999; Marién et al., 1999). On croit que la 

protéine est cytosolique et ne fait pas partie de la lumière ou de la membrane du ER 

puisqu'il manque à la séquence primaire de son ADNc les séquences consensus de la 

translocation dans la membrane ou du peptide signal. De plus, hStau cosédimente sur un 

gradient de saccharose avec les polysomes et est associée à un immunoprécipitat de 

protéines ribosomales (Mariôn et al., 1999; Luo et DesGroseillers, communication 

personnelle). 

Chez la drosophile, des études génétiques ont démontré que Stau est un gène 

important pour la localisation asymétrique d'ARNm durant l'ovogenèse et 

l'embryogenèse : des ovocytes issues de femelles homozygotes pour des mutations dans 

ce gène ont des défauts de développement imputables à l'expression aberrante d'ARN 

spécifiques. La caractérisation au niveau moléculaire a démontré que la protéine 

Staufen colocalise avec les ARNm transportés, qu'elle peut former des complexes RNP 

avec certains ARN transportés, plus spécifiquement en se fixant à des éléments présents 

dans leur 3'UTR, et que la localisation intracellulaire de ces deux entités est sensible aux 

mêmes drogues qui perturbent le réseau de microtubules. Ces observations suggèrent que 

Stau soit importante dans le processus de la localisation de l'ARN. 
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De plus, il semble que Stau ait également un rôle dans la dérepression des 

ARNm transportés. Comme mentionné auparavant, la traduction des ARNm est réprimée 

lors du transport et déréprimée lorsque les transcrits sont correctement localisés, il s'en 

suit une régulation spatio-temporelle. Les mécanismes par lesquels survient cette 

répression / dérépression ne sont pas bien connu. Dans le cas de l'ARNm osk, des 

éléments BRE dans le 3'UTR sont essentiels pour la répression et la séquence en 5'UTR 

est essentielle pour la dérépression. Dans un ovocyte issue d'une femelle de type sauvage, 

l'ARNm d'un transgène osk sans ces séquences BRE est traduit tout le long de son 

transport (Gunkel et al., 1998; Kim-Ha et al., 1995). Cependant, dans un ovocyte issue 

d'une femelle homozygote StauD3  , sans protéine Staufen détectable, cet ARNm osk sans 

séquences BRE n'est pas traduit (Gunkel et al., 1998; Kim-Ha et al., 1995). Ce qui 

suggère que Stau puisse jouer un rôle dans la traduction de l'ARNm osk. 

La possibilité d'un rôle direct dans la traduction est également observée avec 

l'ARNm bcd. En effet, les défauts de l'axe antéro-postérieur observés dans les embryons 

issus de femelles mutantes pour Stau suggèrent une activité de la protéine bicokl réduite 

plutôt que dispersée, comme cela serait le cas dans une localisation antérieur déficiente 

(Driever et Nüsslein-Volhard, 1988). De plus, l'importance de la délocalisation des 

ARNm bcd dans des mutants Stau (Ferrandon et al., 1994) peut être imitée par des 

mutations dans le 3'UTR de bcd qui n'affectent pas l'établissement de l'axe antéro-

postérieur (Macdonald et al., 1993). Ainsi, les défauts au niveau de la localisation de 

l'ARNm bcd observés dans les mutants Stau ne peuvent être uniquement responsables des 

défauts du développement des structures antérieures (Kim-Ha et al., 1995). D'ailleurs, 

chez la drosophile, les études génétiques qui étudient le rôle de Stau dans le transport des 

ARNm osk et bcd suggèrent un rôle au niveau de la dérepression de la traduction de ces 

ARNm transportés (Kim-Ha et al., 1995; Gunkel et al., 1998). 
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VII. Objectifs du projet de recherche de maîtrise 

Afin de caractériser un éventuel rôle de hStau dans la traduction, nous avons 

conçu une étude in vitro qui évalue l'influence de hStau sur la traduction d'ARN 

synthétiques. Le système utilisé exploite les réticulocytes de lapins [RRL], la protéine 

recombinante hStau purifiée et soluble, ainsi que deux types d'ARN : un normalement 

traduit et un autre dont la traduction est réprimée par l'ajout de la séquence TAR du HIV- 

1 à son extrémité 5. Pour une discussion sur les rendements et le succès des différentes 

techniques utilisées, le lecteur est renvoyé au chapitre Discussion. Les buts établis sont 

les suivants : 

111 Optimiser un protocole afin d'obtenir de la protéine hStau purifiée et soluble. 

Les techniques employées seront l'introduction de 6 histidines en N-terminal qui 

permettent la purification de protéines recombinantes sur colonne d'affinité Ni-NTA 

[Qiagen] ainsi que diverses méthodes de changement de tampon telles que la dialyse ou 

l'ultracentrifugation. 

[2] Employer un essai de liaison en solution à de l'ARN. En effet, puisqu'aucun 

rôle biologique n'est connu pour hStau il s'en suit qu'aucun test n'est disponible pour 

quantifier le repliement natif d'une préparation de protéine donnée. Une liaison à de 

l'ARN est indicatif d'un repliement natif du dsRBD3, domaine responsable de la liaison 

de l'ARNdb in vitro (Wickham et al., 1999), ce qui suggère qu'il existe une probabilité 

que le reste de la protéine soit également repliée selon la conformation native. 

131 Déterminer les conditions utilisés dans l'essai de traduction in vitro. Dans des 

RRL, chaque ARN est traduit selon un patron spécifique qui peut être affecté par plusieurs 

facteurs différents : les structures secondaires adoptées par l'ARN à son extrémité 5, la 

présence d'une coiffe 7mGpppG en 5, la présence d'une queue de polyadénine, la 

concentration en sels et en ARN, etc. Puisqu'une étude avec les mêmes ARN a déjà été 
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rapportée dans la littérature nous utiliserons pour toutes ces variables, excepté la 

concentration en ARN, le protocole établie par Svitkin et al. (1994). Une haute 

concentration en ARN est susceptible de saturer le système des RRL et ainsi empêcher 

d'apprécier une éventuelle stimulation de la traduction. Afin d'éviter ce genre d'artefact, 

nous devons déterminer à qu'elle concentration en ARN nous allons étudier l'effet de 

hStau. La traduction des deux ARN sera faite dans des RRL selon des quantités d'ARN 

croissantes, puis une seule concentration sera choisie pour les essais avec hStau. 

Les taux de traduction seront estimés par la quantité de protéine CAT traduite. 

Deux essais sont envisagés : le premier consiste à observer l'incorporation de Mét[ S35] 

dans la protéine traduite par l'autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur lequel aura 

migré un échantillon de la réaction de traduction; le deuxième consiste à évaluer la 

concentration de CAT traduite par essai immunologique ELISA anti-CAT. 

[41 Un effet de hStau sur la traduction peut être dû aux mécanismes suivants : (a) 

compétition avec la sérine / thréonine kinase PKR pour les substrats d'ARNdb ou le site 

d'association sur les polysomes; (b) activité hélicase associée à hStau qui permettrait la 

destruction de structures d'ARNdb présentes sur les ARN synthétiques utilisés dans 

l'expérience; (c) formation de complexes RNP qui sont plus actif dans la traduction. 

Afin d'étudier le mécanisme d'action de hStau, l'effet de hStau sur la traduction 

sera étudié dans des RRL sans activité endogène de la kinase PKR générés par l'emploi 

concomitant de 2-aminopurine, une drogue qui inhibe l'activité sérine / thréonine kinase. 

Un essai d'activité hélicase in vitro avec la protéine recombinante et purifiée est 

également envisagé afin d'évaluer la capacité de hStau de désenrouler une hélice 

d' ARNdb. 

[5] Enfin, en se basant sur les mécanismes connus par lesquels la structure TAR 

inhibe la traduction, sur les résultats de biologie cellulaire et d'études génétiques obtenus 

avec Staufen chez les mammifères et chez la drosophile respectivement, nous proposerons 
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un mécanisme d'action de hStau sur la traduction dans des RRL ainsi qu'un modèle 

cellulaire qui tient compte de cette activité dans le contexte du transport et de la 

localisation de l'ARN. 



MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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Matériels et méthodes 

I. 	Expression et purification des protéines recombinantes 

L'ADNc de HFBDQ correspond à la séquence de Staufen d'humain comprise 

entre le site BamHI et l'extrémité 3 endogènes et code donc pour une protéine Staufen 

tronquée à laquelle il manque, en N-terminal, la séquence du dsRBD2 [M, de HFBDQ 

est d'environ 45 kDa] . Le plasmide La-pQE code pour l'autoantigène La [45 kDa] et 

le plasmide NEP-pQE pour un fragment protéique de l'endopeptidase neutre NEP [25 

kDa]. Toutes ces fusions sont exprimées dans E.coli BL21 / pREP4 par induction à 

l'IPTG [3 h] et contiennent en N-terminal 6 histidines [6xHis] qui permettent une 

purification sur colonne d'affinité Ni-NTA (QIAGEN) selon les recommandations du 

fabricant, avec toutefois les modifications qui suivent : 

Tableau 2 

Conditions modifiées de purification sur colonne d'affinité Ni-NTA 

en conditions dénaturantes 

Tous les tampons sont enrichis de 500 mM NaC1, et 20 % glycérol 

et sont ajustés à pH 7,9. 

Tampon de lyse et de liaison : 10 mM imidazole, 6M Gu-HC1, 10 mm 13-ME 

Tampon de lavage : 30 mM imidazole, 8 M urée 

Tampon d'élution : 300 mM imidazole, 6 M urée 
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Huit fractions d'éluats de 0,5 ml sont recueillies et un échantillon est prélevé 

afin d'évaluer le degré de pureté de hStau, de NEP et de La par coloration au bleu de 

Coomassie d'un gel de polyacrylamide 10%. Afin d'éliminer l'urée, le NaC1, 

l'imidazole et ainsi permettre le repliement natif de la protéine, deux fractions d'éluat 

sont diluées 1 : 10, goutte-à-goutte, dans un tube contenant du tampon de renaturation 

maintenu à 4°C (2 M urée, 0,1 M NaH2PO4, 25 mM Tris-C1, 100 mM KC1, 25% 

glycérol, pH 7,5), avec léger vortex puis incubées à 4°C pendant lh. La protéine est 

concentrée 10: 1 par ultracentrifugation (25 °C, pendant 15 min, 2500 g) sur 

membrane poreuse Centriprep [Amicon 30IcDa] par deux centrifugations successives. 

Par la suite, la protéine est diluée 1 : 10 dans du tampon d'entreposage maintenu à 4°C 

et recentrifuguée de la même manière [25 mM Tris-C1 pH 7.5, 100 mM KC1, 1 mM 

EDTA, 10 mM I3-ME et 25% (v/v) glycérol]. Une dernière concentration est faite sur 

Centricon 101(11)a [25 °C, pendant lh, 2500 g] jusqu'à obtenir une concentration finale 

de 0,5 mg / ml. Des fractions de la protéine purifiée sont entreposées à —80 °C et ne 

sont dégelées qu'une seule fois pour fin d'utilisation. 

II. 	Construction de plasmides 

Les plasmides p48, p49, p50, p52 et La-pBS [SK] sont une gracieuseté de KT 

Jeang (NIH/NIAID Bethesda, MD) et les plasmides SpIII-10 CAT et pSP64TARCAT 

sont de E. Cohen (Université de Montréal, Montréal). Tous les plasmides sont purifiés 

sur colonne Midiprep selon le protocole de Qiagen. 

Les plasmides encodant les TAR mutants pCD, pEF, pGH, pIJ et pAB sont 

construits à partir de p48 et p49 {figure 4} par clonage d'oligonucléotides synthétiques 

{tableau 3} en exploitant les sites de restriction endogènes à la séquence TAR. En 
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rouge on observe les séquences avec des mutations ponctuelles et les tirets bleus 

indiquent une délétion. 

Tableau 3 

Oligonucléotides utilisés pour la construction 

de séquences TAR mutantes 

Identification 	 Séquences 

A 	 5 CTCTGGCTAACTAACTAGGGAACCCG 3' 

3' TCGAGAGACCGATTGATTGATCCCTTGGGCCTAG 5' 

5' GATCTGAGCCCAAAAGCT 3' 

D 3' ACTCGGGT I 'f 5' 

5' AGCTTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGTC(ICTGGGAGCT 3' 

3' ACCCAGAGAGACCAATCTGGTCTAGACAUCGACCC 5' 

G 5' AGCTTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGA 	GAGCCTGGGAGCT 3' 

H 3' ACCCAGAGAGACCAATCTGGTCT 	CTCGGACCC 5' 

5' AGCTTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGAAAGGAGCCTGGGAGCT 

3' ACCCAGAGAGACCAATCTGGTCTTTCCTCGGACCC 5' 

Une modification dans le MCS de tous les plasmides, avant le clonage des 

oligonucléotides, est obligatoire à cause de la présence d'un site de restriction Sacl 

dans la séquence codant pour TAR, dans les oligonucléotides et dans le MCS. La 

construction p48sec est obtenue par la ligation des bouts francs de p48 générés suite à 

une digestion par Smal et EcoRI suivie du traitement par le fragment Klenow/4dNTPs. 

De même, les mutants p49ae et p5Oae dérivent de la ligation des bouts francs issus de 

la digestion par Aval et EcoRI suivie du traitement par le fragment Klenow/4dNTPs. 
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Le plasmide pSP64CAT dérive de la ligation du digestat par HindIII de SpIII-10 CAT 

où la séquence TAR est éliminée. 

Le plasmide codant pour une fusion La-6xHis est obtenu par ligation des 

digestats BamHI et HindIII du vecteur pQE31 [Qiagen] et du plasmide La-pBS [SK] et 

transformé directement par électroporation dans une souche BL21 de E. coli portant le 

plasmide pREP4. Un clone exprimant la protéine est identifié par immunobuvardage 

[anti-6xHis] d'une membrane sur laquelle sont transférées les colonies résultantes de la 

transformation. Les colonies positives sont observées par détection aux réactifs ECL 

et autoradiographie [Amersham Corp.]. 

Toutes les constructions sont confirmées par séquençage aux 

didésoxynucléotides selon les indications du fabricant [Amersham Pharmacia Biotech]. 

III. 	Synthèse d'ARNm 

Tous les plasmides codant les différentes séquences virales TAR, pour CAT et 

TARCAT sont linéarisés en aval des portions codantes par BamHI [ou par XbaI dans le 

cas de TARp52]. Une fois la digestion complète [observée sur gel d'agarose 1%] le 

produit de digestion est extrait deux fois au phénol/chloroforme puis précipité à 

l'acétate de sodium (0,3 M) / éthanol, lavé à l'éthanol 70%, séché puis resuspendu 

dans du tampon TE, pH 8,0. 

Les sondes TAR radioactives sont obtenues par une transcription avec l'ARN 

polymérase T7 [Amersham Pharmacia Biotech] de 2µg d'ADN linéarisé en présence 

de 50 µCi a-32P-CTP (ou UTP), 500 µM de rNTPs [sauf 100 µM CTP ou UTP froid 

selon le cas] et de tampon [40 mM Tris pH 7,9; 15 mM MgC12;  2 mM spermidine; 5 

mM DTT] dans un volume de 50 µ1 pendant 1 h à 37°C. Le vecteur est par la suite 
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éliminé par traitement à la DNase I durant 15 minutes à 37°C. Les sondes sont 

extraites au phénol/chloroforme puis les rNTPs non incorporés sont éliminés par 

chromatographie d'exclusion sur Sépharose Séphadex G-50 [Amersham Pharmacia 

Biotech]. L'activité spécifique est déterminée selon le compte de P32  dans un 

compteur bêta et selon la quantité d'ARN récupéré estimée à partir de la densité 

optique à une longueur d'onde de 260 nm. 

Les ARNm destinés à la traduction in vitro sont obtenus par une transcription 

avec la polymérase de phage [Amersham Pharmacia Biotech] Sp6 à partir de 10 µg 

d'ADN en présence de 500 µM 7mGpppG, 500 µM rNTPs [sauf GTP, 100 itM] et de 

tampon dans un volume de 50 µ1 pendant 1 h à 37°C, ce qui permet d'obtenir au-delà 

de 90% des transcrits avec une coiffe (Pelletier et Sonenberg, 1985). Les ARNm sont 

purifiés par digestion à la DNase I, extraits au phénol/chloroforme et finalement 

purifiés sur colonne d'exclusion Clonetech-400 (TE pH 8,0) ou Sépharose Séphadex 

G-50 [Amersham Pharmacia Biotech] afin d'éliminer les rNTPs non incorporés. 

IV. NorthWestern 

Les interactions ARN-protéines sont qualitativement étudiées par une liaison 

sur filtre de type NorthWestern. Brièvement, les protéine recombinantes sont 

exprimées dans une souche de E. coli BL21/pREP4 par induction à l'IPTG. Après 

induction, un échantillon d'extrait bactérien est analysé sur un gel de polyacrylamide 

10% puis transféré sur membrane de nitrocellulose Protran [Mandel Scientific Ltd.]. 

La liaison sur filtre est effectuée comme décrit précédemment (Wickham et al., 1999) 

avec 2 x 105  cm/mi de sonde d'ARN, dans du tampon de liaison [20mM Hepes, pH 
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8,0; 50 mM NaCI; 10 mM MgCl; 1mM EDTA; 1 mM DTT]. Les filtres une fois lavés 

sont exposés pour autoradiographie pour la nuit. 

V. Liaison en solution 

Les interactions ARN-protéines sont quantitativement étudiées par une liaison 

en solution de HFBDQ purifiée et une sonde d'ARN radioactive tel que décrit 

(Wickham et al., 1999). Brièvement, HFBDQ purifiée est ajoutée en quantités 

croissantes à une quantité fixe d'ARN radioactif [20 000 cpm / tube] dans du tampon 

d'entreposage. Après incubation d'une demi-heure à température ambiante, les 

complexes ribonucléoprotéiques sont filtrés sur membrane poreuse de 45 pin 

[millipore] et les filtres sont lavés avec du tampon d'entreposage. Par la suite, la 

rétention de radioactivité sur le filtre est mesurée à partir du compte de cpm au 

compteur bêta. 

Le maximum de rétention [100%] est identifié comme étant le nombre de cpm 

retenus en présence d'une quantité saturante en protéine, soit 10-6  nM (Wickham et al., 

1999). Les courbes obtenues sont faites avec le logiciel GraphPad PRISM3 v.3. 

VI. Traduction in vitro 

Des lysats de réticulocytes de lapin [RRL] prétraités à la nucléase ont été 

achetés de Promega Corp. La traduction in vitro d'ARN a été conduite selon les 

recommandations du fabricant et selon les modifications apportées par Svitkin et al. 

(1994b). Chaque réaction de 12,5 ul contient 8,75 jal de lysat [70%], 5 mCi de 

méthionine[ S35] et l'ARN étudié. Les protéines recombinantes sont pré-incubées sur 
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glace avec le RRL en présence ou absence de 10 mM 2-AP tel qu'indiqué. La réaction 

est faite à 30°C, pendant 1 h, puis arrêtée par l'ajout de RNase A à une concentration 

finale de 0,2 M. Les produits de traduction sont analysés ou bien sur gel de 

polyacrylamide 10-12% et exposés pour autoradiographie ou bien analysés par essai 

immunologique ELISA. 

VII. Tests ELISA 

Des trousses de plaques de 96 puits ELISA enduites d'anticorps anti-CAT 

ainsi que toutes les solutions nécessaires à la mesure quantitative de protéine CAT 

soluble ont été achetés de Roche Diagnostic [Boehringer-Mannheim]. Les produits de 

réaction de traduction sont analysés selon les recommandations du fabricant et à une 

dilution spécifique afin de rester dans la portion linéaire de la courbe étalon : les 

produits de la traduction de l'ARN TARCAT sont dilués 1/20 ou 1/50 [2 AP], ceux de 

l'ARN CAT à 1/200 ou 1/400 [2 AP]. Les concentrations de la protéine CAT sont 

intrapolées à partir de la courbe étalon et servent à tracer les courbes avec le logiciel 

GraphPad PRISM3 v.3. Une concentration relative de CAT traduite de 100% 

correspond à une traduction obtenue sans l'ajout de protéine recombinante. 

VIII. Essai d'activité hélicase de hStau 

Le plasmide utilisé est pGEM-7Z coupé par l'enzyme Pvull (Hühn et al., 

1997). L'ARN est par la suite obtenu avec une transcription par la Sp6 ou la T7 

polymérase selon le protocole énoncé plus haut. Un brin d'ARN radioactif est obtenu 

par la transcription en présence de 50 1.ICi de [a-P31UTP. Les substrats sont obtenus 
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par l'hybridation, dans un volume de 100 jil, des deux brins complémentaires [avec un 

excès molaire de 2-3 fois du brin non radioactif] dans du tampon d'hybridation [0,4 M 

NaC1, 1 mM EDTA, 40 mM PIPES, pH 6,4 et 80% (v / v) formamide] tel que rapporté 

(Hühn et al., 1997). 

La réaction enzymatique a lieu dans un volume de 20 µI contenant 1,5 µ1 de 

substrat et 1 µg de protéine recombinante dans du tampon de réaction [30 mM Tris-Cl; 

pH 7,5; 8 mM MgC12; 1,5 mM DTT; 30 µg / ml BSA; 0,5 U / 1.11 RNaguard] et 2 mM 

ATP ou d'un autre ribonucléotide. La réaction est incubée 20 min à 37°C et arrêtée par 

l'ajout à une concentration finale de 0,3% SDS et 15 mM EDTA. Les produits de la 

réaction hélicase sont séparés sur un gel de polyacrylamide 10% sans gel 

d'entassement [stacking gel] et exposés pour autoradiographie toute la nuit. 



RÉSULTATS 
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Résultats 

I. 	Purification du fragment protéique HFBDQ 

Avant de vérifier l'hypothèse qui propose que la protéine humaine Staufen 

possèderait un effet sur la traduction, nous avons tout d'abord procédé à l'optimisation 

d'un protocole de purification du fragment protéique HFBDQ. Ce fragment, plutôt que 

la protéine complète, est utilisé lors des essais de traduction afin d'améliorer les 

rendements de purification. En effet, des résultats préliminaires démontrent qu'une 

plus grande quantité de protéine soluble est obtenue avec le fragment HFBDQ plutôt 

qu'avec la protéine complète. La séquence de l'ADNc de HFBDQ débute au site 

BamHI endogène, situé en 3 de la fin de la séquence du domaine consensus dsRBD2 

[schéma 5, p.47 et figure 1A], et code pour 6 histidines en N-terminal de la protéine 

Staufen. 

La purification sur colonne d'affinité Ni-NTA [Qiagen] permet d'obtenir une 

préparation de protéine de fusion qui présente 6 histidines en N-terminal. Les 

protéines de fusion [6xHis]HFBDQ, [6xHis]La et [6xHis]NEP sont purifiées sous les 

mêmes conditions et selon le même protocole. Ce qui nous permet de postuler que 

l'effet observé sur la traduction in vitro lors de l'ajout de préparations de protéines 

repose sur des caractéristiques intrinsèques et spécifiques aux dites protéines et non à 

un contaminant issue du protocole. Le contrôle positif utilisé est l'autoantigène La et 

le contrôle négatif est la métallopeptidase NEP. Dans les RRL, la protéine La stimule 

la traduction d'ARN qui possèdent des séquences virales (Svitkin et al., 1994a et 

1994b) et NEP ne possède pas d'effet sur la traduction. 
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Figure 1. 	La protéine HFBDQ recombinante purifiée est susceptible de lier 

de l'ARNdb en solution 

A) Le fragment protéique HFBDQ est codé par l'ADNc partiel humain de Staufen 

qui débute au site endogène B a mHI et se termine à son extrémité 3 endogène. 

Les boîtes représentent les séquences consensus de liaison à l'ARNdb 

[dsRBD] qui sont numérotés de façon à respecter l'ordre présent dans la 

protéine de drosophile. L'ovale représente la séquence minimale de liaison à 

la tubuline in vitro. 

B) Analyse par coloration au bleu de Coomassie d'un gel de polyacrylamide 10% 

d'un échantillon de la préparation de protéines bactériennes éluées sur colonne 

Ni-NTA en conditions dénaturantes. À gauche sont indiqués les Mr  des 

marqueurs moléculaires, ensuite viennent les échantillons de protéine HFBDQ, 

NEP et La [flèches rouges]. 

C) Une préparation de HFBDQ purifiée par Ni-NTA en conditions dénaturantes 

est capable, après élimination des agents dénaturants, de lier de l'ARNdb en 

solution. La sonde d'ARN utilisée est la séquence minimale du 3'UTR de 

l'ARNm bicoïd de drosophile. Les complexes RNP sont filtrés et la quantité 

de radioactivité retenue sur le filtre est quantifiée par compteur bêta. La 

radioactivité retenue est proportionnelle à la quantité d'ARN liée par la 

protéine. 100% Max de rétention consiste en la quantité maximale de rétention 

d'ARN en présence d'une concentration saturante en protéine. 
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Des échantillons des purifications des protéines HFBDQ, NEP et La sont 

analysés sur gel de polycrylamide par coloration au bleu de Coomassie {figure 1B}. 

Des fragments plus petit qu'une Mr  < 29 kDa co-éluent avec les protéines de Mr  = 45 

kDa La et HFBDQ, mais ils ne sont pas un obstacle à la spécificité de l'essai de 

traduction puisqu'ils sont éliminés durant l'étape de changement de tampon sur 

Centriprep 30 kDa [Amicon] . 

Afin d'éliminer les sels et les dénaturants et ainsi favoriser le repliement natif 

des protéines purifiées, nous avons essayé plusieurs protocoles. La dialyse s'est avérée 

désastreuse : un nuage de protéine HFBDQ précipitée est observable à l'ceil nu. Le 

changement graduel de tampon effectué directement sur la colonne Ni-NTA n'a pas 

fourni de meilleurs résultats que la dialyse : très peu de protéine est récupérée après 

l'étape d'élution ce qui suggère, croit-on, que la protéine précipite dans la colonne. Un 

essai de repliement des protéines basé sur des principes reconnus pour améliorer le 

repliement in vitro [voir les chapitres Matériel et Méthodes, et Discussion] a été 

utilisé et c'est celui qui a fourni les meilleurs rendements : à partir d'une culture de 250 

ml on obtient entre 50 - 100 µg de protéine purifiée à une concentration de 0,5 - 1 µg / 

ml. 

Puisqu'aucune activité biologique n'est connue pour la protéine humaine 

Staufen, un essai de liaison à de l'ARNdb en solution est entrepris afin d'apprécier le 

repliement natif d'une préparation de HFBDQ. Cet essai ne peut prétendre fournir 

d'informations sur la conformation de la protéine entière, mais du moins il suggère que 

le domaine dsRBD3, responsable de la liaison à l'ARNdb, est replié de façon native 

(Wickham et al., 1999; Ramos et al., 2000). Une liaison positive et dans les Kd 

attendue suggère que l'échantillon contient de la protéine HFBDQ native. 

À la figure 1C , on observe le résultat d'un essai de liaison en solution entre 

une sonde d'ARN et de la protéine HFBDQ purifiée et soluble. La sonde d'ARN 
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consiste en la séquence minimale du 3'UTR de l'ARNm bcd, marquée au P32, 

reconnue pour interagir in vitro avec HFBDQ (Wickham et al., 1999). Lors de cet 

essai, les complexes ribonucléoprotéiques formés sont filtrés et la radioactivité retenue 

sur le filtre est une indication de l'affinité de la protéine pour la sonde d'ARN. 

L'analyse d'un graphique dans lequel sont rapportées les valeurs de trois expériences 

indépendantes indique que HFBDQ lie la sonde d'ARN bcd avec un Kd de 10' M, ce 

qui est relativement plus faible que ce qui était attendu [Kd de 10-9  M; Wickham et al., 

1999]. Ceci suggère qu'une fraction de la quantité de protéine estimée par essai de 

quantification BioRAD n'est pas dans une conformation native. 

II. 	Optimisation de la réaction de traduction dans des RRL 

Des études génétiques chez la drosophile suggèrent que la protéine Staufen 

peut agir au niveau de la dérepression de la traduction de transcrits transportés; un effet 

éventuel dans des RRL pourrait alors être la stimulation de la traduction d'ARN 

réprimé. Afin de pouvoir observer une stimulation potentielle de la traduction, nous 

avons déterminé à quelle concentration d'ARN dans les RRL on peut obtenir un taux 

de traduction non saturant. 

Un ARN possédant une coiffe est transcrit à partir du plasmide pSP64CAT 

[ARN CAT] {figure 2A}, puis des quantités croissantes d'ARN sont traduites dans des 

RRL [volume final de 12,5 µ1]. Par la suite, le taux de traduction est évalué par essai 

immunologique ELISA anti-CAT. Le graphique de la quantité de protéine CAT 

traduite en fonction de la quantité d'ARN génère une hyperbole {figure 2C} qui 

s'approche d'un plateau, signe de la saturation du système, vers la valeur de 1 µg 

d' ARN. 
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Figure 2. 	La séquence TAR réprime la traduction in vitro du gène 

rapporteur CAT 

A) Représentation schématique de l'ARN CAT qui consiste en le 5'UTR endogène, la 

séquence codante pour le gène rapporteur CAT, suivit du 3'UTR endogène et de la 

séquence de SV40 contenant le signal pour la polyadénylation in vivo. 

B) Représentation schématique de l'ARN TARCAT identique à l'ARN CAT, mais en 

plus cet ARN-ci contient à son extrémité 5 la séquence TAR du HIV-1 [+1 à +80] 

dont l'ARN adopte en solution une structure secondaire stable en tige-boucle avec 

protubérance. 

C) La séquence TAR introduite en 5' d'un transcrit rapporteur CAT inhibe la 

traduction dans des RRL. La concentration en protéine CAT est déterminée par 

essai ELISA. La traduction de l'ARN TARCAT correspond à la courbe rouge et 

celle de l'ARN CAT à la bleue. Ce résultat a été reproduit trois fois, les SEM sont 

représentés par des barres au dessus et en dessous des points. 
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Un ARN possédant une coiffe est transcrit à partir du plasmide 

pSP64TARCAT [ARN TAR CAT] {figure 2B}. Cet ARN débute par la séquence 

TAR [+1 à +80] du HIV-1. Des quantités croissantes de cet ARN sont traduites dans 

des RRL [volume final de 12,5 µ1], puis le taux de traduction est évalué par essai 

ELISA anti-CAT. Le graphique de la concentration de protéine CAT traduite en 

fonction de la quantité d'ARN TARCAT démontre en chaque points de la courbe, un 

taux de traduction plus faible que pour une quantité identique d'ARN CAT {figure 

2C}. La répression de la traduction varie selon la quantité d'ARN utilisée (figure 2C 

et Svitkin et al., 1994b). Afin d'utiliser une quantité d'ARN CAT et TARCAT qui ne 

soit pas saturante, nous avons choisi, pour tous les essais de traductions suivants, une 

quantité d'ARN de 50 ng [concentration finale de 3,98 µg / ml]. 

III. 	Dans des RRL, HFBDQ trans-active la traduction de messagers réprimés 

Une concentration d'ARN non-saturante est traduite dans des RRL auxquels 

sont ajoutées des quantités croissantes d'une préparation soluble du fragment protéique 

HFBDQ. Dans un essai de traduction en présence de Mét[S35], on observe par 

autoradiographie deux type d'effets. En premier lieu, l'ajout de Staufen stimule la 

traduction de l'ARN TARCAT de façon proportionnelle à la quantité de protéine 

ajoutée [facteur maximal de 15 fois] {figure 3B}. Cet effet est spécifique à l'ajout de 

HFBDQ: aucun effet n'est observé lors de l'ajout de protéine NEP recombinante 

purifiée et solubilisée dans les mêmes conditions {figure 3B}. Une stimulation est 

également observé lors d'ajout de l'autoantigène recombinant La {résultat non 

montré}, effet rapporté par l'équipe de Sonenberg (Svitkin et al., 1994b). En deuxième 

lieu, peu ou pas de stimulation est observée lors de l'ajout de HFBDQ à un essai de 
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traduction de l'ARN CAT [facteur maximal de 1,5 fois] {figure 3B}. Ces résultats 

sont corroborés par des essais de type ELISA. 

Ces résultats suggèrent que dans des RRL, HFBDQ influence la traduction de 

l'ARN de la Chloramphénicol acétyl transférase bactérienne de deux façons : elle 

stimule la traduction lorsque la séquence TAR du HIV-1 est présente à l'extrémité 5' 

du transcrit et ne l'affecte pas lorsque cette séquence est absente. Ces résultats 

suggèrent que l'effet de HFBDQ sur la traduction n'est pas général, mais affecte plutôt 

un aspect du mécanisme de répression de la traduction généré par la séquence TAR. 
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Figure 3. 	HFBDQ stimule la traduction dans des RRL de façon dose- 

dépendante 

Dans les deux panneaux du haut, on trouve les autoradiogrammes des produits 

de la traduction de l'ARN TARCAT en présence de quantités croissantes de protéine 

HFBDQ ou NEP, puis dans celui du bas, l'autoradiogramme de la traduction de l'ARN 

CAT en présence quantités croissantes de HFBDQ. Les flèches bleues indiquent 

l'emplacement de la protéine CAT marquée au S35. Des échantillons des produits de 

traduction sont analysés sur gel de polyacrylamide 10% puis le gel est exposé toute la 

nuit. 
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IV. 	L'effet de HFBDQ sur la traduction n'est pas le fruit d'une inhibition de 

l'activité catalytique de la PKR 

Tel que décrit dans l'introduction, la structure secondaire qu'adopte l'ARN 

TAR génère des segments d'ARNdb qui activent la kinase PKR et ainsi répriment la 

traduction [section V.5.C.]. Puisque HFBDQ possède une haute affinité pour de 

l'ARNdb, il est possible que la trans-activation de la traduction dans les RRL soit due 

à une compétition entre HFBDQ et la PKR pour le substrat TAR. Afin d'examiner une 

telle hypothèse, des RRL dépourvus d'activité kinase PKR ont été générés par l'ajout 

de 10 mM de 2-aminopurine [2-AP] (Williams et al., 1979). L'ajout d'une telle 

concentration de 2-AP, une drogue qui inhibe les sérine / thréonine kinases, inhibe 

dramatiquement l'activité catalytique de PKR in vitro et in vivo (Sengupta et al., 1990; 

Hu et Conway, 1993; Katze et al., 1991; Marcus et Sekellick, 1988). 

En premier lieu, l'autoradiographie d'un essai de traduction de l'ARN 

TARCAT en présence de Mét[S35] et de 2-AP démontre que le taux basal de traduction 

est augmenté de 3 fois {figure 4 piste 1}; l'activité kinase PKR est effectivement 

réprimée. En deuxième lieu, l'ajout de HFBDQ aux essais de traduction en présence 

de 2-AP des ARN TARCAT et CAT démontre le même genre d'effet qu'en absence de 

2-AP {figure 3}. En effet, malgré l'inhibition de l'activité PKR par l'agent 

pharmacologique 2-aminopurine, l'ajout de Staufen persiste à stimuler la traduction de 

l'ARN TARCAT de façon proportionnelle à la quantité de protéine ajoutée [facteur 

maximal de 15 fois] et peu ou pas de stimulation est observée pour la traduction de 

l'ARN CAT [facteur maximal de 1,5 fois] {figure 313}. Ces résultats sont corroborés 

par des essais de type ELISA. 
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Figure 4. 	HFBDQ stimule la traduction par une voie indépendante de 

l'activité kinase PKR 

Une traduction en présence de Mét-[S35] est entreprise dans des RRL sans 

activité PKR par l'ajout de 2-AP, une drogue qui inhibe les sérine / thréonine kinases. 

Des échantillons des produits de réaction sont analysés sur gel de polyacrylamide 10% 

puis le gel est exposé toute la nuit. 

A) À la piste 1, traduction de l'ARN TARCAT en absence de 2-AP et de HFBDQ; 

pistes 2 à 5, traduction de l'ARN TARCAT en présence de 2-AP et de quantités 

croissantes de HFBDQ. 

B) Traduction de l'ARN CAT en présence de 2-AP et de quantité croissantes de 

HFBDQ. 
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Ces résultats suggèrent que HFBDQ stimule la traduction lorsque la séquence 

TAR du HIV-1 est présente à l'extrémité 5 du transcrit par un mécanisme qui est 

indépendant de l'activité catalytique de la PKR. 

V. 	Les pré-requis structuraux de la tige-boucle de l'ARN TAR essentiels 

pour la liaison à la kinase PKR ne sont pas les mêmes que pour HFBDQ 

Une hypothèse plausible qui expliquait la stimulation de la traduction observée 

lors de l'ajout de HFBDQ était une compétition entre Staufen et PKR pour des 

substrats d'ARNdb. En effet, HFBDQ peut lier de l'ARNdb {figure 1C} et l'activité 

kinase PKR dépend de déterminants d'ARNdb de la structure secondaire de l'ARN 

TAR Q. Cependant, cette hypothèse semble fausse puisque l'inhibition de l'activité 

kinase PKR par le 2-AP n'affecte pas la stimulation de la traduction observée lors de 

l'ajout de HFBDQ. L'explication logique serait que les éléments de la structure TAR 

essentiels pour l'activation de la kinase PKR ne soient pas liés par HFBDQ. 

Afin d'examiner cette hypothèse, un essai de liaison en solution a été entrepris 

afin d'évaluer l'affmité de liaison de HFBDQ pour l'ARN TAR. Une sonde 

radioactive d'ARN TAR est transcrite en présence de [a-P32] CTP et utilisée dans des 

essais de liaison. Tel qu'observé à la figure 5A, la protéine recombinante HFBDQ 

purifiée et soluble présente une haute affinité pour l'ARN TAR [séquence +1 à +60] 

avec un Kd près de celui observé pour la sonde bcd {figure 1C}. 

Afin d'identifier les déterminants qui influencent cette liaison, des essais de 

compétition de liaison ont été effectués par buvardage de type North-Western 

(Wickham et al., 1999). L'ajout croissant d'excès molaire d'ARNdb synthétique non 
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Figure 5. 	Le fragment protéique HFBDQ lie l'ARN TAR et cette liaison 

dépend de déterminants d'ARNdb 

A) Essai de compétition de liaison par buvardage de type North-Western [voir 

Matériel et Méthodes] où chaque filtre est incubé avec la même quantité 

d'activité spécifique de sonde d'ARN TAR marquée au P32  en présence ou non 

d'excès molaires d'ARN synthétique. 
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marqué poly (I) / poly (C) diminue dramatiquement la quantité d'ARN TAR radioactif 

associée à HFBDQ, alors que l'ajout croissant d'excès molaire d'ARN simple brin 

poly (C) n'a que très peu d'effet {figure 4B}. Bien qu'il semble qu'entre le filtre 

contrôle et les autres il y ait une différence de liaison, cette différence est due à une 

exposition inégale. Ces résultats suggèrent que HFBDQ lie l'ARN TAR et que cette 

liaison dépend de déterminants d'ARNdb. 

La structure secondaire qu'adopte l'ARN TAR en solution peut être divisée en 

différents segments : des tiges d'ARNdb, une protubérance et une boucle. Afin 

d'évaluer la contribution des différents segments de cette structure secondaire pour 

l'association avec HFBDQ, des essais de liaison ont été fait avec des sondes TAR 

mutantes. À la figure 6A, on observe des mutations ponctuelles [flèches bleues] ou des 

délétions [lignes noires] qui ont pour but de modifier soit la structure secondaire soit la 

séquence primaire de l'ARN TAR. Elles sont inspirées d'études précédentes et 

affectent la viabilité du virus in vivo ou bien la liaison in vitro de l'ARN TAR à des 

protéines cellulaires ou virales (Gatig-nol et al., 1991; Chen et al., 1994; Harrich et al., 

1994; Rounseville et al., 1992). 

Des mutations ponctuelles introduites dans la séquence de la boucle [pCD], 

dans un [p49AB] ou les deux brins complémentaires [p49] de la tige inférieure ou dans 

la protubérance ne perturbent pas la liaison avec HFBDQ {figure 6B et tableau 4}. La 

délétion de la protubérance [pGH] ou d'un seul brin de la tige inférieure [p52] 

n'affecte pas non plus de façon significative la liaison in vitro de l'ARN TAR avec 

HFBDQ. Cependant, le fragment protéique HFBDQ lie avec moindre affinité une 

structure TAR dans laquelle l'hélice supérieure d'ARNdb entre la protubérance et la 

boucle est détruite [pEF] {figure 6B et tableau 4}. Ces résultats suggèrent que les pré- 

requis structuraux de l'ARN TAR essentiels pour l'activité kinase de PKR [figure 6A, 

encadré jaune] ne sont pas les mêmes que pour la liaison de HFBDQ et corroborent 
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Figure 6. 	Les pré-requis structuraux de la tige-boucle de l'ARN TAR 

essentiels pour la liaison à la kinase PKR ne sont pas les mêmes 

que pour HFBDQ 

A) Structures secondaires prédites par programme informatique (RNADraw) des 

différentes mutants TAR [séquence +1 à +60]. Les flèches bleues indiquent des 

mutations ponctuelles, les traits noirs indiquent des délétions. Le rectangle rouge 

indique le segment d'ARNdb essentiel pour la liaison à la kinase PKR. 

B) Buvardage de type North-Western où chaque filtre est incubé avec la même 

quantité d'activité spécifique des différentes sondes d'ARN TAR marquée au P32. 
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l'hypothèse qui suggère que la stimulation de la traduction de l'ARN réprimé 

TARCAT soit la résultante d'un mécanisme indépendant de PKR. 

VI. 	L'effet de HFBDQ sur la traduction n'est pas le résultat d'une activité 

hélicase intrinsèque 

Le mécanisme par lequel HFBDQ stimule la traduction de l'ARN TARCAT 

est inconnu. Une hypothèse possible implique une activité hélicase associée à HFBDQ 

qui détruirait les structures présentes dans l'ARN TAR et faciliterait ainsi le balayage 

du 5'UTR ou l'accès à la coiffe. En effet, pour certaines protéines hélicases, la 

présence de dsRBD est essentielle à l'activité catalytique (Gibson et Thompson, 1994) 

et le fragment protéique HFBDQ en possède trois. Afin d'examiner cette hypothèse, 

un essai d'activité hélicase est entrepris (Hühn et al., 1997) avec le fragment protéique 

HFBDQ. 

Dans un tel essai, on observe sur gel de polyacrylamide le désemulement 

d'une hélice d'ARN hybride constituée d'un brin radioactif et d'un brin 

complémentaire non radioactif Le substrat d'ARNdb est incubé avec de la protéine 

recombinante soluble puis en présence d'activité hélicase, le brin radioactif est libéré 

du substrat et migre alors plus vite. Le substrat d'ARNdb utilisé est constitué d'un brin 

marqué au P32  de 181 nucléotides et d'un brin non radioactif de 271 nucléotides. 

Après hybridation, ces deux brins forment un segment d'ARNdb de 70 paires de bases 

et deux brins qui font saillie en 3 de 201 et 111 nucléotides (figure 7A). 

On peut observer à la figure 7B piste 1 le substrat dénaturé par la chaleur. À la 

piste 10, se trouve la réaction contrôle où le substrat est incubé avec la protéine 

hélicase La (Hühn et al., 1997) en présence de 2 mm ATP. De la piste 2 à la piste 9, le 

substrat est incubé avec 1 µg de HFBDQ en présence d'un nucléotide ou d'une 
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combinaison de différents ribonucléotides. Ces ribonucléotides servent généralement 

de source d'énergie pour l'activité hélicase et leur nature peut influencer la spécificité 

de la réaction : en présence d'ATP la protéine La désenroule l'ARNdb et le grand 

antigène T du virus SV40 désenroule l'ADNdb; en présence d'un autre nucléotide 

[UTP, GTP ou CTP] la protéine La ne présente plus aucune activité hélicase et le grand 

antigène T désenroule dorénavent uniquement un substrat d'ARNdb (Hühn et al., 

1997; Scheffner et al., 1989). 

Cependant, malgré les différentes conditions utilisées, aucune activité hélicase 

n'est associée à la préparation de HFBDQ. Étant donné qu'il s'agit de la même 

préparation que celle employée lors des essais de traduction dans des RRL, cela 

suggère que la stimulation de la traduction observée n'est pas le résultat d'une activité 

hélicase associée à la préparation de HFBDQ. 
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Figure 7. 	HFBDQ ne possède pas d'activité hélicase associée 

A) Synthèse du substrat d'ARNdb pour l'essai d'activité hélicase. Les ARN 

sont obtenus par la transcription du plasmide pGEM-7Z digéré par PvuII. 

Le substrat d'ARNdb utilisé est constitué d'un brin marqué au P32  de 181 

nucléotides et d'un brin non radioactif de 271 nucléotides qui après 

hybridation forment un segment ARNdb de 70 paires de bases et deux 

brins qui font saillie en 3 de 201 et 111 nucléotides. 

B) Autoradiogramme d'un gel de polyacrylamide 10% d'un essai d'activité 

hélicase. À la hauteur de la flèche rouge on retrouve le substrat d'ARN 

double brin et la hauteur de la flèche bleue, le subtrat d'ARN simple brin. 

À la piste 1 : le substrat est dénaturé par la chaleur. À la piste 10: la 

réaction contrôle où le substrat est désenroulé par l'incubation avec la 

protéine La en présence de 2 mm ATP. À la piste 2, 1 µg de HFBDQ en 

absence de nucléotide co-facteur. De la piste 3 à la piste 9 respectivement, 

1 µg de HFBDQ en présence de 2 mM de: ATP; ATP et UTP; ATP, UTP 

et GTP; ATP, UTP, GTP et CTP; CTP; GTP; UTP. 
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Discussion 

I. 	Rôle potentiel de Staufen dans la traduction chez les mammifères 

Chez la drosophile, des études génétiques ont démontré que Staufen est un 

gène important pour l'expresssion asymétrique de certains ARNm durant l'ovogenèse 

et l'embryogenèse : des ovocytes issues de femelles homozygotes pour des mutations 

dans ce gène ont des défauts de développement imputables à une localisation ainsi qu'à 

une traduction aberrante de ces ARNm [voir la section : Introduction VI, p.70]. 

Chez les mammifères, la protéine Stau colocalise avec des marqueurs du 

réticulum endoplasmique [ER] (Wickham et al., 1999; MariOn et al., 1999) qui est une 

structure où l'on retrouve une forte activité de synthèse polypeptidique. De plus, la 

protéine cosédimente dans un gradient de saccharose avec des polysomes et est 

associée à un immunoprécipité de protéines ribosomales (Mari& et al., 1999; Luo et 

DesGroseillers, communication personnelle). Dans les dendrites de neurones en 

culture, la protéine Staufen colocalise avec le réticulum endoplasmique, avec des 

microtubules et avec des complexes ribonucléoprotéiques qui contiennent de l'ARNm, 

des ribosomes et des facteurs de traduction (Kiebler et al., 1999; Knowles et al., 1996). 

De plus, ces complexes ribonucléoprotéiques se déplacent dans les dendrites de façon 

antéro- et rétro- grade (K0hrmann et al., 1999). 

L'ensemble de ces observations suggère l'hypothèse que chez les mammifères 

Staufen est une protéine impliquée dans la régulation spatio-temporelle de l'expression 

de certains ARNm. 
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II. 	La protéine humaine Staufen stimule la traduction d'un ARN réprimé 

Afin d'évaluer l'effet de Staufen sur la traduction chez les mammifères, nous 

avons élaboré un essai in vitro dans des RRL où nous pouvions suivre le taux de 

traduction de certaines quantités d'ARN spécifiques par deux techniques différentes. 

Les techniques utilisées sont l'incorporation de Mét[S35] dans la protéine traduite et 

l'essai immunologique ELISA. Ces deux techniques ont fourni des résultats similaires. 

Les ARN utilisés n'ont comme différence que la présence ou non à leur extrémité 5 de 

la séquence TAR [+1 à +80] du HIV-1. L'ARN de cette séquence adopte en solution 

une structure secondaire stable en forme de tige-boucle avec protubérance qui réprime 

la traduction dans les RRL. 

À la figure 2, nous avons choisi une quantité d'ARN dans la portion linéaire de 

la courbe qui décrit le taux de synthèse en fonction de la quantité d'ARN. À la figure 

3, nous démontrons que l'ajout de quantités croissantes de HFBDQ à cette quantité 

d'ARN ne permet de stimuler que la traduction de l'ARN qui est réprimée par la 

séquence TAR. 

À la figure 4, nous démontrons que dans des RRL sans activité PKR l'ajout de 

Staufen persiste à stimuler la traduction de l'ARN réprimé par la séquence TAR. À la 

figure 5, des essais de liaison in vitro sur membrane [NorthWestern] ou en solution ont 

permis de démontrer que Staufen peut lier l'ARN TAR et que cette liaison est 

dépendante de composantes d'ARNdb. À la figure 6 ainsi que dans le tableau 4, nous 

observons que l'intégrité de l'hélice d'ARNdb entre la boucle et la protubérance est 

essentielle à la liaison avec HFBDQ; élément qui n'est pas essentiel pour l'activtion de 

PKR. 
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À la figure 7, nous démontrons que Staufen ne possède pas d'activité hélicase 

nucléotide dépendante. L'ensemble de nos résultats suggèrent que Staufen stimule la 

traduction de l'ARN réprimé par la séquence TAR selon un mécanisme qui serait 

indépendant de l'activité kinase PKR ou d'une activité hélicase associée. 

III. 	Le choix de la séquence TAR comme élément de répression de la 

traduction 

Le but de cet étude est d'examiner l'hypothèse selon laquelle la fonction 

biologique de la protéine humaine Staufen est d'agir au niveau de la modulation de 

certains ARN messagers; pourquoi alors choisir deux types d'ARN et surtout pourquoi 

la séquence TAR? 

Comme exposé dans la section Introduction, durant le transport de l'ARN la 

synthèse peptidique est régulée de façon spatio-temporelle : l'expression localisée de 

certaines protéines étant garante de leur fonction. Chez la drosophile, des éléments en 

cis dans le 3 et 5' UTR de l'ARNm osk sont responsables de la régulation de la 

traduction durant le transport. Des facteurs qui reconnaissent ces éléments peuvent 

agir en trans et être responsables de la dite régulation. Bien que certains de ces 

facteurs soient connus et que certains indices suggèrent un rôle pour Staufen, les 

détails du mécanisme restent obscurs. Ainsi, puisque nous ne connaissons pas tous les 

intervenants de ce mécanisme, nous ne pouvions choisir d'utiliser les séquences de 

l'ARNm osk dans notre approche expérimentale. 

Bien qu'aucune donnée expérimentale ne suggère qu'un ARN qui porte la 

séquence TAR du HIV-1 à son extrémité 5' soit sous une régulation de la traduction 

commune à celle retrouvée dans le transport d'ARNm, il reste que ce type d'ARN 

n'est pas traduit de façon efficace. Ainsi, l'utilisation de deux ARN identiques en tous 
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points sauf pour la présence de la séquence TAR à l'extrémité 5 de l'un deux permet 

d'étudier : (1) un rôle pour Staufen dans la traduction et (2) la capacité de Staufen de 

stimuler la traduction réprimée d'un transcrit. 

IV. 	Le choix du système des RRL 

Une étude in vitro possède la caractéristique, qui selon la question posée peut 

être un avantage ou un défaut, de laisser à l'expérimentateur la liberté de contrôler 

certaines variables. Dans notre cas, nous avons ainsi pu déterminer la quantité d'ARN 

désirée, les concentrations des différents sels présents, les isoformes de protéines 

Staufen humaines présentes, etc. Comme système de traduction in vitro, nous avions 

entre autre le choix des RRL, des extraits de cellules humaines et de l'extrait de germe 

de blé. La répression de la traduction induite par la séquence TAR est minimisée dans 

le dernier système dû au fait qu'il ne possède pas d'activité PKR endogène et ne 

présente pas de dépendance pour la coiffe. La facilité pour obtenir commercialement 

des RRL a fait pencher la balance et nous l'avons préféré vs l'extrait de cellules 

humaines. 

Cependant, un défaut commun à tous ces systèmes est qu'un système 

acellulaire ne possède pas toutes les composantes impliquées dans le processus de 

localisation de l'ARN. Parmi ceux-ci, notons le cytosquelette, les protéines motrices et 

les composantes des complexes RNP responsables du transport. Aussi, on se retrouve 

dans une situation où l'effet de HFBDQ sur la traduction est isolé des composantes qui 

in vivo pourraient soit réguler l'activité de Staufen sur la traduction soit celle d'autres 

composantes associées à la traduction. 
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V. 	Une méthode pour obtenir de la protéine purifiée et soluble 

Une protéine recombinante purifiée et soluble est essentielle afin de déterminer 

qu'un effet observé sur la traduction in vitro est spécifique. Pour ce faire, la méthode 

de purification par affinité Ni-NTA permet de purifier les protéines recombinantes qui 

possèdent 6xHis à une extrémité. La coloration au bleu de coomassie d'un gel de 

polyacrylamide sur lequel sont séparés des échantillons de la purification permet 

d'estimer la pureté de la préparation de protéines à> 90% {figure 1}. 

Afin d'évaluer la spécificité de l'effet observé sur la traduction, nous avons 

employé, outre HFBDQ, deux autres protéines recombinantes : l'autoantigène La et la 

métallopeptidase NEP. Un rôle dans la stimulation de la traduction d'ARN possédant 

la séquence TAR à l'extrêmité 5 a été rapporté pour La (Svitkin et al., 1994b), mais 

aucun rôle dans la traduction n'est connu pour NEP; La est donc le contrôle positif et 

NEP, le contrôle négatif. 

Une difficulté technique a consisté en l'étape du changement de tampon de la 

préparation de protéine purifiée. En effet, Staufen est peu soluble et se retrouve dans 

les corps d'inclusion lorsque surexprimée chez E. coli. Sa purification s'est donc 

effectuée en présence de dénaturants [le GuHC1 et l'urée]. Une étape de changement 

de tampon s'avère donc être essentielle afin d'obtenir une protéine biologiquement 

active. Cette étape s'est avérée problématique : Staufen est sujette à la précipitation. 

L'emploi d'un fragment protéique, nommé HFBDQ, a permis d'améliorer le 

rendement de récupération sans toutefois le régler sans équivoque. 

Dans la majorité des cas, afin d'éliminer l'urée 8M [l'agent dénaturant] on 

procède par dialyse en paliers décroissants de concentration en urée. Cette approche 

n'est cependant pas applicable pour HFBDQ; un nuage de précipité, visible à l'oeil nu, 

se forme à des concentrations intermédiaires de 2-4 M d'urée. une autre méthode 
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consiste à changer graduellement le contenu du tampon de la préparation de protéine 

directement sur la colonne de purification avant d'éluer la protéine. Cette méthode n'a 

toutefois pas amélioré les rendements : très peu ou pas du tout de protéine est 

récupérée par cette méthode. 

Nous avons, par essais et erreurs, établi un protocole de repliement de la 

protéine qui permet d'obtenir suffisamment de protéine [100-150 µg / 250 ml culture] 

à une concentration satisfaisante pour les essais in vitro [0,5-1 mg / ml]. Cette 

méthode suit les principes reconnus pour améliorer le repliement natif spontané in 

vitro. Ceux-ci sont : maintenir une basse concentration de la protéine à replier afin 

d'éviter la formation d'agrégats protéiques; maintenir une haute concentration en sels; 

ajouter jusqu'à 30% (v / v) de glycérol afin d'éviter les interactions hydrophobes non 

spécifiques; ajouter un tampon de Hepes, Tris ou phosphates afin de stabiliser les états 

natifs de la protéine; pour la première étape de repliement, maintenir une concentration 

en urée de 1-2 M, ce qui n'est pas suffisant pour dénaturer les protéines repliées 

correctement, mais suffisant pour déstabiliser les états intermédiaires (littérature du 

fabricant Qiagen). 

VI. 	Un modèle d'action de la protéine HFBDQ sur la traduction 

L'hypothèse soutenue au sein de notre équipe de recherche est que Staufen 

serait également impliquée dans le transport et la localisation de l'ARNm chez les 

mammifères. L'hypothèse que nous proposons pour expliquer la stimulation de la 

traduction observée dans les RRL par HFBDQ cadre avec un tel modèle. 

Dans les fibroblastes, Staufen colocalise avec des marqueurs du ER et 

cosédimente avec des polysomes, alors que dans des neurones elle colocalise avec le 

ER, des microtubules et des complexes RNP (pour des revues : DesGroseillers et al., 



Conclusion 	 1 1 6 

1999; Kiebler et DesGroseillers, 2000). De plus, Staufen est détectée dans des 

immunoprécipités de protéines ribosomales, ce qui suggère une interaction 

fonctionnelle entre les ribosomes et Staufen. 

Nos résultats démontrent que dans le contexte acellulaire des RRL, sans 

appareils de transport, l'ajout de HFBDQ stimule la traduction d'un ARN dont la 

traduction est normalement réprimée par la présence de la structure TAR à son 

extrémité 5. Les mécanismes sous-jacents à cette stimulation sont inconnus, mais en 

se basant sur le mécanisme d'inhibition de la traduction induit par la structure TAR, 

ainsi que les études de génétiques et de biologie cellulaire sur Staufen chez les 

mammifères et la drosophile, nous formulons l'hypothèse qui suit. Par sa capacité de 

former des complexes RNP, son affinité pour la structure secondaire de l'ARN TR et 

son association avec les ribosomes, Staufen permettrait l'une ou la combinaison des 

possibilités suivantes : (1) une association entre les facteurs de traduction et l'ARNm, 

ce qui faciliterait alors l'initiation ou la ré-initiation de la traduction; (2) une 

stabilisation de l'ARNm induite par un accès désormais difficile pour les nucléases. 

Dans la prochaine section nous discutons de ces deux hypothèses ainsi que de leurs 

implications pour le modèle du transport de l'ARN. 

1. 	La formation de complexes RNP qui rapprocheraient l'ARNm de la 

machinerie de traduction 

A. Dans les RRL 

Un ARN normalement traduit, comme l'ARN CAT utilisé dans notre étude, est 

associé in vivo aux polysomes (Choudhury et al, 1999) ce qui est indicatif d'une 

traduction active du transcrit (Wamer et al., 1963). Dans un système comme les RRL, 

l'ARN CAT est associé aux ribosomes et ceci se manifeste par un taux de traduction 
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proportionnel à la quantité d'ARN ajoutée. Aussi, l'ajout de HFBDQ, une protéine qui 

favoriserait une association déficiente entre les facteurs de traduction et l'ARN, 

n'aurait peu ou pas d'effet avec ce type d'ARNm. 

D'un autre côté, l'ARN TARCAT dont la coiffe est difficile d'accès pour les 

facteurs de la traduction (Parkin et al., 1988), présente une association déficiente avec 

les polysomes in vivo (Choudhury et al., 1999). Aussi, l'ajout de HFBDQ, une 

protéine qui pourrait favoriser l'association entre les facteurs de traduction et l'ARN 

stimulerait le taux de traduction en facilitant l'initiation et / ou la ré-initiation de la 

synthèse peptidique. 

B. Dans la cellule 

Dans la cellule, l'activité de Staufen peut être régulée par des modifications 

post-traductionnelles, par la régulation de la stoechiométrie des différentes isoformes 

de Staufen, par des cofacteurs protéiques ou d'ARN, etc. Notons qu'en appui de cette 

hypothèse, la surexpression de différentes isoformes de Staufen modifie le patron de 

distribution intracellulaire du ER et modifie la teneur en ARN associée à des 

immunoprécipités de Staufen suggérant une fonction différente pour chaque isoformes 

(Duchaîne et al., soumis pour publication). Un tel phénomène est également retrouvé 

pour la protéine hnRNP Sqd impliquée dans le transport de l'ARNm Grk chez la 

drosophile [section III.1.B.ii]. 

Le modèle que nous avançons propose qu'une isoforme de Staufen capable de 

lier avec forte affinité de l'ARNdb in vitro permet la formation de complexes RNP qui 

contiennent des ribosomes et de l'ARNm. Ces complexes seraient ciblés au ER et / ou 

s'y formeraient. L'ancrage de ces complexes RNP au ER pourrait permettre de 

stimuler la traduction des protéines membranaires et / ou destinées à la voie de 
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sécrétion. D'un autre côté, le ER pourrait servir d'entrepôt de complexes RNP dont la 

traduction serait réprimée : en réponse à un signal une fraction de ces complexes 

iraient en périphérie et seraient traduits localements (Kiebler et al., 1999; Kôhrmann et 

al., 1999; pour des revues : DesGroseillers et al., 1999; Kiebler et DesGroseillers, 

2000). 

2. 	La formation de complexes RNP qui stabiliseraient l'ARN 

Un ARN affublé de la séquence TAR à son extrémité 5 est relativement 

instable dans les RRL [demie-vie de 20 minutes] (Parkin et al., 1988). Aussi, HFBDQ 

pourrait stimuler la traduction en protégeant l'ARNm contre la dégradation par des 

nucléases. Ce type de mécanisme peut être facilement vérifié par la méthode suivante 

(Svitkin et al., 1994). Le même ARN TARCAT que celui utilisé dans l'étude de ce 

mémoire est transcrit en présence d'un nucléotide marqué au P32, puis incubé dans un 

essai de traduction dans des RRL en présence ou non d'une quantité fixe de HFBDQ. 

Par la suite, des échantillon d'ARN sont extraits de la réaction à des intervalles de 

temps fixes et soumis à une électrophorèse sur gel d'agarose-formaldéhyde. L'ARN 

est ensuite observés par l'autoradiographie du gel. Cette méthode devrait permettre 

d'évaluer la contribution de HFBDQ à la stabilité de l'ARN. 

Un tel mécanisme impliquerait alors un rôle de chaperone d'ARN; la 

régulation de l'association de Staufen à l'ARN serait alors tributaire de la stabilité du 

transcrit. Cette association / protection pourrait être régulée de façon spatio-temporelle 

et ainsi ne permettre qu'une expression en des domaines intracellulaires et en des 

moments spécifiques à la fonction du transcrit. 
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Conclusion 

Notre équipe de recherche étudie le rôle fonctionnel de l'homologue humain de 

Staufen. Des études génétiques chez la drosophile suggèrent un rôle pour Staufen dans 

la localisation de certains ARNm ainsi que dans la dérepression de la traduction de 

ceux-ci. Afin de caractériser un éventuel rôle de Staufen dans la traduction chez les 

mammifères, nous avons conçu une étude in vitro dans des lysats de réticulocytes de 

lapins qui évalue l'influence de Staufen sur la traduction d'ARN synthétiques. 

Nous avons ainsi pu démontrer qu'un fragment protéique de la protéine 

Staufen est susceptible de lever la répression de la traduction d'un ARN qui présente la 

séquence TAR du HIV-1 à son extrémité 5. Nous avons observé que cette stimulation 

est proportionnelle à la quantité de protéine recombinante purifiée rajoutée au lysat, 

qu'elle n'agit pas au niveau de la voie d'inhibition de la kinase PKR et qu'elle 

n'implique pas une activité hélicase nucléotide dépendante. 

A. 	En perspective 

Nous croyons que le modèle proposé reflète une réalité moléculaire et se doit 

d'être examiné in vivo : la stimulation de la traduction observée dans les RRL 

réflèterait l'affinité de Staufen pour l'ARN et sa capacité de former des complexes 

RNP. Une des prochaines étapes logiques de la caractérisation moléculaire de Staufen 

serait de caractériser son rôle in vivo. Une façon d'y arriver est de démontrer : (1) 

Quels sont les ARN associés aux complexes RNP-Staufen endogènes. Est-ce que les 

complexes RNP-Stau contiennent toutes sortes d'ARN — des ARNm polyadénylés, des 

ARNr, des ARNt, d'autres ARN non codant — ou bien un seul type? Quels sont les 
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éléments qui dictent la spécificité d'association in vivo? (2) Dans les complexes RNP-

Stau, quels sont les autres facteurs protéiques présents et quel est leur rôle? 

Afin de caractériser ces cofacteurs, des méthodes biochimiques ou génétiques 

peuvent être envisagées. L'identification des composantes des complexes RNP de 

Staufen permettra indubitablement d'en connaître plus sur la fonction du gène Staufen 

chez l'humain. 
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Annexes 



Annexe 

Cette annexe existe afin d'informer le lecteur de la difficulté , voire même de 

l'impossibilité, d'effectuer des analyses statistiques sur les résultats de cette étude. En effet, 

puisque le taux basal ainsi que la stimulation de la traduction sont quantifiables, il en découle 

qu'il serait souhaitable, dans le but d'examiner avec rigueur scientifique les hypothèses avancées, 

de soumettre ces résultats obtenus à une analyse statistique. 

Cependant, les résultats obtenus sont inadéquats pour ce type d'analyse: bien que les 

essais de traduction ait été répété plusieurs fois, chaque expérience n'a pas fourni le même degré 

de stimulation ou bien l'effet maximal n'est pas survenu à la même quantité de protéine ajoutée. 

Bien que ceci pourrait être indicatif d'un phénomène non spécifique, nous croyons qu'un détail 

d'ordre technique peut expliquer cette non-reproductibilité. 

Plusieurs essais de traduction ont été fait avant que ne soit décidé d'évaluer la 

conformation native de la protéine par un essai de liaison en solution à une sonde d'ARN bcd. 

Aussi, nous croyons qu'il serait possible que plusieurs des préparations de protéines utilisées 

contenait peu ou pas de protéine native. En effet, des essais de liaison en solution entrepris avec 

une sonde d'ARN bcd ont par la suite démontré que ces préparations présentaient un Kd de 

liaison très faible ou bien ne présentaient aucune liaison. Ceci suggère que les variations 

obtenues avec ces préparations de protéine seraient causés par une variation au niveau de la 

quantité de protéine soluble effective et non d'un effet non-spécifique. 

Dans les pages suivantes, le lecteur pourra examiner les résultats de différentes 

expériences d'essais de traduction entreprises avant que ne soit pas prise la décision d'effectuer 

des essais de liaison à l'ARN bcd. Sur chaque page le lecteur pourra également examiner un 

graphique qui représente un essai de liaison intenté quelques temps après. Ces essais de liaison 

permettent de conclurent que les essais de traduction respectifs ne sont pas valables puisques les 



préparations de protéine HFBDQ utilisées ne présentent pas d'affinité pour l'ARN bcd. Il n'est 

malheureusement arrivé qu'une seule fois qu'une préparation de protéine a présenté de l'affinité 

pour l'ARN bcd et il s'agit de celle à l'origine des résultats présentés dans le présent mémoire. 



Annexe 1 

Autoradiogramme d'un essai de traduction en présence de Mét[S35]. L'ARN 

TARCAT est traduit en présence de HFBDQ avec ou sans l'ajout de 10 mM 2-AP. On 

peut observer que la préparation de HFBDQ utilisée dans cet essai n'a aucun effet 

significatif sur la traduction. Cependant tel qu'observé dans le graphique du bas, cette 

préparation de HFBDQ présente peu d'affinité pour de l'ARN dans un essai de liaison 

en solution. La sonde utilisée consiste en l'élément du 3'UTR de l'ARNm &d marqué 

au P32. 



%
M

ax
  d

e  
ré

te
nt

io
n  

2-AP 

[HFBDQ] 
	

0 220 440 880 0 	220 440 880 
(nNI) 

-15 	-10 	-5 
	

o 
(1114 EFECO 



Annexe 2 

Graphiques de la traduction de l'ARN TARCAT en fonction de la quantité 

rajoutée en HFBDQ; chaque graphique représente des essais indépendants avec des 

préparations de HFBDQ différentes. L'essai ELISA anti-CAT est utilisé pour la 

quantification de la protéine CAT traduite. On remarque pour ces essais de traduction, 

que l'ajout de HFBDQ stimule la traduction d'un facteur de 2-3 fois. On peut observer 

que la quantité de HFBDQ à laquelle un effet maximal est obtenu varie selon la 

préparation utilisée. Les essais de liaison d'ARN en solution démontrent également 

une variation au niveau de l'affinité des différentes préparations pour la sonde bcd, 

mais aucune ne présente d'affinité semblable à celle obtenue pour la figure 1. 
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