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SOMMAIRE

Les récepteurs stéroidiens occupent une place centrale dans des
phénomenes aussi variés que la tissu-spécificité, I'embryogénése, la croissance
et le développement, ainsi qu'a l'adaptation a I'environnement, chez les
organismes supérieurs. Leurs fonctions double de récepteurs hormonaux et de
facteurs transcriptionnels en font un modéle de choix pour tenter de
comprendre une partie des mécanismes qui réglent la vie cellulaire.

Des séquences géniques, flanquant la partie codante du gene du
Reécepteur des Glucocorticoides (GR) immédiatement en 5', montrent une trés
grande hétérogénéité chez le rat. Elles semblent contenir les éléments
régulateurs suffisants et nécessaires pour conférer un contréle de l'expression
au niveau des fonctions de I'ARN messager (ARNm) de cette protéine. Nous
avons utilisé les stratégies du génie génétique et les techniques de la culture
cellulaire in vitro, ainsi que diverses procédures biochimiques de dosage, pour
explorer le role putatif de deux de ces séquences non-traduites dans
I'expression du GR de rat. Nous avons découvert que l'utilisation différentielle
d'un choix putatif de ces séquences constitue une possibilité bien réelle de
mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de ce récepteur. En outre, la
grande similarité des réponses observées dans tous les types cellulaires suggére

que ces mécanismes pourraient avoir été conservés au cours de 1'évolution.



En outre, nous avons également démontré, par dissection moléculaire,
que deux éléments, caractérisés antérieurement par des expériences de
s€quengage, conferent un potentiel régulateur considérable sur l'efficacité de la
traduction d'un gene rapporteur, celui de la luciférase de mouche a feu, dans
les cellules dé rat et de primate en culture. Ce sont, par ordre décroissant
defficacité, les petits cadres de lecture ouverts (SORF), les structures
secondaires stables et les structures secondaires labiles, ces derniéres étant
conférées par l'auto-appariement de certaines séquences palindromiques se
trouvant au niveau de la molécule dARNm. De plus, des essais fonctionnels
congus pour étudier l'influence de la longueur de la région 5' non-traduite sur
l'efficacité de la traduction, ont permis de découvrir que le promoteur associé a
une de ces régions 5' non-traduites posséde la capacité de réduire
substantiellement l'efficacité du promoteur viral RSV-LTR.

Il semble donc que les niveaux cellulaires du GR soient en partie
gouvernés par des mécanismes génétiques d'une grande versatilité chez le rat,
pouvant assurer un contréle efficace et précis de 'abondance de cette molécule

au sem du cytoplasme.

Mots clés: Récepteur des Glucocorticoides
Reégulation post-transcriptionnelle, sORF, traduction, 5UTR,

ARNmM et structures secondaires, cellules cultivées, géne.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1.1 Les glucocorticoides et la vie animale.

L' importance du systéme hormonal a été remarquée pour la premiere
fois par les travaux des physiologistes anglais Bayliss et Starling en 1902
(Tortora et al., 1982). On sait aujourdhui que les hormones jouent des
r6les-clés dans le métabolisme, la croissance, le développement, la
reproduction, le stress, et dans l'équilibre des fluides, des électrolytes, du
systéme acido-basique et énergétique de l'organisme. Elles peuvent faire la
différence entre la vie et la mort.

Le systéme hormonal, ou endocrinien, est le deuxiéme grand systeme de
transmission d'informations de nature physiologique pour l'organisme, le
premier étant le systéme nerveux. Une hormone est un messager de nature
chimique, véhiculé par le sang, qui régle la vie cellulaire dans les organes
ciblés ou s'exerce son action. Les impulsions nerveuses et les hormones
n'exercent pas exactement le méme mode de régulation, pas plus qu'elles ne
régularisent exactement les mémes structures, ni les mémes fonctions.
L'organisme animal peut ainsi exercer un controle mieux réparti et plus précis
de ses différents besoins vitaux, dans un but ultime d'adaptation a tout
événement qui poserait un défi a sa capacité de survivre. Les glucocorticoides

sont une classe dhormones dont I'importance est capitale dans ces processus.



1.1.1 La structure chimique des glucocorticoides.

En terme de structure chimique, les hormones se répartissent en trois
categories: les dérivés des acides aminés (ces derniers allant du simple acide
aminé a de trés grosses protéines), les dérivés des acides gras, comme les
prostaglandines, et les stéroides, comme les glucocorticoides.

Ces derniers sont des lipides (matiéres grasses) simples dont la structure
moléculaire est constituée d'une partie centrale faite d'une chaine carbonée
refermée quatre fois sur elle-méme: c'est le noyau stérol, sur lequel sont greffés
certams résidus dont la nature et la position caréctéﬁsent les propriétés
biologiques de la molécule elle-méme. Les glucocorticoides les plus communs
sont le cortisol, la cortisone et la corticostérone. Ils sont caractérisés par la
présence d'un atome d'oxygéne sur le onziéme atome de carbone du noyau
stérol ( figure 1.1).

Ces hormones sont synthétisées par une population trés particuliére de
ceHuleS: les cellules de la zone fasciculée (médiane) de la glande
cortico-surrénale, que l'on retrouve sur la partie supérieure des reins chez les
mammiferes, 4 proximité des grands vaisseaux sanguins centraux. La
vascularisation considérable des glandes surrénales témoigne de la grande

importance de cet organe dans son réle en tant que glande endocrine.
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Figure 1.1 Stéroides surrénaliens et leurs analogues chimiques.



1.1.2 Les réles systémiques des glucocorticoides.

Comme leur nom l'indique, ces hormones interviennent dans le métabo-
lisme des glucides, mais aussi des lipides et des protéines.

Dans le métabolisme des glucides, le cortisol agit comme un antagoniste
de I'msuline: il est hyperglycémiant, car il provoque une augmentation du taux
de glucose sanguin. Elle se produit pour deux raisons: tandis que l'utilisation
du glucose par les tissus (sauf le cerveau) est freinée, la production de glucose
par le foie est accélérée. Ainsi, les réserves de glycogene hépatique diminuent,
car elles sont transformées en glucose, c'est la glucogénése. De plus, le foie
transforme en glucose les protéines (essentiellement les acides aminés) et le
glycérol dont il dispose, par le phénoméne de la néoglucogénése. Apparait
alors un "diabete surrénalien” que l'administration d'insuline ne corrige guére.

Les acides aminés, quant a eux, proviennent de la plupart des tissus: le
cortisol arréte la synthése des protéines dans toutes les cellules, sauf les
cellules hépatiques. Ainsi, la teneur en protéines tissulaires diminue, et les
protéines détruites sont a l'origine des acides aminés qui sont mobilisés dans le
sang. Au niveau du foie, par contre, la teneur en protéines augmente peu a peu,
surtout la teneur en protéines du plasma sanguin, qui sont normalement
presque toutes synthétisées dans cet organe.

Comme le cortisol mobilise les acides aminés, de méme il mobilise les

lipides a partir des réserves adipeuses de l'organisme. Ces graisses peuvent



s'accumuler en certains endroits trés caractéristiques: on observe non pas de
l'obésité, mais plutdt une répartition anormale des graisses. Une manifestation
particulire de ces dép6ts dans la nuque est désignée par Il'éloquente
expression "buffalo hump", dans la littérature anglophone. Le catabolisme des
glucides est donc substitué par celui des lipides. Une bonne partie des lipides
est détruite par le foie: s'ils ne sont pas suffisamment utilisés a des fins
energeétiques, les corps cétoniques qui en dérivent s'accumulent dans le sang, et
des symptomes d'acidose se manifestent.

D'autres effets notables des glucocorticoides consistent a aider
l'adrénaline et la noradrénaline dans leurs effets vasoconstricteurs au niveau
des artérioles de la peau et des reins. Ils favorisent aussi les fonctions rénales
en aidant le tubule contourné distal a réabsorber le sodium et a excréter le
potassium. Une autre propriété importante des glucocorticoides se manifeste
sur le site d'une lésion: en empéchant la formation de tissu fibreux et de
mucopolysaccharides dans la matrice du tissu conjonctif, en limitant I'afflux de
liquide au niveau de la blessure, et en modérant I'arrivée des globules blancs
sur les lieux touchés, le cortisol, et les médicaments analogues, ont une tres
forte action anti-inflammatoire, trés appréciée dans les traitements contre

l'arthrite rhumatismale, quoique non dépourvue de sérieux inconvénients.



1.1.3 Les réles cellulaires des glucocorticoides.

Au niveau cellulaire, l'effet le plus notable du cortisol est de stabiliser les
membranes. Ainsi, la membrane cytoplasmique devient de moins en moins
perméable, et la survie cellulaire est favorisée dans des conditions de vie
difficiles. En outre, le cortisol renforce la solidité de la membrane des
lysosomes. C'est ainsi que la mobilisation du glucose, des acides aminés et des
lipides facilite 1a réparation des cellules et des tissus atteints, pendant que le

renforcement de la membrane des lysosomes évite leur destruction.

1.1.4 La pathophysiologie des glucocorticoides.

Les travaux que Hans Selye a effectués durant les années trente a
I'Université de Montréal constituent des études pionni¢res dans le mécanisme
des changements qui surviennent lorsqu'un organisme animal est soumis a des
facteurs d'agression physiologiques et psychologiques, ou a des émotions
agréables ou désagréables, et qui nécessitent une réponse adaptative trés
particuliere, qu'il a appelé " le stress".

Selye fit la découverte du stress en 1935 lorsqu'il observa plusieurs
changements considérables chez des animaux de laboratoire dont les
conditions normales de vie étaient modifiées par différents traitements
particuliers, tels des injections dhormones, d'extraits rénaux, spléniques,

hypophysaires ou de substances plus ou moins toxiques. Tous les animaux



presentaient les mémes changements: le cortex surrénalien était hypertrophié,
leurs organes lymphoides étaient atrophiés et il y avait méme des ulcéres
gastro-duodénaux. Tous ces changements furent caractérisés sous l'appellation
de "syndrome général d'adaptation” , ou SGA, qui est produite par toute forme
d'agression prolongée appelée "stresseur".

Le SGA est une partie cruciale du mécanisme complexe de défense dont
dispose l'organisme, et provoque d'importantes modifications physiologiqﬁes
et méme psychologiques qui se succedent chronologiquement en plusieurs
¢tapes aux caractéristiques bien définies. Ce sont des modifications qui ont
pour but de rendre l'organisme capable de lutter vigoureusement contre la
situation stressante. Quant a eux, les stresseurs sont multiples. Ils peuvent é&tre
de nature physique (comme le froid ou la chaleur ou le bruit mtenses),
chimique (comme le tabac ou les autres drogues), biologique (comme I'exercice
intense, linfection) ou méme psychique: la solitude, les préoccupations
constémtes, la douleur, la peur, l'incarcération, les grandes foules... Car les
stresseurs ne sont pas les mémes pour tout le monde, tout dépendant des
habitudes de vie de chacun. Dans toutes ces situations d'agression prolongée,
la réponse de base est la méme: on constate invariablement une augmentation
de la sécrétion des glucocorticoides; a vrai dire, le terme de stress est méme
devenu synonyme de situation qui entraine une sécrétion accrue de cortisol.

Les effets des glucocorticoides sont parfaitement adaptés pour faire face
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a une situation de stress. Par exemple, un animal est contraint de s'abstenir de
manger devant une menace éventuelle, or les changements métaboliques
entrainés par le cortisol sont essentiels pour toute survie en état de jetne. En
outre, les acides aminés qui enrichissent le plasma sanguin peuvent fournir de
I'énergie supplémentaire, de méme qu'une source d'acides aminés permettant
une rapide réparation tissulaire déns I'éventualité d'une blessure. Il est du méme
coup raisonnable de se demander si des augmentations progressives et
chroniques du cortisol, qui surviennent durant les situations de stress prolongé
offertes par les trépidations de la vie moderne, ne contribueraient-elles pas a la
survenue de divers genres de maladies particuliéres qui accompagnent
I'évolution de notre société.

Le concept actuel au sujet du stress est presqu'identique a celui de Selye,
quoique le mécanisme d'action peut maintenant étre expliqué jusque dans ses
moindres détails. Les mécanismes neuro-physiologiques impliqués dans le
contrble de la sécrétion des glucocorticoides sont de mieux en mieux connus
(Figure 1.2), surtout a cause de I'explosion des connaissances scientifiques et
technologiques qu'a connu la recherche dans les domaines de la physiologie, et
surtout, de la génétique moléculaire, depuis la découverte de la structure de la

molécule d'ADN par Watson & Crick, en 1953.
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Figure 1.2 La régulation systémique des glucocorticoides.

-La sécreétion de cortisol est régulée par I'hypothalamus, lequel exerce un contréle sur
I'hypophyse antérieure par le biais du CRF, favorisant la sécrétion d'ACTH.

-L'ACTH stimule la sécrétion des glucocorticoides, accroissant ainsi la concentration
sanguine de cortisol. Ce dernier agit en retour sur I'adénohypophyse, pour réduire
la libération d'’ACTH. C'est le principe de la rétroaction (feedback) négative.

-Le cortisol agit sur I'hypothalamus pour inhiber la sécrétion de CRF (rétroaction longue)

-L'ACTH exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion de CRF (rétroaction courte).
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1.2 L' importance du contrdle de I'expression génétique.

Au niveau de l'organisme biologique tout entier, les mécanismes
permettant le contréle des fonctions vitales sont trés diversifiés. Par exemple,
le systéme de rétroaction négative, qui caractérise si bien la régulation de la
sécretion du cortisol par la corticotrophine (ACTH), est essentiel pour
permettre a un animal de s'adapter a une situation de stress. A l'échelle
cellulaire, les processus biochimiques permettant la vie sont gouvernés
principalement par linformation génétique codée dans la molécule d'ADN
située dans le noyau. La coordination parfaite de l'expression de génes
particuliers, que ce soit & un temps donné lors de l'ontogenése ou en réponse a
un stimulus quelconque, est un phénoméne qui dépend de plusieurs
mécanismes moléculaires complexes et subtils, qui ont été retenus par le vivant
au cours de I'évolution, et qui sont essentiels 4 la survie de tous les organismes.
On sait maintenant que cette coordination peut étre exercée a plusieurs étapes

de l'expression d'un géne donné.

1.2.1 Les niveaux de contréle de l'expression génétique.

La plus grande partie de la régulation génétique chez les eucaryotes
supérieurs comme chez les procaryotes se produit au niveau de la transcription.
Cependant, on ne peut négliger le contrdle de l'expression génétique a d'autres

niveaux. La littérature fournit beaucoup d'explications sur les événements se
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produisant durant les étapes précoces (comme l'initiation de la transcription au
niveau de 'ADN, la relaxation de la chromatine) et durant les étapes tardives
de l'expression génétique, comme la stabilité des protéines ou leur modification
post-traductionnelle. Cependant, il reste beaucoup de choses a apprendre sur
l'existence fugace des molécules d' ARN messager (ARNm) qui assurent les
ctapes de transition entre le code génétique et la protéine exprimée. Cette
existence débute par les modifications post-transcriptionnelles qui assurent la
production d'une molécule mature pouvant effectuer son role dans le
cytoplasme, et elle se poursuit par les événements entourant la biosynthése des
protéines, jusqu'a la dégradation de ce messager. Cette existence peut elle aussi
étre régulée de diverses fagons, et un méme géne peut étre régulé par toutes
sortes de combinaisons entre ces différents mécanismes. Ainsi, l'expression du
géne de la protéine Asp70 se régule au niveau transcriptionnel et au niveau
traductionnel (Theodorakis & Morimoto, 1987). Notons également que la
présence de groupements méthyl au niveau de certaines bases azotées de la
molécule d'ADN peut contribuer au contréle de l'expression génétique: en
général, 'ADN des génes inactifs a tendance a étre plus méthylé que celui des
genes plus actifs (Naveh-Many, 1981). De méme, les segments de génome qui
correspondent a des séquences promotrices sont souvent retrouvés au niveau
des sites hypersensibles a l'enzyme ADNase I, a cause de leur grande

accessibilité (Alberts et al., 1989).
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1.2.1.1 Le contréle au niveau transcriptionnel.

La transcription du géne est la toute premiére étape de son expression, et
ce niveau constitue le mode majeur et souvent unique de la régulation
génétique (Lewin, 1990). C'est a ce niveau que plusieurs investigateurs
trouvent les meilleurs éléments de réponse pour expliquer la tissu-spécificité de
l'expression de certains génes ( Therrien & Drouin, 1993). Chez les eucaryotes,
un gene typique de classe II ( transcrit en ARNm) posséde des séquences
codantes pour un polypeptide donné. Elles sont flanquées de séquences
non-codantes, ou intergéniques. Ce sont les régions flanquantes situées en 5'
qui contiennent de courtes séquences reconnues par les protéines régulatrices
intervenant dans l'expression ou lextinction des génes. On y retrouve
notamment le promoteur et autres éléments de régulation, tels les enhancers,
les silencers ou les divers sites spécifiques pour la liaison de bon nombre de
facteurs transcriptionnels, incluant les récepteurs stéroidiens. I'interaction
résultante entre toutes ces protéines ainsi liées a 'ADN favoriserait plusieurs
évenements ultérieurs, dont I'expression ou l'extinction des génes.

Plusieurs hypothéses ont été formulées pour proposer un mécanisme
moléculaire de l'activation du départ de la transcription au niveau de 'ADN
(Ptashne et al., 1988). Plusieurs résultats expérimentaux proposent que les
protéines activatrices contactent, directement ou indirectement, les

composantes du complexe d'initiation de la transcription, et méme I'ARN
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polymerase (Liao et al., 1991, Koleske et al., 1992, Mc Ewan et al, 1994).
Clest ainsi qu'un contact protéine-protéine expliquerait 1'effet positionnel de
certains sites activateurs lorsqu'ils sont placés a proximité d'un promoteur

(Takahashi et al., 1986). On a aussi proposé que ces contacts protéine-protéine
favoriseraient le déroulement de la chromatine (Su et al., 1991, Su et al.,
1991b). Clest I'hypothése du DNA-looping. On sait aussi que la liaison des
facteurs transcriptionnels modifie la topologie locale de la molécule d'ADN sur
leur site de liaison (Kerppola & Curran, 1991, Wasylyk, 1988). L'hypothése la
plus retenue est que certains facteurs seraient impliqués pour recruter les
différents facteurs de transcription de base 3 proximité du promoteur lors de
l'assemblage du complexe d'initiation de la transcription, ou CIT (Carey, 1991).
En plus de pouvoir recruter les protéines du CIT de fagon directe, il a été
proposé que certains activateurs pourraient encourager ce recrutement de fagon
indirecte : ici, l'activateur contacterait une méme cible qui, a son tour,
recruterait les facteurs transcriptionnels faisant partic du CIT. En outre,
plusieurs groupes ont observé qu'une surabondance d'activateurs peut mener a
une diminution de lactivité transcriptionnelle. Clest le phénoméne de
squelching, attribué a la titration, ou enlévement, des facteurs essentiels a la
formation du CIT (Martin et al., 1990, Martinez et al., 1991). 1 faut également
noter l'existence du phénoméne de synergisme: l'activation observée avec

plusieurs activateurs travaillant ensemble est plus forte que la somme de 'effet



14

engendré par chacun des activateurs pris séparément (Lin et al., 1990, Schiile
et al, 1988, Therrien & Drouin, 1991, Pascal & Tjian, 1991, Cserjesi et al.,
1992).

Un méme géne peut avoir un choix de promoteurs qui peuvent étre
utilisés a tour de rdle, le tout dépendant des conditions physiologiques de la
cellule. On parle alors de promoteurs alternatifs (figure 1.3). L'utilisation de
sites alternatifs pour le départ de la transcription permet la production de deux
ou plusieurs formes dARNm de longueurs différentes, a partir d'un seul geéne.
Dans le cas ou le transcrit allongé posséde un codon de départ de la traduction
(AUG) qui posséde le méme cadre de lecture que celui de l'espéce la plus
courte, on aura deux versions de la méme protéine, qui différent dans leur
région amino. Plusieurs investigateurs ont rapporté les conséquences
biologiques considérables de cette extension du domaine amino (Beltzer et al.,
1988, Chrétien et al., 1988, Kwiatkowski et al., 1988, Barbosa, 1988). Plus
récemment, des expériences de localisation de sites hypersensibles a
IADNasel dans le géne du récepteur des estrogénes humains a permis de
découvrir que ce géne peut étre transcrit 4 partir de deux promoteurs distincts
(Keaveney et al., 1991, Grandien et al., 1993).

Dans d'autres cas, l'utilisation de promoteurs alternatifs permet l'utilisa-
tion différentielle de toute une panoplie de régions 5' non-traduites en amont du

codon AUG. La transcription de plusieurs proto-oncogénes (Bentley, 1986,
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Propst et al., 1987, Seto et al., 1988) et de plusieurs autres geénes ( Perlino et
al., 1987, Stanley et al., 1985, de Thé et al., 1988, Zelent et al., 1991) peut
alterner entre deux promoteurs; 'un produisant une forme allongée de I'ARNm
avec une longue séquence 5' non-traduite de forme souvent compliquée, et un
autre transcrit beaucoup plus court dont le cadre de lecture differe de celui de
l'autre, ce qui produit deux protéines différentes, aux roles tout aussi différents.
La production d'une protéine particuliere peut étre favorisée par rapport a
l'autre, selon le promoteur utilisé, le tout dépendant des conditions de vie de la
cellule.

1.2.1.2 Le contréle au niveau post-traductionnel.

Il existe des phénomenes de régulation qui se produisent durant les
ctapes les plus tardives de l'expression d'un géne particulier, c'est-a-dire au
niveau de la protéine elle-méme. La phosphorylation ou la méthylation sont
parmi les modifications post-traductionnelles les mieux connues (Hershey,
1991 et refs.). Ainsi, plusieurs protéines ne sont actives que dans leur forme
phosphorylée, et les événements conduisant a I'activation des protéine-kinases
caractérisent les mécanismes de la transduction intracellulaire, qui sont
genéralement déclenchés par diverses interactions entre une hormone et son
récepteur. Par exemple, I'hyperphosphorylation du domaine d'activation de
l'onco-protéine c-jun expliquerait I'augmentation de son activité (Karin et al.,

1991). D'autres investigateurs proposent que c'est la déphosphorylation qui
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favoriserait l'activité de plusieurs protéines, incluant certains facteurs
transcriptionnels. En fait, la phosphorylation ou la déphosphorylation de
plusieurs composantes de l'appareil traductionnel constitue un mécanisme
important dans le contrdle de la synthése des protéines, dans son ensemble.
Une grande quantité de phosphoprotéines ont été identifiées, dont au moins
une douzaine de sous-unités de facteurs d'initiation de la traduction, plusieurs
facteurs d'élongation, plusieurs riboprotéines et amino-acyl t-RNA synthétases.
Dans certains cas, la phosphorylation entraine une augmentation de I'activité
du facteur traductionnel comme c'est le cas chez le facteur elF-4F (Morley et
al., 1991), dans d'autres cas, elle peut entrainer une diminution de l'activité d'un
autre facteur, comme eIF-2 (Merrick, 1992 et réfs). La phosphorylation du
facteur d'initiation eIF-2 est un des mécanismes de répression de la traduction
les mieux caractérisés chez les cellules de mammiféres (Duncan, 1987,
Hershey, 1991).

Plusieurs protéines peuvent aussi étre régulées par la présence ou
l'absence de molécules plus simples. Ainsi, certains récepteurs,’tel le récepteur
des glucocorticoides, est auto-régulé de fagon négative par la présence de son
ligand (Dong et al, 1988 et réfs). En fait, les récepteurs de plusieurs
neurotransmetteurs et dhormones sont régulés par leurs ligands respectifs. Par
exemple, il fut démontré (Poste & Crooke, 1985) que linsuline diminue la

demi-vie de son propre récepteur, ce qui contribue a sa rétroaction négative.
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1.2.1.3. Le contréle au niveau post-transcriptionnel.

La transformation d' un transcrit primaire (ARNAn) en une molécule
d’ARNm fonctionnelle se produit en plusieurs étapes dont chacune peut faire
'objet de mécanismes de controle.

Les modifications majeures comprennent la pose de la coiffe en 5'
(Shatkin, 1976), la polyadénylation en 3', et 1'épissage (Breathnach &
Chambon, 1981). Le passage de la molécule mature au cytoplasme peut lui
aussi faire l'objet d'un contrdle serré. La demi-vie de la molécule d ARNm peut
¢galement étre régulée au niveau des étapes de la traduction proprement dite,
ou par sa dégradation pure et simple. Il existe en effet des mécanismes qui
régulent la stabilité de 'ARNm. La présence de courtes séquences sensibles ou
résistantes a l'action des nucléases peuvent contrdler le furnover de I'ARNm, et
furent identifiées chez les procaryotes et les eucaryotes ( Brawerman, 1987).

La découverte des introns et des exons fut un événement capital dans
I'évolution des connaissances en génétique moléculaire (Breathnach &
Chambon, 1981). Une molécule dARNm mature se constitue lorsque son
précurseur, de taille généralement plus grande (L'ARNAn), subit une série de
modifications qui se caractérisent par l'enlévement de certaines séquences
particulieres, les introns. Les séquences restantes, ou exons, sont mis bout a
bout pour constituer le messager définitif. Ce phénomeéne d'épissage (RNA

splicing) est trés répandu, et il existe des mécanismes par lesquels certains
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exons sont retenus préférentiellement par rapport a d'autres.

Ainsi, la nature modulaire des génes permet l'existence du phénoméne
d'¢pissage alternatif (alternate RNA splicing), qui possede d'importantes
conséquences sur l'expression de plusieurs génes eucaryotes (Breitbart et al.,
1987). Par exemple, c'est ce phénoméne qui permet l'obtention de deux formes
du récepteur ‘des glucocorticoides, la forme alpha et la forme beta, chez
Ihumain. Ces deux protéines différent dans leur région carboxy terminale
(Hollenberg et al., 1985). Ainsi, plusieurs formes fonctionnelles différentes
d'un méme ARNm peuvent étre produites.

De méme, l'absence d'épissage (default RNA splicing) peut
considérablement interférer avec l'expression d'un géne donné, par la synthese
d'une protéine modifiée possédant soit des séquences superflues d'acides
aminés pouvant interférer avec le repliement correct de la protéine, ou soit un
premier codon AUG ne se situant pas dans le méme cadre de lecture que celui
de la protéine fonctionnelle. Une variation sur ce théme existe chez la
drosophile: le transcrit primaire d'un géne impliqué dans l'ontogenése devient
fonctionnel par le biais de l'enlévement de tous les introns, ou bien, il peut
rester non-fonctionnel par la rétention temporaire d'une partie dun de ses
introns (Boggs et al., 1987, Laski et al., 1986). On parle alors d'épissage
incomplet (aberrant RNA splicing).

Chez l'oursin de mer, les ARNm maternels non-traduits font également
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l'objet d'une régulation similaire (Ruzdijic & Pederson, 1987), tout comme le
gene Kriippel chez la drosophile: ici, I'intron sujet a la régulation est situé pres
de la partie 5' du messager et contient sept codons AUG en amont du cadre de
lecture de la protéine. Une telle profusion de codons de départ dans différents
cadres de lecture expliquerait la répression de la synthése d'une protéine
fonctionnelle (Gaul et al., 1987).

De méme, dans le cas du récepteur des glucocorticoides de souris, un
epissage incomplet du deuxiéme exon provoque la synthése d'un récepteur
tronqué dans sa partie amino. Un tel mutant, nommé nt', posséde un codon de
départ situé au début du troisiéme exon (met 406), étént heureusement
positionné dans le méme cadre de lecture que le premier codon AUG du
messager complet et fonctionnel. Ceci résulte en l'expression d'un récepteur
pouvant se lier a son ligand et a 'ADN, mais éprouvant des difficultés au
niveau de sa capacité de transactivation (Dieken et al., 1990 , Miesfeld et al.,

1992).
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- Figure du haut : Un épissage alternatif permet la transcription d'un exon distinct parmi
plusieurs séquences génomiques d'exons putatifs.
Plus bas: épissage incomplet : un transcrit primaire peut bénéficier d'une
extension de sa région 5' non-traduite par la rétention d'un intron.
- Figure du bas : Le choix d'un promoteur particulier permet la transcription d'un exon
distinct qui lui est directement associé.
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1.2.1.4 Le contréle au niveau traductionnel.

La synthese des protéines, aussi appelée traduction, est la partie centrale
du chemin d'expression des génes, et représente aussi une voie importante dans
les mécanismes qui servent  ajuster minutieusement les quantités de produits
génétiques disponibles pour le fonctionnement cellulaire. La synthése protéique
est une grande consommatrice d'énergie, et ceci implique que son contrdle doit
étre intégré dans l'activité métabolique générale de la cellule (Hershey, 1991).

C'est au niveau de l'initiation de la traduction que ce contréle s'exerce
principalement. Une revue générale des éléments impliqués dans le controle
traductionnel est tout-a-fait appropriée, a ce stade, pour linterprétation

ultérieure des résultats obtenus au cours de ce projet de recherche.

1.2.2 Les éléments du contréle traductionnel.
Plusieurs éléments agissant en cis et en frans au niveau de la molécule

d'ARNm sont impliqués dans le contréle de la traduction.

1.2.2.1 Eléments agissant en cis sur I'ARNm.

Une cible importante pour le contrdle de la traduction est 'attachement
de la molécule dARNm au ribosome, et les éléments agissant en cis impliqués
dans cet attachement sont la coiffe, la région non-traduite en 3', et surtout les

sequences et les structures secondaires situées dans la région 5' non-traduite.
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1.2.2.1.1 L'effet de la coiffe.

La présence d'une coiffe située a I'extrémité terminale en 5' (m7GpppN)
constitue un trait commun a la plupart des ARNm eucaryotiques (Shatkin,
1976). La pose de la coiffe est une modification post-transcriptionnélle
effectuée sur le transcrit primaire, et est catalysée par des enzymes nucléaires,
les guanylyl- et méthyltransférases. Il fut méme découvert que plusieurs virus
possedent les génes codant pour la fabrication de ces enzymes.

C'est une réaction durant laquelle la 7-méthylguanosine se condense
dans la direction 5'-5' plutot que dans la direction 5'-3". Elle sert au transfert du
noyau au cytoplasme, a stabiliser la molécule d'ARNm dans le noyau (Green,
1983) et dans le cytoplasme (Furuichi et al., 1977) ,vu que les exonucléases ne
peuvent reconnaitre cette structure, et surtout , elle sert a faciliter 'attachement
au ribosome. Le facteur d'initiation eIF-4F peut reconnaitre la coiffe afin de
permettre a la sous-unité 40S du ribosome de se fixer 4 IARNm ( Merrick,
1992, 1994 et réfs).
1.2.2.1.2 Les effets de la région 3' non-traduite.

Cette région est caractérisée par la présence de séquences de polyadé-
nylation qui permettent a I'enzyme poly-A polymérase d'ajouter une structure
particuliere: une longue chaine de résidus d'adénine, le poly (A), a l'extrémité
3" de I'ARNm. Une des principales fonctions de cette queue de poly(A) est

d'augmenter la stabilité de la molécule d ARNm (Bernstein & Ross, 1989).
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Il existe également les protéines se liant spécifiquement et de fagon trés
stable a la queue de poly A, appelées Poly(4) Binding Proteins (PABP). Une
fois que ces protéines se détachent, Ia dégradation du poly(A) s'effectue
rapidement, pour se poursuivre par le reste de la molécule d'ARNm, et ce dans
la direction 3'-5' (Schéma 1.4).

De plus, la région 3' non-traduite de plusieurs ARNm possede des copies
multiples d'un motif riche en A et U, dont la séquence consensus est
UAUUUAU (Caput et al., 1986, Wilson & Treisman, 1988), et qui conférent
une diminution de la stabilité de 'ARNm (Shaw & Kamen, 1986) par la suite
du transfert des PABP de l'extrémité de poly(A) a ces séquences plus internes
(Bernstein & Ross, 1989).

L'introduction de ces séquences dans un ARNm stable comme celui de
la globine en diminue de beaucoup la stabilité (Shaw & Kamen, 1986).
- Toutefois, il a ét¢ démontré que pour que la séquence AU-riche puisse
permettre la dégradation du messager, il faut que I'ARNm soit tout d'abord
traduit (Kruys et al., 1989, Sachs, 1993).



o, U i O\ s
An

@
C
€
J m—AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3 E

UALUUAU == UBAUVUAU — UUUULLY
T

Figure 1.4 Les éléments du contrdle traductionnel
dans la région 3' non-traduite.

De 5'a 3' :

1. Des structures secondaires situées en aval de I'ARNm peuvent s'apparier
avec la région 5' non-traduite, et bloquer le balayage de la sous-
unité 40S du ribosome.

2. Les poly(A)-binding proteins peuvent, dans une certaine mesure, interagir

positivement avec le ribosome lors du processus de la traduction.

3. Les séquences de poly(U) sont reconnues par des protéines de
stabilisation.

4. Certaines séquences situées en 3' peuvent former des structures
secondaires liant des protéines de régulation.

5. Les séquences riches en A et U diminuent la stabilité de 'ARNm, en

appauvrissant la queue de poly(A) de ses protéines de
stabilisation

6. La queue de poly(A) et les protéines qui y sont associées protegent
I'ARNm d'une dégradation trop rapide par les exonucléases.
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Plusieurs équipes ont mis en évidence le fait que certaines séquences
AU riches peuvent lier des protéines cytoplasmiques et nucléaires. Il existerait
deux classes de ces protéines (Sachs, 1993): celles qui se lient aussi bien aux
séquences poly(U) que les séquences AU-riches, et d'autres qui ne
reconnaissent que certaines séquences AU-riches particuliéres. Cela permet a
la cellule de réguler différemment la dégradation de certains ARNm codant
pour une protéine particuliére, et de favoriser la stabilité de 'ARNm d'un autre
type de protéine. Ainsi, la dégradation des ARNm codant pour certaines
lymphokines peut se produire a une vitesse différente de ceux de certains
proto-oncogenes. Donc, la région 3' non-traduite peut jouer un role important
dans la régulation post-transcriptionnelle des génes par le biais de certaines
protéines particuliéres qui reconnaissent des séquences-cibles (Standardt &
Jackson, 1994).

En outre, des études effectuées avec 'ARNm de la zeine microinjectée
dans des oocytes de xénope montrent qu'un ARNm déadénylé est traduit avec
50% moins defficacité qu'une forme polyadénylée (Galili et al., 1988), ce qui
suggere que la queue de poly(A) joue un réle dans le contrdle de la traduction
de I'ARNm (Jackson & Standart, 1990). On propose que la queue de poly(A)
permet une interaction avec les séquences 5' non-traduites, ce qui favoriserait
l'attachement des ribosomes a 'ARNm. On pense aussi que l'absence du

poly(A) puisse réduire le taux d'attachement des deux sous-unités du ribosome,
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ce qui réduirait I'efficacité de la traduction (Munroe & Jacobson, 1990). Cela
suggere que le poly(A) couvert de PABP agirait comme un facteur actif en
trans suf le ribosome lors du début de la traduction, ce qui suppose un
repliement de la molécule d' ARNm pour faire contact avec le ribosome situé a
l'autre extrémité de la molécule (Jackson & Standart, 1990, 1994). Certaines
exceptions se retrouvent lors de I'ontogenése chez les oocytes de xénope, ainsi,
les ARNm des histones deviennent déadénylés a mesure que leur taux de
traduction augmente (Ballantine et al., 1985). D'une maniére générale, il existe
un rapport entre l'activation de la traduction et le fait qu'un ARNm soit
polyadénylé (Vassalli et al., 1989).

Il existe d'autres modeles pour expliquer le role de l'extrémité 3' non-
traduite dans la régulation de l'expression des génes, et une des structures les
plus étudiées dans la molécule d'ARN consiste en une formation en ¢pingle a
cheveux. Dans l'environnement cellulaire, les molécules d'ARN sont rarement
linéaires. Elles sont plutot repliées sur elles-mémes, et il est fréquent que
plusieurs régions linéaires puissent shybrider et former une double-hélice dont
la taille dépend de I'homologie entre les deux régions ainsi appariées. Ces
structures prennent alors une forme qui ressemble a une épingle a cheveux
(hairpin structure) qui peuvent contenir des sites de reconnaissance pour
certains facteurs stabilisants ou déstabilisants qui sont actifs en trans. Un bel

exemple est illustré dans I'étude de la régulation du récepteur de la transferrine.
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Le fer est un élément indispensable a la survie de la cellule, mais sa
toxicité fait en sorte qu'il soit soumis a un contrdle serré de sa concentration
intracellulaire. Le récepteur de la transferrine permet d'internaliser le fer déja
lié¢ a la transferrine dans le plasma, et de relicher le fer dans le milieu
intracellulaire pour ensuite étre séquestré par la ferritine. Dans des situations
de carence en fer, il est important que la membrane cellulaire s'enrichisse en
récepteur de la transferrine, et la traduction accrue de ce récepteur est permise
par la stabilisation de son ARNm (Mullner & Kuhn, 1988). Cette stabilisation
est possible a cause de la liaison dune protéine cytoplasmique de 87 kd
(Basilion, 1994) qui se lie dans une région située en 3' et contenant cing
structures en €pingle a cheveux ( Koeller et al., 1989). Cette protéine est facile
a isoler (Rouault et al., 1989), et elle peut prendre une conformation
particuliére lorsque les réserves de fer intracellulaire sont déplétées, et se lier a
des séquences particulicres d'ARN appelées IRE (pour I[ron-Responsive
Elements). Les IRE sont situés au niveau des boucles, lesquelles sont
¢galement présentes dans tout une variété de messagers, comme celui de la
ferritine, de l'aconitase mitochondriale, et de la 5-ALA synthétase des
erythrocytes (Basilion et al., 1994), impliqué dans la biosynthése de 'héme.
Ainsi, la présence ou I'absence de cette protéine se liant spécifiquement aux
IRE (appelée IRE-Binding Protein, ou IRE-BP) constitue le commutateur

responsable de la régulation traductionnelle du récepteur de la transferrine et
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Joue donc un rdle-clé dans la vie cellulaire.

Les épingles a cheveux peuvent aussi constituer des cibles de choix pour
certaines exonucléases. Un bon exemple ést fourni par le controle de
I'expression des histones. La plupart des ARNm des histones sont rapidement
et sélectivement dégradés a partir de l'extrémité 3' (Ross & Kobs, 1986) quand
la synthése de I'ADN est inhibée (Peltz & Ross,‘ 1987). Or, on retrouve une
épingle a cheveux dans la partic 3' non-traduite du messager des histones
(Levine et al., 1987), et le positionnement artificiel de cette épingle a cheveux
dans la partie 3' non-traduite du géne de I'alpha-globine permet a cette derniére
d'étre régulée de la méme fagon que les histones (Pandey & Marzluff, 1987 ).

Plusieurs cas de complémentarité entre la région 3' non-traduite et la
région 5' non-traduite d'un méme messager ont été documentés dans les
systemes bactériens (Bram et al., 1980, Carter-Muenchau et al., 1989,
Petersen, 1989), et un tel événement a été rapporté chez les systémes
eucaryotes (Spéna et al., 1985). Des essais utilisant des cellules animales en
culture ont également démontré la probabilité de tels appariements de longue
portée (Kozak, 1990) dans leur rdle inhibiteur sur la traduction, et une telle
inhibition dans ce cas particulier semble dépendre de la composition du milieu
de culture et de la position exacte de la structure secondaire responsable de ce

genre d'interaction.
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1.2.2.1.3 Les effets de la région 5' non-traduite.

L'étape limitante de la traduction du messager se produit habituellement
lors de l'initiation du processus de synthése des protéines, c'est pourquoi on y
retrouve un grand nombre d'éléments de controle.

Au miveau de la région 5' non-traduite, ce sont: la longueur de cette
région proprement dite, la présence de sites de liaison a des protéines, la
présence de structures secondaires en amont ou en aval du codon initiateur
AUG, la position de ce codon (c'est-a-dire s'il est le tout premier codon AUG
dans cette région), la nature des nucléotides flanquant ce codon initiateur
comparativement a la séquence consensus de Kozak, et la présence de courts
cadres de lecture ouverts (SORF).

L'effet de tous ces éléments sur le processus d'initiation est souvent
additif, et le mécanisme peut étre expliqué par I'hypothése généralement
admise de l'attachement du ribosome a son ARNm. Les sous-unités 408 des
ribosomes qui doivent traduire un message opérent généralement par un
processus de balayage (scanning) de 'ARNm en commengant par la coiffe
(Kozak, 1994, 1992, 1989, 1978) . Elles migrent linéairement le long de la
molécule, dans une seule direction, i.e. de 5' a 3', sans arréter, ni reculer
(Kozak, 1995), jusqu'a rencontrer le premier codon AUG, situé dans un
contexte favorable, pour se joindre a la grande sous-unité 60S et former un

ribosome entier (schéma 1.5) pouvant synthétiser le premier lien peptidique.
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Figure 1.5 L'hypothése du balayage (scanning ) del'’ARNm.

1. Attachement de la sous-unité 40 S a Ia coiffe.

2. Migration linéaire le long de la molécule dARNm

3. Arrét (pause) de la migration et assemblage du ribosome
complet et fonctionnel

4. Synthése de la protéine.
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Il existe plusieurs événements connexes a cette hypothése de base,
comme le balayage incomplet (leaky scanning) ou la réinitiation, qui se
produisent a cause de la nature méme de la région 5' non-traduite et des
structures particuliéres qui pourraient s'y trouver. Dans tous les systémes
bactériens et dans certains systémes viraux, cependant, il existe un mécanisme
d'initiation interne (Pelletier & Sonenberg, 1988) afin de permettre l'accés au
site de départ de la traduction sans commencer par la coiffe. Plusieurs (Yang &
Sarnow, 1997, Stein et al., 1998) ont rapporté que des séquences particuliéres,
appelées IRES, pour Internal Ribosome Entry Sites, permettent une interaction
entre 'ARNm et certaines protéines cytoplasmiques, ce qui favoriserait un
mécanisme encore obscur d'initiation interne au niveau des cellules eucaryotes
(Makrides, 1999).
1.2.2.1.3.1 L'influence de la longueur.

La longueur constitue un premier élément structural de la région 5'
non-traduite pouvant déterminer l'efficacité d'un messager et avoir une
influence sur le balayage effectué par la petite sous-unité du ribosome ( Kozak,
1994, 1991,1988, 1987), illustré au schéma 1.6. La reconnaissance du premier
codon d'initiation par la sous-unité 40S devient une tiche difficile quand ce
codon est positionné trop prés de la coiffe, c'est-a-dire a 12 nucléotides de cette
derniere (Kozak, 1991). Plusieurs investigateurs ont également remarqué de

mauvais taux de traduction lorsque la séquence 5' non-traduite est trop courte
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(van der Heuvel et al., 1989, Sedman et al., 1990). Un allongement de la
région 5' non-traduite au-dela de 20 nucléotides a permis de constater une
augmentation significative de l'efficacité de la traduction (Kozak, 1991), a la
condition que ces séquences ne contiennent pas un taux élevé de résidus C et
G pouvant constituer des structures secondaires assez stables pour empécher le
balayage (Kozak, 1991). En fait, les messagers de la plupart des vertébrés
possédent des régions 5' non-traduites dont la longueur moyenne est de 90
nucléotides (Kozak, 1987). A I'heure actuelle, aucune séquence spécifique
d'ARNm pouvant constituer un site de liaison a des facteurs ubiquitaires
favorisant la traduction n'a été découverte (Kozak, 1994), ce qui suppose
qu'une région 5' non-traduite de bonne longueur permettrait plutdt aux
sous-unités 40S de s'aligner les unes a la suite des autres sur toute la longueur
du messager a traduire par le biais d'un recrutement précoce (Kozak, 1991).
Donc, une région 5' non-traduite de plus en plus courte ne contiendrait pas
autant de ribosomes en attente qu'une région plus allongée. Cet allongement
peut augmenter considérablement I'efficacité de la traduction in vitro (Kozak,
1991) ainsi que in vivo, quoique dans certaines conditions de croissance bien
particulieres (Kozak, 1988). Des études récentes effectuées sur la région 5'
non-traduite d'un messager tres efficace (celui de la globine) confirment que
l'excellent taux de traduction de cet ARNm s'explique par la présence d'une

région 5' non-traduite de bonne longueur ( 54 nucléotides), avec une coiffe et
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trés peu de séquences pouvant permettre la formation de structures secondaires
(Kozak, 1994). Le fait que ces séquences dARNm ont été incorporées dans
des vecteurs d'expression ( Annweiler et al., 1991, Krieg & Melton, 1984,
Needham et al., 1992) témoigne de leur efficacité dans la régulation positive de

la traduction.

Figure 1.6 . Les éléments du contrdle traductionnel dans la région 5' non-traduite:
L'influence de la longueur.

Schéma du haut : Une région 5' non-traduite longue favorise

I'accumulation des sous-unités 40 S.
Schéma du bas : Une région 5' non-traduite trop courte ne permet pas un

bon taux de traduction.
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1.2.2.1.3.2 L'influence de sites de liaison.

La présence éventuelle de sites de liaison particuliers & des protéines
dans la région 5' non-traduite constitue un sujet de recherche trés en vogue
(McGarry & Lindquist, 1985, Sleat et al., 1988, Schoffl et al., 1989, Dolph et
al., 1990, Schafer et al., 1990, Falcone & Andrews, 1991, Lee et al,, 1991, Dix
et al.,, 1992, Gallie & Walbot, 1992, Kaspar et al., 1992 et bien d'autres). En
dépit de bien des attentes, personne n'a encore identifié¢ de séquences d ARNm
ubiquitaires et conservées (comme des "enhancers traductionnels") qui
favoriseraient la liaison de divers facteurs actifs en frans dont l'action de
modulation positive sur la traduction pourrait se comparer a celle des facteurs
transcriptionnels chez les eucaryotes.

Il existe cependant des séquences particuliéres retrouvées au niveau de
la région 5' non-traduite de certains ARNm qui favorisent le controle
post-transcriptionnel de l'expression de certains génes. Une de ces séquences
est encore le IRE (Iron Responsive Element) retrouvé au niveau des régions 3'
non-traduites de I'ARNm du récepteur de la transferrine, et aussi au niveau de
la région 5' non-traduite de la ferritine (schéma 1.7). La ferritine est une
protéine pouvant séquestrer le fer dans les cellules de mammiféres, et la
synthése de cette molécule est régulée par la disponibilité en fer ( Klausner &
Harford, 1989). Cette régulation est effectuée par le répresseur IRE-BP, une

protéine de 90kd qui se lic a des séquences IRE situés dans une épingle a
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cheveux localisée dans la partie 5' non-traduite du messager de la ferritine et
située a 10 nucléotides de la coiffe (Wang et al., 1990). Si la séquence est
éloignée de la coiffe, on perd progressivement la régulation (Melefors &
Hentze, 1993). La séquence liée est une région monocaténaire située au
sommet de la boucle, de motif CAGUGN, de méme qu'un résidu de cytosine
sur la tige de I'épingle. Quand les niveaux de fer sont faibles, la IRE-BP se
trouve dans la forme réduite et peut lier aux IRE et provoquer un
encombrement stérique sur la région 5' non-traduite du messager de la ferritine,
pour inhiber la traduction de cette derniére. Quand le fer est abondant, la forme
oxydée de la protéine IRE-BP se dissocie du messager et ce dernier peut étre
traduit afin de produire la protéine pouvant séquestrer le fer et lui enlever la
toxicité qui le caractérise lorsqu'il se trouve en trop grande concentration

(Haile et al., 1989, Barton et al., 1990, Rouault et al., 1991, Constable et al.,
1992).

D'autres séquences de nucléotides situés pres de la coiffe et qui semblent
lier des protéines sont retrouvées dans les ARNm de certaines protéines de la
famille MSst87F, retrouvées dans les spermatocytes de Drosophila
melanogaster. 11 s'agit d'une série conservée de 12 nucléotides situés a 28
nucléotides de la coiffe (Schifer et al, 1990, 1993). La régulation de la
traduction de ces protéines est perdue si on bouge cette séquence plus en aval.

Un autre effet de position est retrouvé au niveau de motifs situés dans la
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région 5' non-traduite de ' ARNm des protéines ribosomales chez les vertébrés.
Ce motif consiste en une suite de 7 a 13 résidus de pyrimidines situés
immédiatement en aval de la coiffe. Plusieurs autres ARNm possedent cette
sequence (Levy et al., 1991, Kaspar et al., 1992, Loreni et al., 1993).

L'’ARNm de la thymidilate synthétase est autorégulé par la liaison de
cette protéine sur une séquence particuliére de 35 nucléotides trés riche en C et
G située autour du codon AUG. La régulation de la traduction est perdue si on
mute le codon AUG et trois résidus situés immédiatement en amont (Chu et
al., 1993). On pense que la protéine reconnaitrait une structure secondaire. Un
mécanisme similaire a été proposé dans le contrle des poly(4) binding
proteins au niveau des séquences de poly-A situées dans une région 5'
non-traduite de ces protéines (Lefrére et al., 1990). L'autorégulation est donc
un mécanisme de controle de la traduction qui est fréquemment rencontré.

Un autre systéme particulier consiste au rdle de certaines protéines
rétrovirales sur des sites de liaison situés au niveau de la région 5' non-traduite
de certains ARNm produits par HIV. Les progrés considérables de la recherche
entreprise au sujet de l'agent étiologique du SIDA ont permis la découverte de
deux petites protéines régulatrices, appelées fat et rev, qui sont essentielles a la
réplication virale dans les cellules en culture (Cullen & Greene, 1989). Ces
protéines virales effectuent la régulation de l'expression de HIV par le biais de

plusieurs mécanismes dont la reconnaissance de séquences cibles sur 'ARNm.
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Tous les transcrits de HIV-1 possédent une structure en épingle & cheveux de
59 nucléotides, appelée élément tar, située trés pres de la coiffe. L'élément tar
peut lier la protéine fat (Dingwall, 1989), et favoriser le taux de transcription
des ARNm viraux (Sharp & Marciniak, 1989, Cullen, 1990). Cette protéine est
donc un activateur de la transcription, et on obtient une grande quantité de
transcrit Vi:al pleine grandeur (revu par Cullen, 1990). Une autre protéine,
appelée rev, peut se lier a une séquence particuliére appelée RRE (Rev
Response Element) situé sur plusieurs transcrits de HIV pour en réguler
l'expression au niveau post-transcriptionnel (Heaphy et al., 1990). Tous ces
mécanismes sont impliqués dans le controle des protéines devant étre

exprimées a des étapes particuliéres du cycle de vie de HIV.
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Figure 1.7 . Les éléments du contrdle traductionnel dans la région 5' non-traduite:
L'influence des sites de liaison.

Schéma du haut : Un site de liaison situé prés de la coiffe posséde un
effet inhibiteur sur le taux de traduction du messager.
Schéma du bas : Si on déplace le site de liaison, on perd la régulation.
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1.2.2.1.3.3 L'influence des structures secondaires.

Les structures secondaires se trouvant dans la région 5' non-traduite
jouent un réle régulateur trés important que les travaux de Marilyn Kozak ont
bien mis en évidence (Kozak, 1988, 1989, 1990, 1991, 1994). En plus de
constituer le siége principal des séquences reconnues par des protéines comme
la IRE-BP (Klausner, 1989) ou des endonucléases, ces structures secondaires
possédent la capacit¢ de raccourcir la structure primaire de la région 5'
non-traduite et rapprocher ainsi la coiffe du premier codon AUG, et peuvent
¢galement constituer des obstacles pour l'attachement ou le processus de
balayage du ribosome le long de la molécule (schéma 1.8). Plusieurs
observateurs ont rapporté que la traduction de plusieurs ARNm est inhibée
lorsqu'une structure secondaire, un hybride ARN-ADN ou un hybride avec un
ARN antisens sont introduits prés de l'extrémité d'un messager sans barrer le
codon de départ AUG ni la coiffe (Crum et al., 1988, Harr et al., 1985, Kozak,
1986). 1l ne fait aucun doute que de telles barriéres encombrent le messager et
peuvent interrompre le balayage. Les études de Marilyn Kozak sur ce sujet
furent effectuées avec des modifications artificielles du messager de la
préproinsuline de rat comme modele, et ont permis d'apporter plusieurs
explications. L'introduction dune structure secondaire dans la région 5'
non-traduite de 'ARN peut avoir un impact sur la traduction, tout dépendant de

la stabilité¢ et de la position de cette structure. Si une structure trés stable est
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introduite, elle inhibera toute traduction a une étape trés hative lors du
processus d'initiation, et ce, peu importe sa position dans le messager. D'une
mani¢re générale, les structures secondaires introduites entre la coiffe et le
premier codon AUG ne facilitent pas la traduction. Une structure vraiment
inhibitrice doit avoir une énergie libre de -60 Kcal/mol ou plus selon les calculs
de Gibbs. Par contre, une structure plus labile, ayant une énergie libre de -30
Kcal/mol ou moins, pourra inhiber la traduction seulement si elle est placée a
une tres faible distance de la coiffe, comme une dizaine de nucléotides. Ce
phénomene s'explique a cause du faif que la structure secondaire est trop
massive pour permettre a la sous-unité 40S de s'engager sur le messager, et
cela confirme que la plupart des ribosomes dans la cellule doivent commencer
leur balayage a partir de la coiffe et non a partir d'un site d'attachement interne
comme chez certains virus (Sonenberg et al., 1989). Si une structure
secondaire labile est placée a une plus grande distance de la coiffe, comme a
une cinquantaine de nucléotides de cette derniére, il n'y a plus d'inhibition de la
traduction. Cela suppose que la sous-unité 40s peut dénaturer ou linéariser les
structures secondaires a la condition qu'elle soit bien engagée sur le messager,
et ce, méme si le codon d'initiation fait partie de la structure en épingle a
cheveux. On ne sait pas exactement comment le ribosome peut faire fondre la
structure secondaire qui pourrait I'arréter dans son balayage, mais on suppose

que certains facteurs d'initiation pourraient avoir une activité hélicase (Merrick,
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1992, 1994).

Contrastant avec l'incapacité de la sous-unité 40S a dénaturer les
structures secondaires stables de -60 Kcal/mol, les ribosomes entiers 80S
peuvent, dans une certaine mesure, linéariser ces structures. Il est clair,
cependant, que les ribosomes ne peuvent pas se détacher de la molécule
d'’ARNm pour "sauter" par dessus les épingles a cheveux. Dans les systémes
bactériens, par contre, le ribosome peut s'installer sur la molécule dARNm 2
des endroits adjacents au codon AUG plut6t qu'a partir de la coiffe, et éviter
les structures secondaires. Une autre notion importante est que la présence
d'une structure secondaire facile a dénaturer située en aval d'un codon de
départ AUG peut augmenter l'efficacité de la traduction en ralentissant la
vitesse de balayage, et en empéchant le ribosome de passer outre le codon
d'initiation. Il peut ainsi mieux reconnaitre le codon de départ situé légérement
en amont du site de ralentissement offert par la boucle, et une meilleure fidélité
en résulte. Le meilleur effet est rencontré lorsque 14 nucléotides séparent la
base d'une épingle a cheveux du codon AUG situé en amont, et cette distance
correspond justement a la surface dARNm recouverte par le ribosome, tel
qu'indiqué par des expériences de protection a la ARNase (Kozak, 1992). Des
expériences de positionnement artificiel de structures secondaires ont démontré
que ces dernieres peuvent augmenter substantiellement le taux de traduction a

partir de codons AUG cryptiques (Kozak, 1990), et presque tous les ARNm
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qui utilisent un codon de départ autre qu'un AUG (comme un CUG) possédent
des séquences 5' non-traduites trés riches en C et G, qui permettent un haut
degré d'appariement, permettant la formation d'une épingle a cheveux a cet
endroit. D'autre part, la présence d'une structure secondaire pres de la coiffe
peut jouer un rdle régulateur si elle est la cible d'une protéine qui agirait
comme activateur de la traduction en déstabilisant la boucle et en laissant ainsi
au ribosome tout le champ libre pour reconnaitre I'extrémité 5' du messager. En
dépit de beaucoup de recherches, il n'existe pas de tels activateurs de l'initiation
de la traduction. Les cellules de mammiféres contiennent pourtant bel et bien
des protéines qui se lient a 'extrémité 5' de messagers viraux (Kozak, 1992 et
réfs), mais rien n'indique que ces protéines seraient des activateurs de la

traduction.
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Figure 1.8 . Les éléments du contréle traductionnel dans la région 5' non-traduite:
L'influence des structures secondaires.




44

1.2.2.1.3.4 L'influence de la position du codon AUG,

La position du codon d'initiation joue un réle majeur dans la fidélité du
processus de traduction. La haute fidélité du processus de lecture du messager
est une notion fondamentale pour la vie cellulaire: les protéines dont la
synthese est mal initiée a cause d'un mauvais choix de codon d'initiation sont
soit trop longues, soit tronquées. Plusieurs résultats de recherches démontrent
que de telles protéines sont soit instables, mal maturées, ou carrément
non-fonctionnelles, ou pire, elles peuvent interférer avec les protéines
correctement synthétisées et géner ces derniéres dans leurs fonctions
essentielles. La fidélité de la traduction est avant tout déterminée par la
position du codon AUG sur la région 5' non-traduite du messager, de méme
que par la structure primaire qui entoure ce codon. Une structure secondaire
située Iégérement en aval du codon AUG peut aussi jouer un role dans le choix
de ce codon, tel que décrit précédemment. Expérimentalement, le role de la
position d'un codon AUG a été testé par l'introduction artificielle de codons
AUG supplémentaires en amont du site de départ de la traduction dun
messager efficacement traduit, celui de la préproinsuline de rat (Kozak, 1989).
L'insertion d'un codon de départ efficace dans un cadre de lecture différent de
celui normalement utilisé inhibe la traduction de la préproinsuline pour faire
place a une protéine différente de poids moléculaire plus élevé et sans fonction.

Si le codon AUG est inséré dans le méme cadre de lecture, il supplante le
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codon indigeéne, et une version rallongée de la protéine est ainsi synthétisée
(Kozak, 1983). Cette expérience démontre l'importance fondamentale de la
position du codon de départ: c'est le premier codon qui est utilisé lors de la
traduction, a la condition qu'il soit situé dans un contexte favorable. L'initiation
ne se fera pas a partir d'un autre codon AUG bien contexté lui aussi mais situé
en aval du premier et ce, peu importe si la distance entre les deux est courte ou
longue (Kozak, 1995).
1.2.2.1.3.5 L'influence du contexte.

Le contexte entourant le premier codon AUG joue un réle crucial dans
la reconnaissance correcte de ce codon d'initiation par le ribosome. On sait que
les structures secondaires peuvent jouer un réle significatif dans la
reconnaissance de ce codon: s'il fait partie intégrante d'une épingle a cheveux
de grande stabilité, il ne sera pas reconnu, de méme, s'il est situé en amont et &
proximité d'une telle structure, le ribosome pourra le reconnaitre lors de sa
pause forcée, avant de dénaturer I'épingle et entreprendre la traduction a partir
de ce point. Rappelons-nous que le postulat fondamental de I'hypothése de
balayage stipule que l'interaction entre la région 5' non-traduite de I ARNm et
un ribosome se produit essentiellement en trois étapes chez les eucaryotes:
Etape 1 : Liaison entre la sous-unité 408 et la coiffe
Etape 2 : Migration linéaire le long de la molécule d' ARNm, de la méme

fagon que le ferait une perle le long d'un fil ( beads on a string)
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Etape 3 : Arrét au niveau de la position du codon d'initiation, et
liaison de la sous-unité 60S pour former le ribosome entier.
L'observation attentive des régions 5' non-traduites de 699 séquences d'ARNm
différents chez les vertébrés (Kozak, 1987) a permis d'établir une
séquence-consensus entourant le codon d'initiation, et fut vérifiée
expérimentalement pour sa véritable efficacité (Kozak, 1986, 1987, 1989). Une
série d'expériences de mutagénese dirigée de chacun des nucléotides flanquant
le site d'initiation de la traduction du messager de la préproinsuline de rat a
permis d'établir une séquence primaire de nucléotides qui constitue un
contexte optimal pour l'arrét de la migration du ribosome et le départ de la
traduction. Le contexte favorable est :
5 GCCACCAUGG 3

Clest la Séquence-Consensus de Kozak. Dans cette nomenclature, le A du
codon AUG est numéroté +1, et les autres nucléotides sont désignés avec le
signe + ou - s'ils sont situés en 3' ou en 5, respectivement. Plusieurs
expériences ont prouvé que les contributeurs de premier plan dans l'efficacité
de ce consensus sont une purine en position - 3 (préférablement un résidu
adénine), et une guanine en position +4. L'effet combiné de ces deux résidus
dans le contexte de Kozak ont un effet remarquable sur l'efficacité¢ de la
traduction (Kozak, 1989), et il s'avére que ces deux positions sont trés

conservées dans la plupart des régions 5' non-traduites de la plupart des
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eucaryotes. Si on retrouve une pyrimidine en -3, le contexte devient
suboptimal, et la présence d'une purine en +4 devient d'une importance capitale
pour restaurer l'efficacité du consensus. Si on retrouve une purine en -3, tout
nucléotide présent en position +4 posséde alors une importance négligeable.
En contre-exemple, certains ARNm possédent des pyrimidines en positions -3
et +4, et sont trés mal traduits. Le ribosome peut stopper sa migration linéaire
et iitier la traductidn s'll rencontre le contexte optimal,et ce, sans étre affecté
par la nature des nucléotides situés plus en aval, comme ceux situés en
positions +5 et +6 (Kozak, 1997). C'est de cette fagon que le contrdle de
l'expression génétique dans les systémes de mammiféres peut étre modulé le
plus efficacement au niveau de la traduction. Au niveau des autres systemes, le
contr6le est moins efficace, notamment chez les plantes (Kozak, 1989, Jones et
al., 1988, Taylor, 1987), les insectes (Feng et al., 1991) et la levure ( Altmann
etal., 1994, Looman et al., 1993, Slusher et al., 1991).

Quand le ribosome ne reconnait pas le premier codon d'initiation a cause
du fait qu'il se trouve dans un contexte suboptimal, le ribosome continue son
processus de balayage afin de s'arréter au prochain codon AUG qui se
trouverait dans un meilleur contexte vis-a-vis les positions -3 et/ou +4, et c'est
souvent le deuxiéme codon AUG a partir de la coiffe qui est choisi dans ces
conditions, et plus rarement le troisitme. Un tel balayage incomplet (leaky

scanning) explique pourquoi deux protéines peuvent étre produites a partir d'un
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seul messager. Si le premier codon AUG se trouve trop prés de la coiffe, c'est
le deuxieme codon d'initiation qui sera choisi, s'il se trouve dans un contexte
optimal (Slusher et al., 1991, Spiropoulou et al., 1993). L'influence positive du
contexte est également mise en valeur lorsqu'un codon non-AUG constitue le
site de départ, comme les CUG, ACG, UUG ou GUG (Kozak, 1994). Lorsque
le ribosome reconnait un deuxiéme codon d‘initiatioﬁ, et s'y arréte aprés avoir
sauté le premier, on parle de réinitiation. Ces phénoménes de balayage
incomplet et de réinitiation se produisent couramment lorsque la région 5'
non-traduite contient plusieurs codons AUG, et constituent les deux fagons
d'éviter l'application de la Loi du premier codon (first-AUG rule) (Kozak
1994). L'importance de I'observation de cette loi est bien illustrée lorsque l'on
soumet une séquence de cADN quelconque poilr en déduire la structure
primaire du polypeptide y correspondant. L'erreur la plus courante est celle de
choisir comme codon d'initiation le codon AUG situé au sein du meilleur
consensus, alors que le véritable codon d'initiation est souvent situé plus en
amont, en 5'. The rule is not "the best", but "the first" | (Kozak, 1996).
L'existence de la séquence-consensus de Kozak et de ses conséquences

dans le phénomene de la synthese des protéines sont des réalités propres aux
cellules de mammifére, et nous invite a faire un parall¢le avec la séquence de
Shine-Dalgarno des systémes procaryotes! Dans ce cas bien particulier, cette

séquence (Shine & Dalgamo, 1974) est une séquence-consensus bactérienne



49

composée de plusieurs purines, avec la séquence AGGAGG, retrouvée dans la
région 5' non-traduite des ARNm bactériens, située légérement en arhont du
codon d'initiation AUG, et complémentaire avec l'extrémité 3' de I'ARNy 16S
du ribosome procaryote (Lewin, 1985). Son rdle est d'aider le ribosome & se
lier a 'ARNm, car rappelons-nous que le ribosome procaryote peut avoir
directement acces au site AUG sans avoir a migrer le long du messager comme
chez les eucaryotes. On ne sait pas si la séquence-consensus de Kozak peut
| interagir avec une composante du ribosome eucaryote lors de l'initiation, mais
son efficacité ne fait aucun doute et est exploitée avantageusement dans
plusieurs vecteurs d'expression utilisés dans les cellules de mammiféres. 11 est
cependant important de souligner que ce ne sont pas tous les messagers
cellulaires qui' possédent une séquence-consensus de Kozak, ce qui pourrait
Jouer un réle dans la régulation de la protéine y correspondant.

1.2.2.1.3.6 L'influence des sORFs. .

Il peut arriver que des codons d'arrét de la traduction (UGA, UAG et
UAA) soient retrouvés en aval dun codon de départ, dans une région 5'
non-traduite (schéma 1.9). On observe alors la présence de courts cadres de
lecture ouverts (ou sORF, short Open Reading Frames) en amont du codon
d'initiation du géne proprement dit, dont le code génétique est porté par le
messager considéré. Si un codon d'arrét est situé dans le méme cadre de lecture

que le premier codon de départ, on obtient alors un court cadre de lecture
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ouvert en amont de la séquence codante du géne principal portée par le
messager. L'observation des régles proposées par Marilyn Kozak dans ces cas
bien précis ouvre une fenétre intéressante sur un autre moyen d'effectuer la
régulation post-transcriptionnelle de certains génes par le biais de ces
séquences.

Si la regle du premier codon est observée (ie quand le premier AUG se
trouve dans un contexte le moindrement favorable), presque tous les ribosomes
vont initier a cet endroit; pour se dissocier au prochain codon de terminaison
situé non loin de 1a aprés avoir traduit le sORF et produire une agnoprotéine.
La sous-unité 60S se détache, et la petite sous-unité 40S demeure attachée au
messager pour poursuivre sa migration et réinitier au prochain codon AUG
(Kozak, 1984, 1986, 1987, 1989, 1991, 1994, 1996, 1998). Un corollaire a ce
mécanisme est que la réinitiation est un processus souvent iﬁefﬁcace dans la
région 5' non-traduite. Elle est possible en autant que le ribosome se trouve
dans une région 5' non-traduite (ce qui lui permet de traduire un sORF), mais
devient impossible a la suite de la traduction d'une région codante pleine
grandeur (Kozak, 1994). De plus, l'utilisation de messagers chimériques de
préproinsuline de rat a démontré que lefficacité de la réinitiation peut étre
modulée par la distance entre le codon de terminaison d'un sORF et le codon
AUG du cadre de lecture ouvert qui se trouve plus loin. En fait, l'efficacité de

la réinitiation augmente a mesure que la distance intercistronique augmente.
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Lorsque la distance est trés courte, il n'y a pas de réinitiation. Lorsque cette
distance est de 79 nucléotides ou plus, les ribosomes réinitient avec une plus
grande efficacité, et produisent autant de messager que s'il n'y avait aucun
SORF en amont du géne codant (Kozak, 1987). De plus, les mémes regles
concerant l'efficacité d'un contexte favorable a l'initiation de la traduction
s'appliquent dans le cas du codon de départ du deuxiéme cistron, mais, a cause
de l'effet de distance, l'efficacité de la réinitiation ne se limite pas au premier
codon AUG optimal qui serait situé en aval du sORF. La réinitiation est
efficace si le SORF est court (Abastado et al.,, 1991 Werner et al., 1987,
Sedman et al., 1988), et elle peut cependant étre bloquée en introduisant une
structure secondaire non-labile entre le SORF et la deuxiéme région codante.
Dans la plupart des cas, vu que les distances sont généralement courtes entre
un sORF et la deuxiéme région codante située plus loin, l'inefficacité de la
traduction qui en résulte suggére que le présence d'un sORF a pour effet de
réduire le taux de traduction du messager, et apporte un élément de controle
supplémentaire. C'est un mécanisme qui semble important pour le contrle de
certains geénes impliqués dans le développement ( Han et al., 1993, Zelent et
al,, 1991), la tissu-spécificité (Sergeev et al., 1993) ou la régulation de la
réplication (Moustakas et al., 1993 ) et de la pathogénicité (Petty et al., 1990,
Hofmann et al., 1993, Ozawa et al., 1988) de certains virus. Afin d'expliquer

pourquoi une grande distance intercistronique est essentielle pour favoriser la
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réinitiation, il fut suggéré (Kozak, 1987) que la sous-unité 40S ne peut
reconnaitre un codon AUG & cause du fait quil n'y a pas de résidu
méthionine-ARNtmet sur le site A de la sous-unité 408, et qu'une distance de
migration assez grande le long de 'ARNm donnerait assez de temps a la
sous-unité de trouver un autre Met-ARNtmet et avoir ainsi la compétence de
réinitier la traduction.

Chez le géne GCN4 de la levure, il existe un systéme de régulatipn
génétique qui utilise les mécanismes régissant la réinitiation. Le géne GCN4
code pour un ARNm possédant quatre sORFs dans sa région 5' non-traduite. Il
est présent de fagon constitutive dans la cellule, et le produit de sa traduction
est un facteur transcriptionnel qui active l'expression des génes impliqués dans
la biosynthése des acides aminés. Le messager est traduit uniquement quand la
cellule est privée d'acides aminés. Dans ce cas précis, 'accumulation des ARN
de transfert non-jumelés a leurs acides aminés respectifs permet l'activation
d'une kinase qui phosphoryle et inactive elF-2 (Dever, 1992), un facteur
d'mitiation essentiel a la synthése des protéines. Le mécanisme de controle ne
s'arréte pas a ce niveau, car les ribosomes, a leur tour, ne commencent que
difficilement la synthése des protéines a partir du premier des nombreux sORF
du messager de GCN4 a cause du manque d'acides aminés et de l'inactivation
du facteur eIF-2. Les ribosomes migrent donc le long du messager, et se

rapprochent de plus en plus du cinquieéme codon AUG a partir de la coiffe.
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Pendant tout ce temps, au moins un ribosome peut trouver un Met-ARNtmet
pour devenir compétent et initier la synthése de GCN4, qui activera les genes
impliqués dans les voies métaboliques de la synthése de novo des acides
aminés manquants. Dans le cas d'une abondance d'acides aminés, les sORF en
amont de la région codante de GCN4 sont efficacement traduits, et
virtuellement aucun ribosome ne peut atteindre le cinquiéme AUG, étant donné
que les chances de réinitiation s'amenuisent au fur et a mesure de la migration
le long d'un messager. Le contrdle de la synthése de la protéine GCN4 se fait
donc au niveau de l'initiation de la traduction, et peut étre intimement relié a la

quantité¢ d'acides aminés se trouvant dans la cellule (Hinnebusch, 1990).
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1.2.2.2 Elements agissant en trans sur 'ARNm.

1.2.2.2.1 Les facteurs traductionnels.

Le principal élément régulateur de la traduction consiste en la
disponibilité des facteurs d'initiation qui permettent la formation d'un complexe
ternaire et d'un ARNm activé (Merrick, 1992) . Les éléments actifs en trans
peuvent se dissoéier facilement de I'ARNm, et consistent en plusieurs facteurs
agissant durant les étapes de l'initiation, de I'élongation et de la terminaison de
la traduction. L'utilisation des facteurs purifiés et des systémes artificiels
reconstitués, a permis de comprendre ce processus (Henshaw et al., 1971, Pain
& Clemens, 1983, Merrick, 1992, 1994). Par exemple, l'initiation, premiére
¢tape dans la synthése des protéines, se déroule en quatre étapes, et on y
retrouve plusieurs facteurs actifs en trans, et soumis a des controles trés serrés
par le processus de phosphorylation. De méme, un facteur d'initiation bien
particulier, eIF-4E, est un proto-oncogéne: il joue un role important dans la
régulation de la prolifération cellulaire. Il coopére directement avec deux
oncogenes immortalisants, E1A et v-myc, en induisant la transformation de
cellules fibroblastiques d'embryon de souris (Sonenberg et al., 1992). On pense
aussi que elF-4E est complémentaire 3 la voie d'activation du proto-oncogene
ras, puisque son activit¢ est grandement augmentée dans les cellules

surexprimant elF-4E (Sonenberg et al., 1992). On peut donc penser que la
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dérégulation de l'activité de plusieurs facteurs d'initiation (comme eIF-4B ou
elF-2) ou I'inhibition de leur phosphorylation résulte en une transformation
aigué des cellules. La connaissance des phénoménes de prolifé’ration et de
différentiation cellulaires au cours de l'ontogenése nous permet d'obtenir une
meilleure compréhension des effets combinés de la phosphorylation des
différents facteurs d'initiation de la traduction et de l'augmentation de la

traduction spécifique des ARNm (Sonenberg et al., 1993).

1.2.2.2.2 La gymnastique du ribosome.

Un survol des différents mécanismes du contréle de la traduction ne
pourrait étre complet si on omettait de mentionner que le ribosome entier est
lui-méme capable de diverses prouesses lorsqu'il s'engage dans la lecture d'un
messager. C'est pourquoi la séquence d'une protéine ne peut pas toujours étre
déduite d'aprés la simple observation de la structure primaire de son ARNm
correspondant. La recherche sur la gymnastique du ribosome a permis la
découverte de plusieurs mécanismes qui nous invitent a qualifier le ribosome
lui-méme d'élément actif en trans sur un messager.

Il faut noter, toutefois, que toutes ces études ont été réalisées in vitro,
avec des systemes de traduction artificiels de lysats de réticulocytes, et la
plupart des modéles étudiés sont des systémes bactériens ou viraux. Il faut

¢galement noter que les événements entourant la gymnastique du ribosome se
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produisent quand ce dernier effectue la lecture de la région codante.
1.2.2.2.2.1 Les sauts du ribosome.

Ce phénoméne se produit lorsque la paire codon-anticodon se déstabilise
et permet au ribosome de glisser le long de 'ARNm. Cet événement n'a rien a
voir avec la migration de la sous-unité 40S lors de l'initiation. Puis, un nouvel
appariement codon-anticodon s'effectue, et la traduction se poursuit. On
obtient ainsi une protéine beaucoup plus petite que ce qui est attendu s'il n'y
avait pas eu de tels sauts. Si le réengagement du ribosome s'effectue dans un
cadre de lectufe différent, une protéine totalement différente a ce qui est
attendu d'aprés la structure primaire est obtenu. Un tel changement de cadre de
lecture est nommé frameshifting.

Un saut requiert un site de départ et un site d'arrivée plus en aval. Il peut
¢galement y avoir superposition des deux sites, comme dans la séquence
GUGUA. Un autre élément de ce systéme consiste en la nature du polypeptide
naissant. Cet élément accroché au ribosome péut permettre a ce dernier d'avoir
une conformation particuliére et effectuer un saut. C'est le mécanisme qui a été
proposé dans l'autorégulation de la tubuline.

Le mécanisme d'autorégulation de la synthés de la beta-tubuline illustre
comment le ribosome, ainsi que le produit de la traduction, peuvent agir
comme €léments de régulation agissant en trans sur I'ARNm (Cleveland,

1988). La beta-tubuline peut former un hétérodimére avec l'alpha-tubuline, et il
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existe un équilibre entre les monoméres de tubuline libre et celle qui est
polymérisée dans les microtubules. La stabilité de 'ARNm de la beta-tubuline
est régulée par la concentration d'hétérodimeéres libres. A mesure que la
beta-tubuline nouvellement synthétisée émerge du ribosome, le tetrapeptide
naissant posséde une structure particuliére (Yen et al., 1988) qui attire un
monomere d'alpha-tubuline, ou un facteur cellulaire non-identifié¢ (Theodorakis
& Cleveland, 1992). Puis, une liaison s'effectue. Cette liaison active une
ARNase qui se situe dans le ribosome, et 'ARNm de la beta-tubuline est alors
dégradé. Cet événement se produit seulement si la concentration
dhétérodimeres libres est élevée, et si 'ARNm est traduit. Dans le cas mverse,
il ne se produit aucune liaison au niveau du polypeptide naissant, et 'ARNm
demeure intact. Ce mécanisme d'autorégulation n'est peut-étre pas unique a la
tubuline, et comme il a été démontré que la déstabilisation de 'ARNm requiert
une translocation du ribosome (Gay et al., 1989), il fut suggéré que la présence
du polypeptide naissant aide le ribosome a effectuer des sauts sur ARNm, ce
qﬁi nuirait au processus traductionnel (Atkins et al., 1990).

1.2.2.2.2.2 Le frameshifting .

Cet événement se produit quand il existe un changement du cadre de

lecture, et la plupart de ces changements surviennent lorsqu'il y a un glissement
tres bref de 'ARNt sur le messager. Cela se produit a cause de la présence de

séquences tres particuliéres, comme A AAA AAC, U UUU UUA, et G GGA
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ACC chez les rétrovirus. Une séquence qui favorise particuliérement les
frameshifts est A AAA AAG. 11 faut noter aussi que ces séquences glissantes
ne suffisent pas pour expliquer les incidences élevées de changement de cadre
de lecture. Des séquences adjacentes ou méme des structures secondaires
peuvent favoriser le glissement, surtout chez les rétrovirus. Dans d'autres
systémes viraux, un repliement de la molécule d'ARNm pour favoriser une
interaction ARN-ARN entre certaines séquences situées en 3' et une structure
secondaire située prés d'une séquence glissante constitue un autre élément peu
usuel favorisant le frameshifting. Un tel pseudonoeud est chose courante chez
certains rétrovirus. Une délétion des séquences situées en 3' réduit beaucoup
les événements de frameshifting dans un tel systéme. Notons aussi que
lorsqu'un ribosome rencontre un codon d'arrét peu de temps aprés avoir
changé de cadre de lecture, une protéine tronquée est synthétisée, ce qui
constitue une autre conséquence du frameshifting,

1.2.2.2.2.3 Le readthrough.

Cet événement se produit lorsque le ribosome ne reconnait pas un codon
d'arrét de la traduction, et se résulte en la fabrication d'une protéine
considérablement plus grande. Ces protéines allongées sont fonctionnelles dans
bien des cas, notamment dans certains systémes viraux ou le produit d'un
readthrough est impliqué¢ dans la virulence (Ishikawa et al., 1986). Les

evénements de frameshifting et de readthrough ont des effets sur le produit de
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la traduction qui ressemblent beaucoup aux effets de l'utilisation de promoteurs
alternatifs ou d'épissage différentiel, car dans ces cas, une ou plusieurs
protéines différentes sont obtenues a partir d'un méme messager. Les systémes
viraux semblent moins privilégier I'épissage alternatif que les cellules

eucaryotes, sauf pour quelques exceptions, comme le virus SV-40.
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1.3 Le Récepteur des Glucocorticoides (GR) comme modéle de

régulation post-transcriptionnelle

Plusieurs protéines cytoplasmiques ont pour role de se lier aux hormones
stéroidiennes. Ces récepteurs constituent en fait une famille de facteurs
transcriptionnels qui partagent plusieurs caractéristiques communes, y compris
la capacité d'interagir directement avec I'ADN. Pour ce faire, il faut tout
d'abord que la protéine puisse étre activée par le biais d'une liaison spécifique
avec le stéroide approprié, pour ensuite atteindre le noyau cellulaire ou
s'exercera une liaison avec une partie du matériel génétique qui s'y trouve.
Cette interaction aura pour conséquence la synthése de différents ARNm et de
plusieurs protéines qui modifieront les fonctions cellulaires en réponse a la
présence de 'hormone.

1.3.1 Le GR est un facteur transcriptionnel.

Les recherches qui furent entreprises sur le Récepteur des
Glucocorticoides (GR) depuis plus de vingt-cinq ans (Gustafsson et al., 1987)
ont beaucoup contribué a l'avancement des connaissances au sujet des
récepteurs nucléaires et des facteurs transcriptionnels. On sait aujourd'hui que
le GR est une protéine de 90-95 Kd, comportant 780 acides aminés et trois
groupements phosphates, qui joue un role de premier plan dans le maintien de

la vie cellulaire par le biais de sa capacité a se lier 2 'ADN du noyau. Chez
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I'étre humain, tout comme chez le rat, le GR est un récepteur hormonal qui
partage beaucoup de points communs avec les facteurs de transcription, méme
au niveau de sa structure chimique (Gigueére et al., 1986, Zong et al., 1990,
Encio & Detera-Wadleigh, 1991).

Le GR posséde trois domaines modulaires: le domaine central est un
domaine de liaison a I'ADN, pour lier une séquence spécifique, et est flanqué
d'un domaine de transactivation situé a l'extrémité amino qui lui permet
d'interagir avec d'autres facteurs transcriptionnels, et d'un domaine de ligison
au ligand situé a l'extrémité C-terminale (Figure 1.10). Cette modularité est
¢galement représentée au niveau génétique: on sait que les différents domaines
fonctionnels du GR sont codés par des exons distincts dans le géne de cette
molécule (Jacobson 1991, Encio & Detera-Wadleigh, 1991, Strihle et al.,
1992). Au point de vue purement comparatif, les récepteurs nucléaires ont été
subdivisés en six régions (A a F) sur la base de I'homologie que I'on retrouve
entre les structures primaires de ces molécules (Figure 1.10). Des études de
mutagénése définissent les régions C et E responsables de la liaison a I'ADN et
au ligand, respectivement (Evans, 1988, Green & Chambon, 1988). Les régions
Aet B contiennent un domaine de transactivation qui peut étre tissu-spécifique
ou méme promoteur-spécifique (Tora et al., 1988, Tasset et al., 1990), une
fonction activatrice est associée a la région E, et les roles des régions D et F

restent encore a élucider (Zelent et al., 1991).
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Figure 1.10 . Les domaines modulaires du Récepteur des Glucocorticoides.

Les récepteurs nucléaires sont subdivisés en six régions, sur la base de
I'homologie que I'on retrouve entre les structures primaires de ces molécules.

Régions A et B : Domaine de transactivation.

Région C

. Site de liaison a 'ADN.

Régions D et F : Varient considérablement d'un type de récepteur

Région E

a l'autre.
: Site de liaison au ligand, incluant une fonction
activatrice.
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Le récepteur des glucocorticoides est maintenu dans sa forme inactive
dans le cytoplasme par une interaction protéine:protéine avec une molécule
chaperon. C'est une protéine de choc thermique de 90 kd (hsp90, Mendel et al.,
1986, Pratt et al., 1988). Les molécules chaperons sont d'une trés grande
importance pour la vie cellulaire (Rothman 1989, Georgopoulos 1992, Ellis &
Van der Vies, 1991, Gething, 1992). Elles empéchent les interactions
incorrectes entre les protéines qui ne sont pas encore repliées. Les chaperons
de classe I escortent les protéines naissantes pour stabiliser les chaines
polypeptidiques en cours de synthése et en créant un environnement favorable
au repliement, a I'assemblage des protéines ou a leur maintien sous la forme
dépli¢e. Les chaperons de classe II, ou chaperonines, sont d'énormes structures
en forme de panier. La protéine se loge dans la cavité, protégeant ainsi les sites
vulnérables a l'aggrégation. Les chaperonines mitochondriales hsp60 et hsp 10
sont de bons exemples, tout comme hsp 90. Cette derniére est une chaperonine
~ spécialisée retrouvée en forte concentration dans le cytoplasme, et qui interagit
avec deux classes de protéines particuliéres: certaines protéines kinases
impliquées dans la transduction intracellulaire, et les protéines récepteurs des
hormones stéroides, comme le GR. C'est sous la forme d'un complexe de deux
molécules de hsp90 jumelées avec une molécule de  GR que les
glucocorticoides rencontrent leur récepteur dans le cytoplasme (Mendel & Orti,

1988).
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Figure 1.11 : L'effet des glucocorticoides s'effectue par l'intermédiaire d'un
récepteur spécifique pouvant se lier A certaines séquences particuliéres d'ADN au

1
2
3.
4,
5
6

7.
8.
9
1

0.

niveau du noyau cellulaire.

Présence du corticostéroide dans I'environnement cellulaire.
Entrée du ligand dans la cellule.

Liaison au GR.

Activation du GR.

Translocation nucléaire.

Dimérisation du GR.

Liaison & I'ADN du noyau.

Action du GR en tant que facteur transcriptionnel.

L'ARN messager est dirigé vers le cytoplasme.

Synthése des protéines, et action cellulaire.



66

Dans le plasma sanguin, les corticostéroides voyagent en étant jumelés a
une protéine, la transcortine, qui fait partie d'une famille de protéines sécrétées
par le foie, les globulines. Les glucocorticoides font leur entrée dans la
cellule-cible en suivant les lois de la diffusion simple, quoique des observations
de diffusion facilitée ont déja été décrites (Harrison et al., 1974, Rao et al.,
1976, Rao et al., 1977). La liaison entre une molécule de glucocorticoide et son
récepteur se produit dans le ratio 1 pour 1, et il s’agit d'une réaction dont
I'équilibre s'effectue selon les lois de Michaelis-Menten (1913). En absence
d’hormone, le GR est séquestré dans une forme inactive par association avec
hsp90 et d'autres protéines. Le complexe protéique maintient également le
récepteur dans une conformation qui posséde une haute affinité pour I'hormone
(Nemoto et al., 1990) afin de favoriser une rencontre. Quand I'hormone se lie
au récepteur, le complexe hsp90-GR est dissocié, un dimére de hsp90 est libéré
(Denis et al., 1987) ce qui favorise le reldichement du récepteur activé dans le
cytoplasme.

| A 1a suite de son changement de conformation, le récepteur activé

possede la capacité d'étre dirigé vers le noyau cellulaire (schéma 1.11). Il faut
souligner qu'il existe des signaux favorisant la localisation nucléaire du GR
chez le rat, et ils sont situés a deux endroits de la molécule (Picard &

Yamamoto, 1987). C'est prés de cette région que réside le site responsable de
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l'interaction avec les chaperonines (Pratt et al., 1988). Plusieurs autres
protéines possédent des signaux favorisant l'accumulation au niveau du noyau
(Dingwall & Laskey, 1986, Silver & Hall, 1987, Nigg et al., 1991, et Dingwall
& Laskey, 1992). Ce sont des segments de protéines favorisant la diffusion
facilitée, la rétention intranucléaire ou l'interaction avec la machinerie du
transport actif vers le noyau (de Robertis, 1983). 1l est clair, cependant, que la
localisation nucléaire du GR est hormono-dépendante. Certains auteurs
réfutent la thése de la translocation, en prétendant qu'il existerait un pool de
GR strictement nucléaire, suite a certaines observations microscopiques (Akner
et al., 1994).

Dans le but de reconnaitre leurs génes-cible sans ambiguité, les facteurs
transcriptionnels s'associent souvent deux par deux. Il ne fait aucun doute que
la dimérisation du GR constitue une étape trés importante qui précéde son
interaction avec I'ADN et/ou avec d'autres diméres situés sur le méme
promoteur afin de permettre une transactivation par synergisme (Schiile et al.,
1988, Tsai et al., 1989). En fait, la dimérisation constitue un élément-clé dans
l'interaction du GR avec un GRE (Dahlmann-Wright et al., 1991). Des études
in vitro ont prouvé qu'un monomere de GR ne se lie que faiblement a ' ADN, et
quun dimere posséde une affinité beaucoup plus grande pour un GRE qu'un
monomere. La force de liaison a 'ADN est donc augmentée. De plus, la liaison

d'un monomeére seul ne confere pas de réponse hormonale, et c'est la formation
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d'un homodimére qui détermine la liaison du GR & I'ADN. (Drouin et al,
1992).

En outre, la séquence reconnue dans le génome est deux fois plus
longue. Cela augmente beaucoup la sélectivité de la reconnaissance. Le facteur
de transcription peut alors retrouver sans ambiguité les séquences régulatrices
de ses genes-cibles au sein d'un génome cellulaire immense.

Le domaine de liaison a I'ADN est constitué de deux doigts de zinc, et
chacun est codé par un exon bien distinct dans la région codante du géne du
GR (Arriza et al., 1987, Huckaby et al., 1987). C'est également le cas pour le
ER (Ponglikitmongkol et al., 1988). La séquence d'ADN reconnue par le GR
est un GRE, pour Glucocorticoid Response Element (Yamamoto, 1985) C'est
la méme séquence d'ADN que celle reconnue par le récepteur des
minéralocorticoides (MRE), des androgénes (ARE) et de la progestérone
(PRE) (Strdhle et al., 1987). 1l s'agit d'une séquence-consensus de 15 bases
azoteées retrouvée dans ou a proximité des génes hormono-dépendants
(Chandler et al., 1983, Ponta et al., 1985, DeFranco & Yamamoto, 1986,

Miksicek et al., 1986). La structure primaire d'un GRE complet est la suivante:

5 AGAACAnNnNnTGTTCT =

Ce site contient donc deux séquences hexanucléotidiques et

pseudo-palindromiques (inverted imperfect repeats) positionnées en directions

"o 1

opposées et séparés par trois bases. Les lettres "n" signifient que n'importe
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quelles bases azotées peuvent se trouver entre les pseudo-palindromes. Ce site
de liaison permet la formation d'une structure locale particuliére au niveau de la
double-hélice de la molécule d'ADN, et posséde la géométrie requise pour une
interaction intime avec le DBD de GR, et il semble méme qu'un contact direct
soit établi entre un acide aminé du DBD et le GRE (Wright, 1993).

La deuxieme famille de récepteurs stéroidiens est celle qui inclut les
récepteurs des estrogenes (ER), de 'hormone thyroidienne (TR), de l'acide
rétinoique (RAR) et de la vitamine D3. (Beato, 1988).

C'est I'étude comparative des séquences d'ADN liées par les récepteurs
stéroidiens ainsi que 1'étude trés précise de la nature et de la stéréochimic des
résidus d'acides aminés des domaines de liaison a I'ADN de ces mémes
récepteurs, qui permettent de déduire l'origine évolutive des récepteurs
stéroidiens. On croit que ces molécules proviennent d'un méme précurseur.

L'inhibition de la transcription par le GR a été trés bien documentée. Ce
mécanisme s'inscrit dans la régulation négative de certains génes, et c'est un
phénomene trés répandu, qui a fait l'objet d'études trés approfondies (Akerblom
et al., 1987, Bimberg et al., 1983, Charron & Drouin, 1986, Drouin et al.,
1989, Fremeau et al., 1986, Frisch & Ruley, 1987, Guertin et al., 1983, Israel
& Cohen, 1985, Sakai et al., 1988, Nakai et al., 1991 et beaucoup d'autres).

Par exemple, I'investigation des séquences promotrices en amont du

geéne de la prolactine bovine a permis la découverte de séquences particuliéres
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qui jouent un réle de premier plan dans la régulation négative par les
glucocorticoides au niveau de 'hypophyse antérieure (Sakai et al., 1988). 1l
s'agit d'une séquence appelée nGRE, pour negative glucocorticoid response
element. La séquence-consensus d'un #GRE est la suivante :
58 CGTCCA 3

Cette séquence se retrouve au niveau du promoteur du GR humain (Zong et
al., 1990), et aussi au niveau du promoteur de la pro-opiomélanocortine
(POMC) (Drouin et al., 1993).

Ainsi, la régulation négative du géne POMC s'effectue par l'interaction
qui existe au niveau de plusieurs facteurs transcriptionnels liant ADN au
niveau des séquences promotrices de ce géne. Il fut observé (Drouin et al.,
1993) qu'un homodimére de GR se lie @ un »GRE sur un seul c6té de la
molécule d'ADN, et favorise la liaison d'un troisiéme monomeére sur le coté
opposé, par coopérativité. Le nGRE se trouve ainsi pris en sandwich entre les
molécules de GR. 1l a été montré qu'un tel complexe trimoléculaire n'a pas la
capacité de réprimer l'initiation de la transcription peu importe la distance ou le
contexte (Therrien & Drouin, 1991), ce qui suppose une interaction avec
d'autres facteurs de transcription situés en amont ou en aval du nGRE. Un
mécanisme d'interférence est également possible si on considére qu'un tel
complexe situé¢ de part et d'autre sur la double-hélice de I'ADN pourrait en

changer la conformation. Ceci pourrait interférer avec les interactions normales
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se produisant au niveau du promoteur (Therrien & Drouin, 1993), ce qui
constitue un genre d'interaction d'une nature beaucoup plus élaborée qu'une
simple encombrement stérique sur le promoteur (Nakai et al., 1991).

Un autre mécanisme fut proposé pour expliquer I'effet inhibiteur du GR
sur le promoteur de l'ostéocalcine humaine. Il s'agit d'un événement de
compétition entre le GR et le facteur d'initiation de la transcription TF-IID
(Strémstedt et al., 1991). Ici, un GRE dégénéré dont la structure primaire
posseéde quand méme beaucoup d'homologie avec la séquence-consensus du
motif GRE est superposé avec la boite TATA du promoteur de l'ostéocalcine.
Méme si aucun test fonctionnel in vivo n'a été effectué pour vérifier cette
hypothése, on peut penser que le GR pourrait réprimer l'activité dun
promoteur en compétitionnant avec la liaison des facteurs impliqués dans
I'nitiation de la transcription, et effectuer la régulation négative de ce gene.

Un autre type de séquence pouvant lier le GR est le dsGRE, signifiant
delayed secondary glucocorticoid response element. les hormones
stéroidiennes peuvent en effet réguler l'expression de plusieurs génes dont la
réponse est tardive plutot quiimmédiate. L'arrangement de ce site de liaison
differe beaucoup de celui retrouvé dans la séquence-consensus du GRE. Dans
cette dernicre, les demi-sites sont des séquences pseudo-palindromiques
disposées dos-a-dos, en positions inversées, et obligatoirement séparées par

trois bases. Cette séparation est essentielle au fonctionnement du site tout
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entier, car elle favorise l'occupation coopérative du site par un dimére de
récepteur (Chalepakis et al., 1990, Dahlman-Wright et al., 1990, Wrange et al.,
1989), le positionnement adéquat des domaines de transactivation du récepteur
vis-a-vis les composantes de l'appareil transcriptionnel (Hard et al., 1990,
Schena et al., 1989), et pour l'activité générale du récepteur (Dahlman-Wright
et al., 1991). Si les demi-sites sont disposés autrement que dos a dos, la liaison
du récepteur devient inefficace et perd toute sa spécificité hormonale
(Dahlman-Wright et al., 1991). Par contre, l'arrangement des demi-sites de
dsGRE peut étre trés hétérogene. La séparation peut aller jusqu'a cinq bases
azotees, et les séquences pseudo-palindromiques peuvent étre orientées en

directions opposées ou identiques. Voici un exemple:

5 AGTTICGTGTCACGACCCGTGTGAGGCTTGA =3
Cela ouvre la porte a une foule d'interactions possibles entre les domaines de
transactivation, et contribue probablement au délai attendu entre la liaison des
GR et la réponse génétique dans les géhes a réponse lente (Chan et al., 1991).
La régulation positive de la transcription par le GR fut elle aussi trés

bien documentée. Car il fut découvert que le GR posséde également une action
stimulatrice sur I'expression génétique au niveau d'une foule de promoteurs et
dans une foule de tissus, incluant méme le promoteur du géne de I'ANF
exprim¢ spécifiquement dans le muscle cardiaque (Argentin et al., 1991).

A T'échelle moléculaire, le GR posséde une influence positive sur
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l'appareil transcriptionnel en favorisant et en stabilisant la formation des
complexes de pré-initiation au niveau de la boite TATA des promoteurs
eucaryotes (Freedman et al., 1989, Tsai et al., 1990, Tsai & O'Malley, 1994).
Certains (Cordingley et al., 1987) ont proposé que la simple interaction entre le
GR et son site de liaison sur I'ADN favorise le déroulement de la chromatine.
Selon ce modele, la charge ponctuelle négative du domaine de transactivation,
qui est de grande taille, fait compétition avec les histones des nucléosomes et
déplace ces demniers. Cela favoriserait ainsi le dénudement local de I'ADN au

sein du chromosome.

1.3.2 La distribution tissulaire du GR
Le GR est une protéine retrouvée dans la plupart des tissus chez les

mammiféres, a cause de ses nombreuses fonctions essentielles pour assurer
I'homéostasie cellulaire. Cependant, plusieurs équipes ont rapporté 'absence de
cette molécule dans certains tissus particuliers chez le rat. Ce sont: le lobe
intermédiaire de lhypophyse (Antakly et al., 1985), les cellules de
l'endothélium hépatique et les cellules de Kupffer (Antakly & Eisen, 1984), le
tissu utérin, la prostate, les vésicules séminales, la vessie, le tissu adipeux et le
jéjunum (Ballard et al., 1974). Le GR brille aussi par son absence dans les
glomérules de Malpighi et le tubule contourné proximal du tissu rénal (Farman

et al, 1991) de méme que dans les cellules acinaires des glandes
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sous-maxillaires (Antakly et al., 1991). Une controverse existe au sujet de la
présence du GR dans les neuronés et lymphocytes (Teasdale et al., 1986, Fuxe
1985, Gametchu, 1987).

1.3.3 La distribution cellulaire du GR.

Plusieurs investigateurs ont rapporté que le GR se trouve dans le
cytoplasme et dans le noyau. Les techniques  conventionnelles
d'immunohistochimie concluent que le GR est deux fois plus abondant dans le
noyau que dans le cytoplasme dans les cellules intactes de parenchyme
heépatique HTC (Rossini & Malaguti, 1994). Plusieurs ont localisé la forme
active et la formé inactive de cette molécule au niveau de la membrane
plasmique, du noyau et de plusieurs organites cellulaires incluant le
cytosquelette, en particulier les microfilaments et les microtubules (Akner et
al., 1991), étant donné que le GR est invariablement co-localisé, co-purifié et
co-polymérisé avec la tubuline (Akner et al., 1995). Le GR serait donc une
protéine cellulaire faisant partic du vaste groupe des MAPs
(microtubule-associated proteins). On a méme observé que le récepteur de la
vitamine D, qui est un autre récepteur stéroidien, interagit transitoirement avec
les microtubules a la suite de sa liaison avec son ligand (Barsony & McCoy,
1992). Dans le noyau, le GR est associé a un petit ARN (le snRNA) au sein de
petites particules ribonucléoptotéiques (snRNP) qui sont bien connues pour

leur participation active dans les processus de la maturation des ARNAn en
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ARNm. Notons une observation importante: a la suite dun traitement
hormonal, aucune distribution préférentielle de GR ne fut observée dans les
cellules en culture (Akner et al., 1994), ce qui suggére l'existence putative de
deux populations indépendantes de GR au sein du cytoplasme d'une part, et du
noyau d'autre part, ce qui invaliderait la théorie de la translocation

intranucléaire du GR a la suite de sa liaison avec son ligand.

1.3.4 L'organisation du géne du GR de rat.

C'est au niveau du noyau cellulaire que l'activité du dimére de GR
activé s'exerce, principalement (schéma 1.11). La position centrale de cet
organite dans la vie cellulaire lui permet de contrdler les diverses fonctions
essentielles du cytoplasme et des autres organites. De plus, la molécule d'ADN
nucléaire constitue le dépositaire principal du patrimoine génétique de la
cellule.

Le gene du GR est divisé en huit exons codants, distribués sur une
longueur de 125 kb d'ADN. Chaque domaine du GR est codé par son propre
exon, ou sa propre série d'exons (schéma 1.12). Le géne contient deux sites de
polyadénylation, et au moins huit exons non-traduits situés en 5', chacun étant
sous la gouverne de son propre promoteur distinct.

Les promoteurs associés a chaque exon non-codant, tels 'exon 1A et

l'exon 1B, possédent des séquences trés riches en C et G. On parle alors d'flors
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C,G. On y retrouve également des séquences-consensus pour le facteur
transcriptionnel Sp-1, et un site de liaison au CTF (CAAT Transcription
Factor), de ‘méme qu'une séquence-consensus nGRE. De plus, certains
segments montrent une symétrie bilatérale de séquences inversées, suggérant
un site de liaison probable pour d'autres facteurs transcriptionnels (schéma
2.1). Par contre, on ne retrouve pas de consensus de boite TATA (la séquence
TATAAT), bien que l'on retrouve plusieurs sites d'initiation de la transcription,
tel que révélés par des expériences de primer extension sur 'ARNm du GR de
rat (Jacobson, 1991).

Ces séquences promotrices d'exon 5' non-traduits partagent une grande
similarité avec celles des génes de réponse aux facteurs de croissance, et aux
genes des enzymes du maintien des fonctions métaboliques de base de la
cellule, les housekeeping genes (Hoffmann et al., 1987). Ces séquences sont
également trés similaires aux promoteurs associés a d'autres récepteurs
stéroidiens, tel le récepteur de la progestérone (PR) (Sakai et al., 1988).

Il est clair que la transcription compléte d'un géne d'une telle envergure
par 'ARNpolll est de trés longue durée. L'immense intron de plus de 100 kb
retrouve entre I'exon 2 et I'exon 3 y contribue grandement. 11 fut calculé (Ucker
& Yamamoto, 1985) qu'a un taux d'élongation de 20 a 25 pb par seconde in
vivo, la réaction de polymérisation requise pour la formation dun ARNAn

complet prendrait plus d'une heure et demie. C'est la durée du délai attendu
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entre le moment de l'application de glucocorticoides et un changement
subséquent dans les taux cellulaires de GR (généralement une diminution des
quantités de cette protéine), sans affecter la demi-vie de I'ARNm. Clest ce qui a
¢t¢ observé (Dong et al., 1988) par le biais d'expériences de run on nucléaires:
suite & un traitement au dexaméthasone, aucune modification du taux de
transcription de I'ARNm n'est observé dans les deux heures suivant
'administration de médicament dans une préparation de noyaux cellulaires de
foie de rat. Les premiers effets sont mesurables dans les quatre heures suivant
l'application de dexaméthasone, et cette diminution du taux de transcription
correspond a une diminution du taux de traduction de la protéine, dans des
conditions expérimentales in vitro.

L'existence de promoteurs multiples de ce genre suggére une ségrégation
putative de régions de contrdle de l'expression génétique, ce qui implique que
ces promoteurs seraient activés de fagon différentielle, afin de générer toute
une famille dARNm exprimés différentiellement en diverses périodes du cycle
cellulaire ou de l'ontogénése ou dans différents tissus. Nous verrons qu'au
moins une de ces régions 5' non-traduites retrouvées dans cette région
promotrice contient tous les éléments de régulation pouvant affecter l'efficacité
de la traduction. |

L'organisation du gene du GR chez le rat est trés similaire avec celle

d'un autre géne trés complexe, le géne Antennapedia (4ntp) chez la
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drosophile. Ici aussi, le locus génétique est trés long, de plus de 100kb
(Schneuwly et al., 1986). Il posséde au moins deux promoteurs alternatifs
(Laughon et al., 1986), et deux sites de polyadénylation. Les exons 5'
non-traduits codent pour des séquences situées dans le méme cadre de lecture
que le premier exon codant, et contiennent de nombreux codons d'initiation de
la traduction AUG. Chaque région 5' non-traduite est associée a son propre
promoteur, exprimé différentiellement selon le stade de maturation de l'insecte
(Jacobson, 1991 et refs). 11 semble aussi que plusieurs génes de mammiféres,
tel celui du facteur transcriptionnel c¢jun (Vogt & Bos, 1990)  possédent
plusieurs régions régulatrices fort complexes, ce qui suggere l'existence de

nombreux mécanismes de controéle.



c DNA

LA
ou
1B

(voir fig.2.1)

t———— 10 kb
ATG
An An
2 4] 5 [e|7]8]9 | 3!
TGA
S «Site de Tiaison a 1'ADN
B *Site de Tocalisation nucléaire

m— ¢ DOMaine

E—— PR S * Domaine

o somem - Domaine

de liaison au ligand
de transactivation

de Tiaison a Hsp90
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1.3.5 Larégulation du GR.

Dans la plupart des cellules étudiées qui contiennent le GR, il fut
démontré que l'ampleur de la réponse biologique varie selon une relation
directement proportionnelle avec le nombre de molécules qui y sont exprimées
(Bourgeois et al., 1979, Bloom et al., 1980, Bloomfield et al., 1981). C'est donc
la concentration de GR qui constitue en grande partie 1'étape limitante du
mécanisme de l'action biologique des glucocorticoides (Vanderbilt et al., 1987,
Dong et al., 1989). Chez beaucoup de types cellulaires, la réponse aux
glucocorticoides est modulée en diminuant la concentration intracellulaire de
GR, et cette stratégie constitue en fait I'élément fondamental et généralement
admis du mécanisme de la régulation négative, ou down-regulation, de ce
récepteur (Okret et al., 1986, Rosewicz et al., 1988). La présence des
glucocorticoides peut ainsi causer une diminution de Jusqu'e 50% - 75% des
quantités initiales de GR (Svec, 1985). Il faut noter, toutefois, que la réponse
d'auto-régulation est tissu-spécifique, car certaines cellules démontrent un
mécanisme de feedback positif (ou up-regulation) sur I'expression du messager
de GR (Eisen et al., 1988, Gomi et al., 1990, Gadson et al., 1990), de méme
que chez certains tiSsus chez le rat adrénalectomisé (Kalinyak et al., 1987,
1989).

Les niveaux cellulaires de GR peuvent varier a la suite de nombreuses

situations. Par exemple, la quantité de glucocorticoides dans le liquide
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extracellulaire (Svec et al., 1981, Cidlowski & Cidlowski, 1981, Sapolski et al.,
1984, Turner, 1986), l'influence de certains neurones adjacents ou de contacts
cellulaires spécifiques (McGinnis et al., 1981, Antakly et al., 1985), durant les
différentes phases du cycle cellulaire (Cidlowski & Michaels, 1977, Crabtree
et al., 1980), durant certaines étapes de l'ontogenése (Bronnegard & Okret,
1988, Kalinyak et al., 1989) ou de la sénescence (Chang & Roth, 1979).

En outre, plusieurs études démontrent que l'expression de GR est
autorégulée par un processus complexe impliquant des mécanismes
transcriptionnels et post-traductionnels (Okret et al., 1991). Des expériences de
run-on nucl€aires furent effectuées pour connaitre le taux de transcription du
gene de GR. 1l s'agissait d'isoler des noyaux cellulaires et leur présenter des
nucléotides radioactifs pouvant étre incorporés a I'ARNm, puis, de laisser la
transcription  s'effectuer par elle-méme pendant un certain temps,
I'ncorporation graduelle des radionucléotides étant proportionnelle au nombre
de polymérases transcrivant le géne étudié. La synthese et la demi-vie de
I'ARNm de GR ( 4 a 5 heures) ne sont pas affectées par la présence des
glucocorticoides. Cela suggére donc un mode de régulation au niveau de la
transcription (Dong et al., 1989, Okret et al., 1991, Walsh et al., 1987,
Rosewicz et al., 1988).

Un autre aspect de l'autorégulation du récepteur est fourni par l'étude de

la demi-vie de la protéine elle-méme. En bloquant la synthése des protéines
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avec de la cycloheximide et en détectant la quantité de GR par
immunobuvardage, on conclut que le GR a une demi-vie de 25 heures en
absence de glucocorticoides synthétiques (en l'occurence du dexaméthasone).
Si la drogue est ajoutée, la demi-vie de la protéine diminue de moitié (Okret et
al., 1991, McIntyre & Samuels, 1985, Hoeck et al., 1989), et ce processus
nécessite un délai assez long, de l'ordre d'une dizaine d'heures (Dong et al.,
1988). Par contre, aucun changement dans la demi-vie de la protéine n'est
observé quand on utilise un antagoniste comme le RU486 (Rajpert et al.,
1987). En outre, certaines cellules mutantes qui sont résistantes a l'action des
glucocorticoides et qui ne peuvent autoréguler les niveaux de messager de GR
deémontrent les mémes caractéristiques. On suppose que la dissociation du
complexe GR-hsp90 a la suite de la liaison hormone-récepteur encourage la
dégradation du GR lorsque ce dernier n'a pas encore atteint le noyau. Ce
deuxi¢me niveau de contréle s'exerce donc au niveau post-traductionnel, donc,
au niveau de la protéine (Dong et al., 1988, Okret et al., 1991).

Une autre molécule qui assiste le GR dans ses fonctions pour lier les
glucocorticoides est 'AMP cyclique. (Oikarinen et al., 1984, Gruol et al.,
1986). La forskoline est un produit qui stimule la production d'AMP cyclique,
et son application sur des cellules HTC en culture fait doubler la quantité
d'ARNm, de GR et de l'activité du GR en seulement quatre heures (Okret et al.,

1991). L'utilisation d'un inhibiteur transcriptionnel comme l'actinomycine D
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indique aussi qu'il existe des mécanismes de régulation post-transcriptionnels
son qui peuvent étre encouragés par ' AMP cyclique (Dong et al., 1989).

Des études plus poussées (Okret et al., 1991) ont suggéré que d'autres
mécanismes seraient impliqués dans le contréle du GR. Par exemple, les
glucocorticoides jouent un rdle important dans l'ontogenése du tissu
- pulmonaire, et une régulation négative du récepteur n'est pas souhaitable 3 ce
stade. Il semble que les niveaux dARNm diminuent dans tous les tissus
pulmonaires fétaux et adultes qui ont été traités avec les glucocorticoides, mais
que le GR foetal n'est pas soumise a la régulation négative conférée par cette
hormone dans les tissus immatures. 11 n'y a donc pas toujours de corrélation
directe entre l'expression de 'ARNm de GR et l'activité de cette protéine. On
ne connait pas encore les mécanismes qui permettent a la protéine de passer
outre au contrdle imposé par la rareté du messager, ce qui suggere fortement
l'existence de d'autres mécanismes de régulation. D'autres équipes ont déja
not¢ une faible corrélation entre la quantité¢ de messager et la synthése du
récepteur (Mclntyre et al., 1985). Plusieurs autres investigateurs ont remarqué
la méme chose dans I'étude du récepteur des estrogénes (Ree et al., 1989,

Saceda et al., 1988).
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1.4 Description du projet.

La faible corrélation qui existe entre les niveaux d ARNm du récepteur
des glucocorticoides et de cette protéine, dans des modéles expérimentaux
comme les cellules de foie en culture (cellules HTC), ( Okret et al., 1986,
Dong et al, 1988), indique que des mécanismes de régulation
post-transcriptionnels pourraient étre impliqués dans le controle de son
expression (Okret et al., 1991). Un mécanisme probable dans l'exercice de ce
contrdle serait l'utilisation différentielle de régions 5' non-traduites, par des
mécanismes comme l'utilisation de promoteurs différentiels ou d'épissage
alternatif. Des rapports plus récents (Dieken et al., 1990, Gearing et al., 1993)
confirment qu'il existe beaucoup d'hétérogénéité au niveau des régions 5'
non-traduites des différentes populations cellulaires d ARNm du GR de rat, et il
est connu que de telles régions sont fortement impliquées dans le contrdle
translationnel et dans la stabilité de 'ARNm (Horiuchi et al., 1990, Rabbits et
al., 1985, Kozak, 1992). L'organisation génomique du GR de rat a également
ete treés bien caractérisée (Jacobson, thése de doctorat, 1991).

Afin de mieux comprendre les roles éventuels de certaines séquences
- génomiques pouvant étre transcrites ef faire partie intégrante de la région 5'
non-traduite de plusieurs isoformes d'ARNm du GR de rat, nous avons
entrepris d'utiliser deux de ces séquences d'exon retrouvées en amont de la

région codante de ce geéne, c'est-a-dire I'exon 1A et l'exon 1B (figure 1.12).
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Ceci fut effectué dans le but de simuler les produits putatifs d'un épissage
différentiel. Plus précisément, l'exon 1B a en outre fait l'objet d'une dissection
de ses différentes composantes moléculaires, au cours de cette étude.

Ainsi, par des expériences de manipulations génétiques et de transfert
transitoires de génes dans des lignées de cellules cultivées de rat et de primate,
nous avons voulu investiguer les effets de ces séquences non-codantes de GR
sur I'expression d'un géne rapporteur, celui de la luciférase de mouche a feu, et
qui pourraient étre impliquées dans les processus encore obscurs de la
régulation post-transcriptionnelle de ce récepteur hormonal d'une grande

mmportance dans la vie cellulaire.



CHAPITRE 2. MATERIEL & METHODES

Les expériences qui furent effectuées dans le cadre de ce projet de
recherche comprenaient, dans un premier temps, les étapes requises dans
la construction des fusions de génes, puis, la maitrise efficace des
techniques de base de la culture des tissus, dans le but d'effectuer des
essais fonctionnels sur les constructions génétiques obtenues.

La construction des fusions de génes nécessite plusieurs étapes,
comprenant l'obtention de bactéries compétentes, la sélection du clone
bactérien approprié, 'amplification et la Quantiﬁcation des plasmides, sans
oublier les procédures standard de l'utilisation des enzymes de restriction
et de modification sur les séquences génétiques fournies au départ.
Compte tenu de 'ampleur des tiches considérées ici, le travail fut effectué
par une équipe de travail constituée de l'auteur, ainsi que de chacun des
messieurs Jude Beaudoin et Claude Fortin. Les différentes étapes du
travail de sous-clonage furent confiées a tour de role a chaque membre de
I'équipe, afin d'accélérer I'obtention des constructions génétiques en vue
de leur transfert dans des cellules en culture. Les travaux de culture
cellulaire et de dosage biochimique furent effectués exclusivement par
l'auteur.

Tous ces travaux meénent a une meilleure compréhension des

événements entourant la régulation du GR au niveau de la traduction.
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2.1 Construction des fusions de génes,

Les segments de régions 5' non-traduites de rat sont illustrés dans
les figures 2.1 et 2.2. IIs furent obtenus a partir des constructions
originales pOGR.Z, pGR.GR(I+).Z, et pGR. GR(l-).Z., gracieusement
fournies par le Dr Keith R.Yamamoto, de 1'Université de Californie 3
San-Francisco. Ces plasmides contiennent les 5'UTR du GR de rat clonés
en aval du promoteur viral SP6, et en amont du géne lacZ de E.coli
(Jacobson, 1991). Les enzymes de restriction et de modification furent
obtenus de Bethesda Research Laboratories (BRL) et de Pharmacia, et
furent utilisés conformément aux directives et aux indications suggérées
par les foumisseurs. Les constructions furent analysées sur gel d'agarose
(1% p/v, Ultrapure BRL), et amplifiées dans la souche de bactéries
compétentes E.coli XLIBlue, selon les méthodes conventionnelles
(Sambrook et al., 1989).

2.1.1 Construction du vecteur d'expression JMC100 .

Les séquences 5' non-traduites, clonées a l'origine dans des vecteurs
d'expression bactériens, durent étre sous-clonées dans un vecteur
appropri¢ pour étude dans les systémes eucaryotes. Le vecteur choisi fut
la construction pRSV Luc (de Wet et al., 1986). Ce vecteur d'expression
contient le promoteur fort retrouvé dans RSV, flanqué en aval par le gene

de la luciférase de la mouche a feu Photinus pyralis dépourvu d'introns,
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puis, de l'intron de la protéine t du virus simien SV40, conférant au
transcrit primaire la possibilité de subir un épissage par le biais de la
machinerie cellulaire. Le tout est suivi des séquences propres aux signaux
de polyA de SV40, qui ont pour role de favoriser la maturation du
transcrit primaire en un ARNm eucaryote fonctionnel, et aussi de réduire
l'initiation artéfactuelle pouvant étre provoquée par la présence des
seéquences bactériennes contenues dans le vecteur (De Wet et al., 1986).
Ce vecteur initial fut modifié de la fagon suivante: un oligomére

synthétique de 93 pb de longueur, comportant 14 sites de restriction
uniques, fut inséré immédiatement en amont du géne de la luciférase. Cet
oligomére bicaténaire se compose des brins appariés LNK3 et LNK 4. Le

filament LNK 3 posséde la séquence suivante :
5agctAGGCTTCCAGGTACCTGGCTCGAGCACATAGTGAAGCTTAGATCT
GTCGACATGCATCCATGGACTAGTGCGGCCGCCCGCGGCAGCTG 3

Cette séquence correspond aux sites de restriction suivants:

5'agct.Stul.BstXI.Kpnl.Xhol.Dralll.HindIll.Bglil.Sall.Nsil. Ncol.Spel.Notl.Sacll.Pvull 3'

L'oligomére LNK4 constitue le brin complémentaire afin de générer
le Site de Clonage Multiple (MCS) caractérisant le mutant JMC100.
Les nucléotides furent assemblés par la méthode de synthése organique de
couplage de phosphoramidites (Millipore), et les fragments synthétiques
furent €lués sur colonne selon les directives du fournisseur, et appariés
dans un tampon de renaturation (Tris 100mM pH 7.8 , EDTA 0.1 mM ,

NaCl 0.15 mM ). La renaturation s'est effectuée graduellement, en laissant
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refroidir un bain-marie bouillant jusqu'a la température de la piece. Nous
avons ensuite précipité l'oligomére, puis, il fut inséré par ligation (500ng
d'’ADN double brin) au site de restriction unique Hindlll du vecteur
PRSV-Luc. Une analyse de restriction sur minigel a pu confirmer le bon
fonctionnement de tous les sites de restriction ajoutés, et retrouvés en une
seule copie dans tout le vecteur. Le site de restriction Hindlll de pPRSV-Luc
fut inactivé lors de l'insertion du MCS, mais il fut restauré dans le vecteur
JMC100, ¢tant donné qu'il fait partie intégrante du fragment inséré.
2.1.2 Construction des vecteurs d'expression avec l'exon 1B entier

L'exon 1B entier contenu dans le vecteur bactérien pGR. GR(I+).Z a
¢té excisé aux sites de restriction Xbal et Sspl. Ces sites sont compatibles
avec, respectivement, les sites Spel et Pvull de JMC100. La ligation de ce
fragment a généré le mutant JMC101, qui fut analysé¢ sur gel pour
confirmer l'orientation correcte de linsert. Cette construction
s'accompagne de la délétion des sites Notl et Sacll du vecteur d'origine. Le
mutant JMC107 fut construit de fagon a introduire l'exon 1B dans
l'orientation antisens par rapport a la configuration naturelle 5'-3'. Pour ce
faire, JMC100 fut soumis a une digestion double Stul-Sall. Ceci
s'accompagne de la délétion d'un fragment de JMC100 contenant les sites
de restriction BstXI jusqu'a Bglll , inclusivement. Puis, I'exon 1B fut excisé
de son vecteur bactérien pour générer un fragment Sall-Sspl. La ligation

des extrémités cohésives Sall de l'insert et du vecteur a pu s'effectuer, de
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méme que celles des extrémités franches Stul du vecteur et Sspl de
I'insert, pour circulariser le mutant inversé JMC107.
2.1.3 Construction des mutants de délétion partielle.

La digestion de JMC101 avec l'enzyme Ncol élimine la premiére
moitié 5' de l'exon 1B, ne laissant que la moitié 3' de l'exon 1B ainsi
troriqué, c'est-a-dire le sORF, lui-méme contenu dans une structure
secondaire labile (Figure 2.2). Une ligation méne a la recircularisation du
vecteur, pour générer le mutant de délétion JMC102.

La construction pOGR.Z contient les séquences génomiques d'intron
a partir du site de restriction Kpnl jusqu'au site Ncol , lui-méme situé au
milieu de I'exon 1B (Schémas 2.1 et 2.2). C'est donc dire que ce fragment,
de 470 pb de longueur, contient le promoteur (de 280 pb) associé a l'exon
IB (Jacobson, 1991), ainsi que la premi¢re moitié (de 190 pb) de cet
exon, constitué majoritairement d'une structure secondaire stable (figure
2.2).

Afin de favoriser le sous-clonage de ce segment Kpnl-Ncol dans le
vecteur JMC100, il a fallu déléter le site Sacl déja présent dans JMC100.
Ceci a généré le mutant JMC100.1. Puis, le site Stul du MCS fut ouvert,
pour genérer une extrémité franche, a laquelle fut ligaturée un
oligonucléotide (/inker) contenant un site Sacl parfaitement fonctionnel.
On obtient ainsi le mutant JMC100.2. Puis, une digestion avec Nisil

entraine la délétion des sites BstXl jusqu'a Nsil du vecteur JMC100.2. Le
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fragment Kpni-Ncol excisé de pOGR.Z, fut altéré par la modification du
site Kpnl, afin de permettre la ligature d'un linker Sacl a cet endroit.
L'insertion de ce segment Sacl-Ncol ainsi obtenu a permis de générer le
mutant JMC103.

Une digestion de JMC103 avec l'enzyme Sacl élimine l'intron, et
permet l'obtention du mutant de délétion JMC104, contenant la premiére
moitié de I'exon 1B et qui confére a 'ARNm une structure secondaire
stable en épingle a cheveux (figure 2.2).

La digestion Ncol-Sspl du vecteur bactérien pGR.GR(I+).Z génére
un fragment pouvant étre intégré au vecteur eucaryote JMC100 aprés
digestion double avec Stul-Ncol. Les extrémités Ncol reconstituent le site
de restriction, et les extrémités franches Stul et Sspl recircularisent le
nouveau mutant, JMC108, contenant le sORF de l'exon 1B dans
l'orientation antisens par rapport a la configuration 5'-3' naturelle. Les sites
de restriction BstXl jusqu'a Nsil du vecteur sont délétés durant cette
stratégie de sous-clonage.

L'obtention de la chimére JMC109 fut effectuée en traitant le
mutant JMC107 avec l'enzyme Ncol. Le fragment ainsi excisé correspond
a la premiére moitié 5' de l'exon 1B, conférant & 'ARNm une structure
secondaire stable. Il fut inséré dans JMC100 auparavant linéarisé au méme
site de restriction. Une analyse de restriction sur gel d'agarose a permis de

trouver un mutant dans lequel I'insert se trouvait dans la direction antisens
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par rapport a l'orientation naturelle. Par un hasard assez extraordinaire,
nous avons découvert un triplet d'inserts dans un transformant bactérien
lors de I'analyse génétique. Cette chimére fut baptisée JMC112, et testée
dans les essais fonctionnels cellulaires ultérieurs.

2.1.4 Construction des mutants de délétion compléte,

Le mutant JMC106 fut obtenu suite 4 une modification du mutant
JMC100,2, dans lequel le site Pvull fut ouvert et ligaturé a un
polynucléotide (/inker) contenant le site de restriction Sacl. Clest le
mutant JMC105. Sa digestion avec l'enzyme Sacl élimine tout le MCS. La
digestion de JMC103 avec le méme enzyme permet l'obtention d'un
fragment d'intron de 280 pb situé immédiatement en amont de I'exon 1B.
La ligature de cet insert dans JMC105 en permet 1'étude fonctionnelle dans
les cellules cultivées, et simule, en quelque sorte, le produit putatif d'un
épissage incomplet.

La construction JMC111 fut obtenue par la ligation d'un fragment
Pvull de 448 pb isolé du phagemide pBluescriptIIKS+. Les extrémités
franches de cet insert sont compatibles avec le site Pvull de JMC100
linéarisé, pour générer une extension exagérée de la région 5' non-traduite
en amont du geéne de la luciférase.

2.1.5 Construction du vecteur d'expression avec l'exon 1A entier,
La construction JMC 110 fut effectuée en sous-clonant l'exon 1A

situé dans le vecteur bactérien pGR. GR(I-).Z, dans le vecteur d'expression
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ceucaryote JMC100, en utilisant I'enzyme de restriction Pstl, qui a servi au
sous-clonage de cet inserc‘ dans son vecteur bactérien d'origine.
2.1.6 Amplification & quantification des plasmides.

Toutes ces constructions génétiques ont été amplifiées aprés
sélection et identification du clone bactérien contenant le plasmide, et
apres analyse de restriction sur gel d'agarose.

Les bactéries furent cultivées pendant 6 heures a 37°C, et avec
agitation modérée dans 1L de milieu enrichi (TY 2X) avec 100 a 250
pg/ml  d'ampicilline comme agent de sélection. Quand la culture
bactérienne atteignait la phase late log a une DO de 0,8 4 09 a 630 nm,
une application de 200 mg de chloramphénicol en poudre (Sigma) inhibait
la croissance bactérienne, sans affecter la réplication continuelle du
plasmide. Les bactéries étaient récoltées par centrifugation apres 24-36
heures de culture dans les mémes conditions que précédemment. L'ADN
fut extrait selon la technique de SDS/Lysozyme, et précipité par
PEG/NaCl (Sambrook et al., 1989). Les plasmides furent purifiés des
autres composantes bactériennes par le biais de deux centrifugations
isopycniques successives sur CsCl (Sambrook et al., 1989). L'ADN a subi
par la suite une série d'extractions au chloroforme/alcool 1sopropylique
pour enlever le bromure d'éthidium, précipité, stérilisé a I'éthanol,
solubilisé dans le TE stérile, et dosé au spectrophotométre (DO 260 nm)

et dilué pour obtenir une concentration de 1,0 mg/mL. L'ADN obtenu fut
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visualisé par électrophorése sur minigel d'agarose pour vérifier la qualité
des formes d'ADN plasmidiques. La pureté fut évaluée par
spectrophotométrie a4 260 nm et 280 nm. Le rapport DO 260/280 nm
obtenu pour chaque préparation atteignait la valeur de 1,8 4 2,0.

2.2 Culture des lignées cellulaires établies,

Trois lignées de cellules immortalisées ont été utilisées pour ce
projet. Ce sont les cellules COS-7 (Gluzman, 1981), HTC (Thompson et
al., 1966) et L6 (Yaffe, 1968). Toutes ont été maintenues en monocouche
selon les techniques standard de la culture de tissus (décrites en détail par
Freshney, 1983).

Les cellules COS-7 sont des fibroblastes de rein de singe vert
africain (CV-1) transformées par sept copies du géne de l'antigéne T de
SV-40. Ces cellules possedent un trés faible taux de GR endogéne
(Miesfeld et al., 1988, Yamamoto et al., 1993), et servent, a priori, de
témoins négatifs. Les cellules HTC sont des cellules d'hépatome de rat,
dans lesquelles I'endogéne du GR est fortement exprimé (Rossini &
Malaguti, 1994). Ces cellules ont ét¢ maintenues en sous-confluence a
des passages peu ¢élevés (entre 5 et 20 passages) en milieu DMEM
supplémenté¢ avec 10% de sérum bovin foetal, et avec 100 w/mL de
pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine, dans des conditions
d'incubation standard (5% CO, , 37°C, 97% HR).

Les cellules L6 sont des myoblastes de muscles squelettiques de
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rat, maintenues dans du milieu DMEM avec 10% de sérum de cheval. Ce
type de sérum est préférable afin d'éviter la différentiation des cellules
immatures en fuseaux musculaires, car la présence des nombreux facteurs
de croissance présents dans le sérum de veau foetal accélérent la
maturation des cellules embryonnaires.

Toutes ces cellules adhérent bien a leur support de culture
(Nunclon Delta), ont un temps de doubleinent de pres de 20 heures, et
poussent donc rapidement et acidifient beaucoup leur milieu de culture
(Gibco).

Pour les passages et les transformations, les cellules ont été
séparces par digestion a l'aide d'une solution préréchauffée de trypsine
pancréatique porcine a 0,05% avec EDTA 0,53M (Gibco), et étalées a
une densité de 3000 a 4000 cellules/cm carré dans des flacons et des
pétris de culture (Nunclon), ce qui correspond a deux ou trois diamétres
cellulaires de distance entre chaque cellule.

2.3 Transformation des cellules,

Les cellules ont ét¢ utilisées pour transformation 16 heures aprés
leur ensemencement, afin de leur laisser tout le temps nécessaire pour se
fixer au substrat, de s'étaler et de permettre la stabilisation du pH des
milieux de culture. Les transfections ont ét¢ accomplies selon le protocole
standard de la technique classique de précipitation au phosphate de

calcium décrit par Bacchetti & Graham (1977) avec quelques
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modifications. L'ADN fut au préalable précipité a l'¢thanol afin de le
rendre stérile, et dissous a une concentration de 1,0 pg/pL dans du TE
(Tris 1,0 mM pH 7,9 avec 0,1 mM EDTA) stérile, puis, ajouté au CaCl,
250 mM afin darriver a une concentration d'ADN finale de 1,0 pg
d'ADN/mL de milieu de culture. Le mélange ADN-CaCl, fut ajouté
lentement, goutte a goutte, a un volume égal de HBS 2X stérile (280 mM
NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO, pH 7,12) sous un barbottage
d'azote afin de procurer une agitation constante. Le précipité
d'’ADN-phosphate de calcium fut préformé a la température de la piece
pendant une heure, et 1,0 ml de ce précipité a été ajouté aux 10 mL de
milieu contenus par pétri de cellules bien étalées. Un précipité devenait
facilement visit;le sur les cellules aprés une heure d'incubation a 37°C,
97% HR, 5% CO, et fut laissé tel qu'el pendant les prochaines 12 heures
dans les mémes conditions. Puis, le milieu fut remplacé par du nouveau
milieu frais afin d'éviter l'effet toxique des concentrations de précipité de
calcium. Les cellules furent incubées pendant 24 heures supplémentaires
avant leur récolte. Afin de comparer les résultats obtenus dune
construction 4 l'autre au sein d'une méme expérience, le plasmide JMC100
ctait transfecté, et il constituait un contréle positif pour un maximum
d'expression du géne de la luciférase de mouche a feu (deWet et al.,
1987). Les transfections ont été réalisées en triplicata, et chaque plasmide

fut test¢ au moins trois fois afin de constituer un échantillonnage
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statistiquement représentatif pour chaque construction, malgré I'absence
de contréle interne dans chaque expérience. Dans chaque essai, un
controle négatif (mock) fut effectué en l'accomplissement de toute la
procédure, mais en omettant l'addition d'’ADN. Un fin précipité se
préformait sur les cellules, mais aucune activité luciférase n'était
mesurable dans aucun cas.

2.4 Quantification des protéines et de I'activité du géne rapporteur.

La recolte des cellules a été effectuée avec une solution tamponnée
de phosphate contenant 1,0 mM EDTA par riclage a l'aide d'un
policeman. Les cellules ont été centrifugées a 4°C et a 12,000 rpm
pendant une minute avec une centrifugeuse réfrigérée Eppendorf de table,
et le culot obtenu fut lysé par resuspension en va-et-vient dans 60 pL
d'une solution de 100 mM KHPO, (pH 8,0), 0,5% Nonidet (NP-40) et 1,0
mM DTT fraichement préparée. Les lysats ont été laissés sur glace
pendant 5 minutes, puis centrifugés a nouveau a 12,000 rpm /10 min/4°C.
Clest le surnageant cytoplasmique qui a été utilisé pour mesurer la
quantité de protéines et de luciférase.

Les protéines ont été mesurées par la méthode de Bradford, et une
courbe standard a été tracée a chaque essai effectué, en prenant l'albumine
de sérum bovine comme témoin. Le graphique 3.8 permet de visualiser la
relation directement proportionnelle qui existe entre la densité optique a

595 nm et la quantité de protéines, selon un échantillonnage d'une dizaine
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d'expériences de dosages. Les protéines ont été dosées en utilisant des
quantités de surnageant qui permettent de se situer dans la partie linéaire
de cette droite.

Le dosage répété de l'activité de plusieurs échantillons de concen-
trations connues de luciférase commerciale (Sigma) permet encore une
fois d'étabh'r une courbe standard. Cette .courbe (figure 3.7) démontre
qu'l existe bel et bien une relation directement proportionnelle entre
l'activité¢ enzymatique de luciférase et la quantité testée. Le protocole de
dosage de lactivité luciférase est le suivant: un volume de 52,5 uL
contenant une solution aqueuse fraichement préparée de 5SmM ATP, 10
mM MgCl,, 100 mM KHPO, (pH 8,0) et 40,0 pL d'extrait cytoplasmique
(ou de tampon de lyse pour un contrle négatif), est placé dans une petite
¢prouvette en polystyréne parfaitement translucide a 25°C pendant deux
minutes. Ensuite, exactement 100 pL dune solution commerciale de 10
mM de luciférine (Sigma) sont ajoutés a ce mélange dans I'obscurité de la
chambrette de mesure d'un luminométre automatique (LKB), dont la petite
fenétre d'affichage (graduée en millivolts) témoigne de I'émission de
lumiére obtenue a la suite de la réaction entre la luciférase et son substrat,
la luciférine. L'utilisation du géne de la luciférase comme gene
rapporteur posséde de nombreux avantages: en plus d'étre un systéme
rapide et d'une sensibilité jusqu'a mille fois plus grande que l'essai CAT

(de Wet,1987) , il ne comporte pas l'utilisation d'isotopes radioactifs, et il
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est exclusif pour les séquences d'ADN aliénigenes étudiées, vu qu'il
n'existe aucune activité luciférase endogéne dans les cellules de
mammiféres.

Les résultats furent calculés de la fagon suivante: 'activité
luciférase obtenue (en millivolts) pour 40 microlitres (pL) d'extrait
cellulaire est rapportée sur la courbe standard de l'activité luciférase,
elle-méme construite a partir des valeurs obtenues avec des quantités
connues et croissantes (graphique 3.7) de luciférase (en picogrammes). La
valeur de quantité de luciférase correspondante, en picogrammes/40 pL,
est multipliée par 25 pour correspondre a 1,0 mL (1000 pL) dextrait
cellulaire testé. Cette valeur est ensuite divisée par la quantité totale de
protéines cellulaires, en mg/mL, cette derniére étant calculée a partir de la
correspondance des DO & 595nm de chaque échantillon d'extrait cellulaire
respectif a la courbe standard d'essai de protéines de Bradford (graphique
3.8). On obtient finalement la quantité de luciférase (ng) par milligramme
(mng) de protéines cellulaires totales. Une molécule de luciférase
fonctionnelle est une enzyme, donc, une protéine, qui doit étre
correctement synthétisée et repliée par la machinerie traductionnelle des
cellules récoltées, afin de présenter un site actif intact et fonctionnel, qui
permettra la réaction correcte avec son substrat, et produire les photons

détectables par cette méthode quantitative.
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. PRSV....cctaAGCTTTGGAATTCCTTTGTGTTACATTCTTGAATG TCG CTC GCA GTG
ACA TTA GCA TTC CGG TAC TGT TGG TAA A ATG GAA GAC ....Luc
X%
- PRSV......cctaAGCTAGGCCTCCAGGTACCTGGCTCGAGCACCTTGTGAAGCTTAGAT
CTGTCGACATGCATCCATGGACTAGTGCGGCCGCCCGCGGCAGCTGagcettgg... Luc
t 2 % K% *AR
2 J
3. PE1A......gggttctGCTTTGCAACTTCTCCCGGTTGCGAGCGAGCGCGCGCGCGGCGG
CGGCGGCGGCGGCTGCAGACGGGGCCGCCCAGACGCTGCGGGGGTGGGGGACCT

GGCGGCACGCGAGTCCCCCCCCGGGCTCACAgtatg.......pE1B

_ gtatg........pE1B.......(Kpn)GGTACCGCGACTGGGAGAAAAGAGGGCGAGGGCCACG
GGCGCCCTTGCAGTTGCCGACAGTCGCCAACAGGTTGCACCGTTCCCCGCGGCCG
CCGCGCGGCCCCTCGGGCGGGGAGCAGGCCGGGGGTAGAGAAGTGGTGGAGCGG
CAGTGTGTGCGAGTGTGTGCGGCGCCGTGGCGCCCCCTCCGCCCGCCCCTGCGET
CGGTCCCGCTCGCCGCCTGCCGCGGCCGGGCGCGGCCCTTTTGCGTGTCCGCGET
CCCCCCCCTCCCCTCCGCCTCCTC attttge(Sac)gagete..... E1B

- pE1B....... ctccATTTTGCGAGCTCGAGTCAGTGCCTGGTAGCCCGAGTCGCCGCCCG

CCGTCGGGGACGGATTCTAAGTGGGTGGAACAAGACGCCGCAGCCGGGCGGCGE

GGCGCCGGGACGGGGGACGCGCGCGGGAGACGGGAGCGGCGCGGGGGCCGGCT
TGTCAGCCGGGAACGGGTGACTTTCAGCGCTAGGGGCTCTCCCCCCCCCATG GAG

AAG AGG GGG CGA CTG TTG ACT TCC TTC TCC GTG ACA CGC GCG CCT CCC
GCG TCC GCA CGC CGA CTT GTT TAT CTG GCT GCG GTG GGA GCC GCG AGC

GGG CGA GCG CGC GGC TGC TGA Ggtgagcggggg....intron1
* %%

1. RSV-Luc. 2. MCS 3. El1A 4 promoteur E1B 5. E1B.

Figure 2.1 : Structures primaires des différentes séquences 5' non-traduites
étudiées au cours de ce projet de recherche.
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Figure 2.2 : Structures secondaires putatives de I'ARNm
transcrit a partir de I'exon 1B.

La base de la structure secondaire la plus labile de AG : - 17,7 Kcal/mol, posséde
un codon ATG, conférant I'existence d'un cadre de lecture ouvert au sein de la
molécule d'ARNm, avec un codon TGA situé plus en aval (figure 2.1).



CHAPITRE 3 : ANALYSE DES RESULTATS

Le but de cette recherche est de vérifier si la régulation du
récepteur des glucocorticoides (GR) chez le rat pourrait s'effectuer par le
biais de l'utilisation différentielle de certaines séquences 5' non-traduites
situées en amont du géne de ce récepteur. Pour ce faire, certaines
techniques de laboratoire furent utilisées, afin d'apporter plusieurs

¢léments de réponse dans ce type d'investigation exploratoire.

3.1. Survol des méthodes d'investigation employées.

Briévement, I'approche expérimentale choisie fut d'abord
d'emprunter les techniques standard de la biologie moléculaire dans le but
d'utiliser les séquences 5' non-traduites du GR de rat déja caractérisées, et
de les installer en amont d'un gene rapporteur, celui de la luciférase, dans
un vecteur d'expression eucaryote spécialement congu dans ce but.

Les techniques de la cﬁlture cellulaire furent utilisées, quant a elles,
pour procurer un contexte biologique favorable a l'expression de ces
chiméres génétiques, c'est-a-dire le systéme naturel fourni par la cellule
vivante. Des cellules en culture in vitro de primate ( cellules COS), ainsi
qu'une lignée d'hépatocytes de rat (cellules HTC) et de myoblastes de rat
(cellules L6), furent ainsi choisies dans le vaste catalogue proposé par les

fournisseurs de lignées cellulaires transformées et immortalisées.
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Finalement, certaines techniques biochimiques furent utilisées.
Entre autres, l'essai luciférase a servi 2 quantifier trés précisément le
niveau dexpression de la luciférase fonctionnelle présente dans les
cellules, et I'essai de protéines par la méthode de Bradford a constitué un
test colorimétrique simple et rapide, dans le but de déterminer la quantité
totale des protéines présentes dans le lysat cellulaire obtenu a la suite de

chaque récolte cellulaire.

3.1.1 Les techniques de la biologie moléculaire comme outil

d'investigation.

Ce sont les techniques de la biologie moléculaire qui ont permis a
Mike Jacobson et al. de découvrir les séquences génétiques du Récepteur
des Glucocorticoides chez le rat (Jacobson, thése de doctorat, 1991).
Comme dans le cas de la plupart des génes eucaryotes, les séquences
genétiques du GR sont divisées en introns et en exons. Cette modularité
dans la structure génétique du GR se retrouve également au niveau des
séquences situées en amont du premier exon codant. On retrouve ainsi
I'exon E1A, I'exon E1B, et bien d'autres (Jacobson, 1991), séparés par des
séquences d'intron d'une longueur plus ou moins variable.

Ces séquences furent sous-clonées dans des vecteurs d'expression
bactériens utilisant le systéme LacZ de E.coli, dans le but, entre autres, de

favoriser l'identification et le séquengage de ces génes. Ces constructions
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ne sont pas du tout appropriées pour I'étude de leur efficacité dans des
systémes eucaryotes.

Afin de répondre aux besoins de ce projet, et afin de vérifier si
l'épissage alternatif de ces séquences pourrait &étre un mécanisme
cellulaire  d'auto-régulation de l'activité du GR par [l'utilisation
différentielle de ces séquences 5' non-traduites, il était nécessaire de
concevoir un vecteur d'expression eucaryote pourvu d'un promoteur a
haut niveau d'expression (comme les séquences LTR de RSV) et dun
gene rapporteur trés sensible. Le choix de la luciférase comme gene
rapporteur permet une détection par bioluminescence, et constitue un test
rapide, facile et précis, qui ne nécessite pas lutilisation d'isotopes
radioactifs, tout en étant jusqu'a 1000 fois plus sensible que l'essai CAT
(de Wet et al., 1986).

Le vecteur d'expression pRSV-Luc (de Wet et al., 1986), fut
amélioré par l'addition d'un site de clonage multiple de 93 paires de base
de longueur, obtenu par la technologie de la synthese d'oligonucléotides,
¢t comprenant 14 sites de restriction couramment utilisés en biologie
moléculaire, et qui ne se retrouvent qu'a ce seul site dans le plasmide tout
entier. Ce site de clonage multiple (MCS) fut installé au niveau du site
unique Hindlll de pRSV-Luc, situé a une distance de 72 pb en amont du
codon AUG propre a la région codante du géne de la luciférase (dépourvu

d'introns).
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Cette construction, appelée JMC100, fut utilisée afin de permettre
I'insertion de plusieurs séquences naturellement retrouvées au niveau de la
région 5' non-traduites du GR de rat. Cette stratégie a généré toute une
famille de chiméres génétiques.

Toutes ces constructions furent amplifiées aprés transformation
dans des bactéries compétentes E.coli de souche XLI blue, dans un
bouillon de culture complet avec traitement au chloramphénicol, et
purifiées par centrifugation. Ces techniques éprouvées donnaient de trés
bons rendements ( 2 a 3 milligrammes de plasmide par litre de culture
bactériennes), et des plasmides de trés belle qualité lorsque visualisés sur
minigel d'agarose. Cela démontre que ces séquences n'étaient pas toxiques
pour les bactéries utilisées lors de I'amplification. Il est a noter que
I'exactitude des séquences des régions sous-clonées n'a pas été vérifiée
par la technique plus précise du séquencage de I'ADN par arrét
d'¢longation aux didéoxynucléotides. Une précipitation subséquente dans
I'éthanol garantissait la stérilité des préparations génétiques, en vue d'une
transformation dans des cellules en culture.

Les chimeres génétiques utilisées lors de ce projet sont décrites a la

Figure 3,1 située a la page suivante:
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JMC101 : L'exon 1B tout entier, comprenant deux structures en épingle a cheveux stables.
Celle située en 3' est la plus labile, et contient un SORF de 123pb de longueur,
codant une protéine de 40 aa.

JMC102 : L'exon 1B tronqué, ne comprenant que le SORF de la structure secondaire située
en 3.

JMC103 : L'exon 1B tronqué, ne comprenant que la premiére structure secondaire stable,
flanquée en §' de la deuxiéme moitié de I'intron naturellement retrouvé en amont de
cette séquence

JMC104 : L'exon 1B tronqué, ne comprenant que la premiére structure secondaire stable,
aucune séquence d'intron en 5'

JMC105 : idem a JMC 103, avec un site de restriction modifié, donc inopérant. Il n'a fait
I'objet d'aucun essai fonctionnel cellulaire. Il fut nécessaire pour 'obtention de
certaines constructions particuliéres.

JMC106 : L'intron isolé du mutant JMC103

JMC107 : idem a JMC101, antisens

JMC108 : idem a JMC102, antisens

JMC109 : idem & JMC104, antisens

JMC110 : L'exon 1A tout entier

JMC111 : Une séquence de 449 paires de base de longueur provenant d'un vecteur
procaryote, pBluescript KS+

JMC112 : idem & JMC109, comprenant trois répétitions de la premiére structure en épingle a

cheveux, antisens.
Figure 3.1 :
Représentation des constructions faisant I'objet des essais

fonctionnels cellulaires.
Il est important de souligner que ces représentations des structures secondaires de
I'ARNm sont HYPOTHETIQUES, compte tenu du fait que I'on suppose que le site de

départ de la transcription se situe a I'intérieur du promoteur viral RSV-LTR.
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3.1.2 Les techniques de la culture cellulaire comme outil d'investigation.

Tout en constituant un systéme vivant qui se rapproche beaucoup
de la réalité, les lignées de cellules transformées sont aussi des cellules
immortalisées, donc, cancéreuses, dont les mécanismes intracellulaires ne
correspondent pas exactement & ceux des cellules primaires, que l'on
obtient directement 3 la suite de la digestion partielle des tissus animaux
ou humains sains. Les réponses obtenues par des essais effectués sur des
cellules in vitro ne peuvent pas non plus représenter fidélement les effets
observables dans un tissu, un organe ou un systéme d'organes retrouvés
dans un organisme tout entier. Il s'agit pourtant d'une excellente base de
départ pour des investigations pouvant devenir plus poussées, dont les
résultats pourront confirmer ou infirmer ces découvertes préliminaires.

Dans le cas de la transformation des cellules in vifro par des
constructions génétiques artificielles, on bénéficie directement des
avantages offerts par la présence parfaitement fonctionnelle de toute la
machinerie intracellulaire de transcription, de traduction et de
modifications post-traductionnelles qui permettent l'obtention et le
repliement correct des protéines, comme la luciférase. On peut aussi faire
des déductions quant a l'effet de certaines séquences 5' non-traduites
sous-clonées juste en amont des séquences de géne rapporteur.

Un avantage offert par les transformations transitoires des cellules

en culture est que le transfectant n'est pas immédiatement dégradé par la
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cellule une fois qu'il est internalisé. Les plasmides sont acheminés
directement vers le noyau cellulaire, ou débuteront les phénomeénes de
transcription, d'épissage, et de modiﬁcaﬁons post-transcriptionnelles, de
fagon a ce que I'ARNm ainsi obtenu soit acheminé vers le cytoplasme.
Dans certaines situations, on peut méme assister a l'intégration du
plasmide au génome de la cellule, par recombinaison génétique, afin
d'obtenir des transformants stables, qui expriment les génes intemalisvés
d'une fagon constitutive.

Quand on considére I'utilisation des techniques de transfection pour
introduire des séquences génétiques aliénigénes, il est important de
considérer les éléments suivants
3.1.2.1. La compatibilité de la méthode utilisée avec le type cellulaire.

En effet, la transfection des cellules eucaryotes par la méthode
classique de la co-précipitation des acides nucléiques avec les sels de
phosphate de calcium est une technique qui ne fonctionne pas dans le cas
de toutes les lignées cellula;ireé. Par exemple, des tests préliminaires ont
démontré que les cellules GH3 et C7E2A ne répondent pas a cette
manipulation. Par contre, les cellules utilisées dans le cadre de ce projet
peuvént facilement étre transformées par cette méthode, suite a de 1égeres

modifications de cette derniére, décrites au chapitre 2.
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3.1.2.2. L'effet de la compétition.

Lorsque plusieurs plasmides sont co-transfectés dans des cellules
en monocouche, il se produit fréquemment une meilleure expression dans
un type de plasmide que dans un autre. C'est ce qui est démontré par le
résultat 3.2, Dans les trois premiéres colonnes, une quantité totale d' ADN
est demeurée constante a 20 pg, et dans ce total, la quantité de plasmide
JMC 100 demeure constante a 5 pg. Des quantités variables de pRSV-GH
et de pBluescripfKS+ (un vecteur d'expression bactérien qui n'est pas
exprimé dans les eucaryotes) sont co-transfectées, et démontrent que, plus
la quantité de pRSV-GH augmente, plus il y a compétition au détriment de
l'expression de la luciférase, dont l'activité diminue progressivement. Dans
les trois derniéres colonnes, le méme phénomeéne est observé au détriment
de T'expression de JMC100 & mesure de l'augmentation des quantités de
PRSV-GH. Si on compare les colonnes 1 et 4, les quantités co-transfectées
de pRSV-GH et de JMC100 sont identiques a 5 ng chacune, sauf que
l'addition de 10 pg de plasmide pBluescripfKS+ semble apporter un effet
facilitateur sur I'efficacité d'entrée des plasmides dans la cellule, ce qui
donne des résultats plus élevés a l'activité luciférase.

La pertinence de co-transfecter un plasmide comme pRSV-GH (ou
PRSV-CAT ou autre) permet dapporter un contrdle interne, qui
standardise les résultats d'activité luciférase obtenus au terme d'une

expérience de transfection, par rapport a ceux obtenus lors dune
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répétition de la méme expérience effectuée dans des conditions
experimentales qui ne sont jamais parfaitement identiques a celles du
premier essai. Cependant, la pertinence d'effectuer un contréle interne
devient moindre si un grand nombre d'essais est effectué avec la méme
construction. Par exemple, quand le plasmide JMC101 est transfecté 3
plus de 20 fois, comme ce fut le cas lors de ce projet, I'¢chantillonnage de
données dactivité luciférase devient assez considérable pour justifier
l'obtention d'un résultat global par le biais du calcul de la moyenne et de

I'écart type. Les effets de la compétition sont illustrés a la Figure 32 :



Quantité de luciférase
( pg 7 ug de protéines cellulaires totales)

Expression dans les cellules HTC
Effet de compétition 112

1 2 3 4 5 6

Plasmides transfectés
(consulter la légende)

Colonne I : JMCIOO : 5 microgrammes Colonne 4 : JMCIOO : 5 microgrammes
RSV«GH : 5 ! RSV.GH : 5 "
p KS : I0 " p KS : 0 "
Colonne 2 : JMCIOO : 5 0 Colonne 5 : JMCIOO : 5 :
RSV‘GH : ID ] RSV'GH f IO "
pKS :5 " ’ PKS + 0
RSV‘GH - 15 u RSV'GH . IS
D KS -0 1 pKS 5 "

Figure 3.2 : Effets de la compétition.

Effets de 1a Compétition offerts par 1la co-transfection
de différentes constructions génétiques en mélange, sur
des cellules HTC en phase exponentielle de croissance.

Les valeurs d'activité luciférase obtenues suggérent que
JMCIOO subit un effet de compétition par la présence du
co-transfectant RSV-GH (Selden et al.1986).

La comparaison des activités Tuciférase obtenues suggére
que 1'entrée d'ADN dans la cellule est facilité par la
co-transfection de plasmides non-utilisables ("carrier DNA").
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3.1.2.3. L'effet de la dose de transfectant.

On serait porté a croire que, plus la cellule est en présence d'une
grande quantité d'ADN, plus il y a internalisation, et plus l'expression
devient considérable et facilement mesurable par des tests moins sensibles
que l'essai luciférase. Les résultats 3.3 et 3.4 démontrent que, dans les
cellules HTC, l'expression de la luciférase atteint un sommet vers des
concentrations de 20 pg de JMC100, pour ensuite diminuer au fur et a
mesure de l'augmentation de la quantité de transfectant. Les cellules
COS-7 semblent démontrer une meilleure tolérance aux concentrations
¢levées soit d'ADN, ou soit des sels de phosphate et de calcium présents
dans la mixture saline utilisée lors de la procédure de transfection. Dans le
cas de toutes les expériences qui furent effectuées au cours de ce projet,
une quantité de 10pg de plasmide fut utilisée, par souci d'économie, pour
la transformation des cellules, avec des résultats adéquats, faciles a
mesurer, et avant tout, trés reproductibles. Les graphiques 3.3 et 3.4,
retrouveés aux pages suivantes, illustrent les effets de la dose de

transfectant dans les cellules COS-7 et HTC, respectivement:
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Expression dans les cellules COS
Effet de la dose de transfectant

140
120 4
1100 +
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Quantité de JMC 100 transfectée

Figure 3.3 : Effet de la dose de transfectant dans les cellules COS-7.

L'effet toxique d'un précipité de phosphate de calcium est ettendu lorsqu'une
dose supérieure & 40 microgrammes d'ADN est appliquée sur les cellules COS-7
en phase exponentielle de croissance. Une quantité de 10 microgrammes
constitue donc une dose idéale afin d'économiser I'utilisation de plasmide.
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Expression dans les cellules HTC

Effet de la dose de transfectant
100

Oug 2ug 5ug 10 ug 15ug 20 ug 40 ug
Quantité de JMC 100 transfectée

Figure 3.4 : Effet de la dose de transfectant dans les cellules HTC.

L'effet toxique d'un précipité de phosphate de calcium est observé lorsqu'une
dose supérieure a 20 microgrammes d'ADN est appliquée sur les cellules HTC en
phase exponentielle de croissance. Une quantité de 10 microgrammes constitue
donc une dose acceptable pour effectuer des expériences de transformation.
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3.1.2.4. L'effet de la cinétique de I'expression transitoire.

Il était important de vérifier a quel moment la récolte des cellules
devait étre effectuée, étant donné que ces expériences de transfection
constituaient, en fait, des essais transitoires, et non stables.

Lors d'un essai transitoire, l'expression génétique s'effectue d'une
mani¢re évolutive dans le temps, jusqu'a atteindre un sommet ou
l'expression est maximale, puis, va en décroissant. Cette décroissance
dans Tactivit¢ du géne rapporteur peut s'expliquer par le fait qu'une
dilution progressive de 1'épisome se produit au fur et a mesure de
l'augmentation de la quantité cellulaire dans le récipient de culture. La
luciférase fait également l'objet d'une telle dilution au sein de l'extrait
cellulaire récolté. En outre, un plasmide qui ne s'intégre pas au génome et
qui demeure sous une forme épisomale ne peut se répliquer par lui-méme,
et subit souvent les effets d'une attaque par les nucléases du cytoplasme.

Les graphiques 3.5 et 3.6 démontrent que le sommet de I'expression
transitoire pour les cellules COS-7 et HTC est atteint dans les 66 heures et
les 48 heures, respectivement, aprés la transfection. C'est pourquoi toutes
les récoltes furent effectuées 36 heures aprés la transfection, ce qui nous
place dans le point milieu de la partie ascendante de la courbe pour les

deux types cellulaires étudiés ici.



Quantite de Luciférase

oo

( pg / ug de protéines cellulaires totales)

117

Expression dans les cellules COS

Effet du temps
12

10

O hr 12 hrs 24 hrs 36 hrs 48 hrs 66 hrs 90 hrs

Nombre d'heures aprés la transfection

Figure 3.5 Cinétique de I'expression transitoire dans les cellules COS-7.

L'effet toxique d'une confluence cellulaire excessive est attendu 66 heures aprés
la transformation des cellules HTC. Une récolte effectuée 36 heures aprés la
transformation des cellules permet d'obtenir des extraits cellulaires de bonne
qualité.
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Figure 3.6 Cinétique de ‘I'expression transitoire dans les cellules HTC.

L'effet toxique d'une confluence cellulaire excessive est attendu 48 heures aprés
la transformation des cellules HTC. Une récolte effectuée 36 heures aprés la
transformation des cellules permet d'obtenir des extraits cellulaires de bonne
qualité.
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3.1.3 Les techniques biochimiques comme outil d'investigation.

Les techniques biochimiques qui furent utilisées lors de cette
recherche sont, premiérement, le test standard de la détermination de
lactivité luciférase dans un échantillon de 40pL dextrait cellulaire
cytosolique ( graphique 3.7), et deuxiémement, I'essai de protéines par la
méthode de Bradford ( graphiciue 3.8). Dans les deux cas, une courbe
standard de 'activité luciférase, ainsi qu'une courbe standard de la densité
optique a 595 nm doivent étre tracées, en fonction, respectivement, de la
concentration de luciférase et de la concentration de protéines totales
présentes dans l'extrait cellulaire. Il est trés important de s'assurer de la
consistance de la relation directement proportionnelle observée pour les
activités luciférase et des densités optiques mesurées, en fonction de la
concentration de la luciférase et des protéines, et de calculer les
concentrations d'inconnues & partir de points qui demeurent dans la partie
linéaire des courbes standards. Dans les deux cas, cette régle de base pour
assurer une fiabilité optimale dans la cueillette des données nécessaires

pour les calculs et I'analyse subséquente des résultats a été bien observée.
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Figure 3.7. : Courbe standard de I'activité luciférase.
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Figure 3.8. : Courbe standard des concentrations de protéines cellulaires totales.
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3.2 Analyse des résultats obtenus pour chaque groupe testé.

3.2.1. Résultats obtenus avec le contrdle positif,

La construction pRSV-Luc comprend le promoteur LTR de RSV,
flanqué dun site Hindlll complet et fonctionnel, qui fut introduit
artificiellement lors de la construction de ce vecteur (de Wet et al., 1986).
Puis, une séquence de 27 nucléotides suit immédiatement en aval (Figure
2.1) , jusqu'au premier codon AUG, situé dans le contexte suivant:

5 ATTCTIGAATGTCGCTCCAAGTG 3
On remarque que ce premier codon d'initiation ne se retrouve pas dans un
contexte 1déal, car il ne s'agit absolument pas d'une séquence-consensus
de Kozak. On retrouve ici des pyrimidines dans les positions -3 et +4
(soulignées), alors qu'un contexte de départ optimal devrait comprendre
des résidus purine. Ce premier codon AUG est néanmoins utilisé (de Wet
et al., 1986). 1l constitue le codon de départ d'un sORF qui se termine 50
pb en aval. Puis, un nucléotide en aval du codon de terminaison, a la
position +52, on retrouve le résidu adénine du premier codon véritable de
I'enzyme luciférase de la mouche a feu Photinus pyralis, qui se situe dans
le contexte suivant :
5 TGTTGGTAAAATGGAAGAC 3

Cette construction constitue un véritable témoin positif, offrant les

niveaux maximum d'activité luciférase mesurés par bioluminescence au
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cours de cette recherche (graphiques 3.9, 3.10 et 3.11).

Si on considére les résultats des études de Marilyn Kozak dans ce
secteur de recherche, la présence d'un codon AUG situé en amont d'un
deuxi¢éme codon d'initiation posséde un effet inhibiteur sur l'initiation de la
traduction. Dans le cas présent, le premier codon AUG ne se situe pas
dans un contexte favorable, ce qui ne ralentit pas a coup siir le balayage
de la sous-unité 40S le long de 'ARNm. Ceci contrevient au postulat du
first AUG rule, et se solde par un balayage incomplet (leaky scanning).
En outre, la construction pRSV-Luc est celle qui présente la séquence 5'
non-traduite la plus courte, parmi tout 1'éventail de plasmides utilisés au
cours de ce projet.

On peut comprendre immédiatement l'importance d'utiliser un
systeme de détection extrémement sensible et précis pour ce genre
d'expérience, car les valeurs obtenues avec pRSV-Luc constituent ici un
rendement maximal, caractéristique dun controle positif. On peut
supposer que des expériences de mutagénése dirigée effectuées au niveau
du contexte d'initiation peu favorable offert par le premier codon AUG
pourraient optimiser les niveaux d'expression du plasmide pRSV-Luc.
Ceci apporterait une preuve supplémentaire pour appuyer la théorie de
Marilyn Kozak, vu que tout changement dans les niveaux d'expression de
la luciférase serait facilement détecté par la sensibilité du systéme de

bioluminescence.
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Figure 3.10. : Expression des chiméres génétiques dans les cellules HTC.
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Figure 3.11. : Expression des chiméres génétiques dans les cellules L6.

Dans cette lignée cellulaire, un nombre restreint de constructions génétiques
furent testées, en I'occurence, les plasmides JMC100, 101, 102, 107 et 108.



127

L'insertion d'un site de clonage multiple de 93 paires de bases de
longueur au site Hindlll de pRSV-Luc permet d'obtenir la construction
JMC100, laquelle fut utilisée pour effectuer la plupart des autres
constructions subséquentes. Le produit de la transcription de JMC100
consiste en un ARN similaire a celui correspondant a pRSV-Luc, mais
pourvu l'une séquence 5' non-traduite rallongée de 93 paires de bases,
riche en petites séquences palindromiques. Chaque palindrome représente
un des 14 sites de restriction retrouvés dans le site de clonage multiple
inséré. Selon les résultats des investigations effectuées par Marilyn
Kozak, I'allongement de la séquence 5' non-traduite devrait s'accompagner
d'une augmentation de I'efficacité¢ de la traduction, a cause du fait qu'un
nombre de plus en plus élevé de sous-unités 40S peuvent s'aligner et
attendre leur tour pour un assemblage définitif du ribosome au niveau du
premier AUG, préférablement situé dans un contexte favorable. On
devrait donc s'attendre a une augmentation du taux d'efficacité de
traduction de I'ARN messager obtenu, mais ce n'est pas le cas. En fait,
l'efficacité de traduction du messager est diminuée de moitié par rapport a
PRSV-Luc.

Ce phénomeéne peut s'expliquer par une observation d'une partie de
la séquence du MCS, au niveau des sites allant de Sall a Spel :

5 GTCGAC ATGCAT CCATGG ACTAGT =

Sall / Nsil / Ncol / Spel
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On réalise que les sites de restriction Nsil et Ncol, qui furent essentiels
pour construire les mutants de délétion partielles de l'exon 1B, et pour
effectuer des analyses de restriction sur minigel d'agarose lors de
l'obtention des transformants positifs, contiennent également des codons
ATG, qui font automatiquement partie intégrante de la séquence d'ARNm
située en amont de la luciférase.

Cette introduction (non désirée) de codons de départ
supplémentaires diminue le taux de traduction du messager, d'autant plus
que les nucléotides situés dans les positions-clés entourant le site ATG
sont justement des résidus purines. Les valeurs d'activité luciférase
obtenues correspondent seulement a la moitié de celles fournies par le
contréle positif pRSV-Luc, a cause de cet effet de compétition offert par
ces codons dinitiation supplémentaires. On obtient quand méme des
valeurs de luciférase assez substantielles pour comparer les efficacités de
traduction offertes par d'autres constructions.

La présence de deux codons AUG situés au niveau du site de
clonage multiple, et entourés d'un contexte favorable, se sold‘e a coup siir
par l'arrét de la sous-unité 40S a cet endroit, selon la Loi du Premier
Codon. Ceci résulte en la synthése d'une agnoprotéine putative de 12
acides aminés de longueur, si le ribosome s'assemble au niveau du
premier AUG (Figure 2.1). Si ce premier codon n'est pas reconnu a cause

d'un balayage incomplet, un arrét putatif de la sous-unité 40S pourrait
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s'effectuer au niveau du deuxiéme codon situé au site voisin Ncol. Dans ce
cas, un dipeptide serait synthétisé, pour se solder par la dissociation du
ribosome et la poursuite du balayage de la sous-unité 40S le long du
messager. La luciférase fonctionnelle traduite ultéricurement serait alors
le fruit d'une réinitiation. L'introduction d'un MCS double la longueur de
la région 5'UTR, et favoriserait I'accumulation de tout un chapelet de
sous-unités 40S a partir de la coiffe. On augmenterait ainsi l'efficacité du
messager a favoriser la traduction d'une luciférase compléte, afin de
compenser pour une partie de la perte d'efficacité conférée par les SORF
du MCS. Les taux d'activité luciférase obtenus avec JMC100, qui sont
¢quivalents a la moitié des valeurs obtenues avec le contrdle positif
PRSV-Luc, correspondent aux mémes ordres de grandeur que ceux
observé lors de l'analyse des mutants de délétion dépourvus de sORF en
amont du géne de la luciférase lors de la construction de pRSV-Luc (de
Wet et al., 1986). Un sORF aurait donc tendance a réduire le taux de
traduction d'un messager de 50%.

I serait séduisant de penser que I'agnoprotéine synthétisée par les
sequences codantes d'un sORF situé¢ en amont d'un géne donné puisse
contribuer a un quelconque mécanisme de régulation biochimique qui
nécessiterait la présence d'un facteur traductionnel. A date, aucun role

distinct n'a été associ¢ a de tels polypeptides.
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3.2;2 Résultats obtenus avec l'exon 1B entier.

Les constructions JMC101 et JMC107 se caractérisent par la
présence de I'exon 1B entier au sein du site de clonage multiple. JMC101
se caractérise par les séquences de cet exon dans leur orientation naturelle
5" a 3' tel que suggéré par les expériences de séquencgage effectuées
antérieurement (Jacobson, 1991). L'orientation inverse fut effectuée dans
la construction JMC107, pour éliminer l'effet du court cadre de lecture
ouvert retrouvé dans JMC101 tout en conservant les structures
secondaires de ARNm. Dans les deux cas, les niveaux d'expression de la
luciférase sont trés faibles si on les compare au contréle positif JMC100,
et ce, pour les deux types cellulaires considérés. Ainsi, on observe des
niveaux d'expression de luciférase de 4% et de 8% seulement, dans les
cellules HTC et les cellules COS-7, respectivement, par rapport au témoin
positif JMC100. Ces résultats sont concordants avec les travaux de
Marilyn Kozak sur l'effet des structures secondaires stables placées en
amont d'un codon AUG, qui ont pour réle de bloquer le balayage de la
sous-unit¢ 40S le long de la séquence 5' non-traduite, par effet

d'encombrement stérique.
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3.2.3 Résultats obtenus avec les mutants de délétion partielle.

L'obtention de sections tronquées de I'exon 1B, et leur sous-clonage
dans le vecteur d'expression JMC100, constituent des constructions
tout-a-fait  artificielles. Toutefois, ces expériences de dissection
moléculaire apportent plusieurs informations sur  l'efficacité des
différentes composantes de l'exon 1B dans la possibilité d'une régulation
post-transcriptionnelle de I'expression du GR dans les cellules en culture.
Ainsi, les constructions JMC102 et JMC108 nous permettent de
comprendre le r6le de la présence d'un court cadre de lecture ouvert situé
en amont 'du codon de départ du gene rapporteur, et de juger de son
efficacité dans le controle de son expression.

Dans les deux types cellulaires étudiés ici, la construction JMC102
contribue a réduire substantiellement le niveau dexpression de la
luciférase par rapport au contréle positif JMC100, mais d'une fagon moins
drastique que la construction comprenant I'exon 1B tout entier. Le court
cadre de lecture ouvert de JMC102 permet la traduction d'une petite partie
du messager pour former une agnoprotéine de 40 acides aminés, et se
solde par la dissociation compléte du ribosome entier au niveau du codon
d'arrét de ce sORF, situé a une centaine de nucléotides en amont du
codon d'initiation de la luciférase. Ceci diminue l'efficacité de la

traduction du géne rapporteur situé en aval.
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Le contexte du codon d'initiation du SORF est le suivant (Figure 2.1) :
55 TCCCCCATGGAGAAG 3

Cet excellent contexte, avec une purine en position +4, nous permet de
conclure que, encore ici, les événements permettant la traduction du géne
rapporteur sont le balayage incomplet, et la réinitiation. Les résultats
expérimentaux vont dans le méme sens que les conclusions de Marilyn
Kozak sur ce sujet. Le mutant JMC102 montre un taux d'expression
equivalant a pres de la moitié (40%) de JMC100 dans les cellules HTC,
mais de seulement 10% , en moyenne, dans les cellules COS-7. L'écart
observé entre ces deux types cellulaires par rapport a l'inhibition conférée
par la présence dun sORF est digne de mention. Ceci suggére que
certaines cellules, ou certains tissus, seraient plus sensibles que d'autres,
en montrant une régulation plus ou moins prononcée par le biais de
l'utilisation de ces mécanismes de contrdle au niveau de 'ARNm.

En sachant que les systémes naturels sont, en général, structurés et
organisés dans le but de la conservation de l'énergie, l'utilisation d'un
mecanisme nécessitant la synthése d'une agnoprotéine de ce type parait
constituer un gaspillage d'énergie métabolique. L'avantage évolutif d'un tel
mécanisme de régulation se retrouve probablement dans le fait que la
traduction d'un petit polypeptide inutile représente, en fait, un moindre
mal par rapport a la traduction d'une grosse protéine fonctionnelle dont la

présence ne serait pas requise selon les conditions de vie de la cellule.
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La construction JMC108 démontre que l'insertion du SORE dans
I'orientation inverse annule l'effet du codon d'initiation AUG, qui se lit
maintenant GUA de 5' 4 3!, et résulte en fait en l'allongement de la région
5' non-traduite de 130 paires de base supplémentaires par rapport au
contrble positif JMC100. Les résultats obtenus suite a la transformation
des cellules en culture avec cette construction sont trés clairs : dans les
deux lignées considérées, on assiste a une augmentation nette de
l'expression de la luciférase. Ainsi, dans le cas des cellules HTC, les
valeurs de JMC108 sont presqu'aussi élevées (86%) que celles du contrdle
positif. En outre, le taux d'expression de JMC108 est le double de celui de
JMC102 dans le cas de cette lignée cellulaire (Figure 3.10). Dans les
cellules COS-7, le taux d'expression de JMC108 est de moitié moindre par
rapport au controle positif, mais il est quatre fois plus élevé que dans le
cas de lorientation naturelle 5'-3' retrouvé dans JMC102. Ainsi,
l'allongement de la région 5' non-traduite contribue efficacement a
l'augmentation de l'efficacité de la traduction, probablement en favorisant
l'accumulation de plusieurs sous-unités 40S le long de la molécule d'ARN
messager. Ce résultat suggere également que le processus de l'initiation de
la traduction doit obligatoirement favoriser le balayage (scanning) de
I'ARNm a partir de la coiffe, donc, de l'extrémité 5'. Si les sous-unités 40S
pouvaient initier la traduction directement par attachement aléatoire le

long de la région 5' non-traduite de 'ARNm sans reconnaitre la coiffe au
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préalable, il serait difficile d'observer un effet positif par le simple fait
d'allonger la séquence 5' non-traduite. On pourrait s'attendre a ce que
I'mtroduction d'une structure secondaire de faible stabilité preés de
l'extrémité 5' de ce mutant diminuerait 'efficacité de la traduction, en
dépit dun allongement supplémentaire de la structure primaire du
messager (Kozak, 1986).

Ces résultats de dissection moléculaire proviennent d'un design
expérimental selon lequel chaque essai a été effectué en triplicata dans le
cadre de plus de 6 expériences distinctes effectuées séparément au cours
de plusieurs semaines d'investigation. Cela confirmerait la reproductibilité
de ces résultats.

Les séquences dARNm du sORF peuvent former une structure
secondaire de 14 paires de bases de longueur, avec une énergie libre AG:
-17,7 Kceal/mol, mais qui est quand méme facile a dénaturer (Kozak,
1992) par l'activité hélicase putative de la sous-unité 40S en cours de
migration.

Ce résultat suggere également qu'une structure secondaire plus
stable aurait un effet inhibiteur plus prononcé sur la traduction. Clest ce
qui est observé avec les mutants JMC104 et JMC109. Ces constructions
contiennent la premiére moitié de l'exon 1B, dans les orientations sens et
antisens, respectivement. Cette région se caractérise par la présence d'une

structure en épingle a cheveux, dont la tige contient 20 paires de bases
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appariées, constituée surtout de résidus C et G, et ayant une énergie libre
AG: -36,2 Kcal/mol, ce qui constitue une structure trés stable. Les valeurs
de T'activité luciférase obtenues pour les deux types de constructions sont
considérablement inférieures a celles obtenues dans le cas du controle
positif JMC100, ce qui suggére bel et bien un effet inhibiteur de cette
structure secondaire sur l'efficacité de la traduction, et ce, dans les deux
lignées cellulaires étudiées dans ce projet. L'examen détaillé de la
structure primaire du transcrit putatif de JMC104 suggére qu'il n'y a pas de
cadre de lecture ouvert au niveau de cette construction, et que l'effet
inhibiteur est avant tout causé par une structure secondaire qui n'est pas
assez encombrante pour arréter totalement la traduction. Ainsi, dans le
cas des cellules HTC, la construction JMC104 montre un niveau
d'expression de presque la moitié du contrdle positif. Dans les cellules de
primate, cette diminution est plus marquée, de l'ordre de 25% du contréle
positif. Cela représente quand méme une baisse de lefficacité de
traduction de prés de 50%, par rapport aux effets conférés par une
structure moins stable, comme celle permise par le mutant JMC108.

A priori, I'inversion de cette structure secondaire ne devrait pas
produire une baisse marquée de l'efficacité de la traduction. Les valeurs
d'activité¢ luciférase trés faibles observés pour JMC109 (1,3% du contrle
positif pour les cellules COS-7 et 6% pour les cellules HTC) suggerent

qu'un mécanisme supplémentaire doit intervenir pour réduire autant les
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taux de traduction. L'analyse des séquences génétiques de JMC109
pourrait apporter une réponse intéressante: un site Nsil est situé juste en
amont du site Ncol qui fut utilisé lors du sous-clonage de l'insert inversé.
Ce site Nsil possede un codon d'initiation de la traduction, qui introduirait
un SORF en amont de la structure secondaire, et qui diminuerait
considérablement lefficacité d'expression du géne rapporteur. Cette
comparaison des résultats entre les constructions JMC104 et JMC109
apporte la démonstration supplémentaire que l'introduction dun sORF
réduit considérablement le taux de traduction d'un géne.

La construction JMC103, dans laquelle on retrouve une séquence
d'intron de 280 paires de bases de longueur en amont de la premiére
boucle, donne des résultats deux fois plus faibles que JMC104 dans les
cellules COS. Les résultats obtenus pour les cellules HTC ne peuvent étre
considerés ici, vu que l'expérience ne fut effectuée qu'une seule fois dans
ce type cellulaire. |

La preuve que la présence d'une structure secondaire massive
située dans la région 5' non-traduite posséde un effet inhibiteur sur
l'efficacité de la traduction est fourni par la construction JMC112 : ici, la
présence d'un trio de boucles stables en amont du site d'initiation de la
traduction empéche presque totalement l'expression du géné rapporteur, a
cause de l'effet d'encombrement stérique considérable apporté par cette

structure.
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3.2.4 Résultats obtenus avec les mutants de délétion compléte.

Les constructions JMC 106 et JMC111 furent effectuées dans le but
de vérifier l'efficacité de l'allongement de la région 5' non-traduite dans la
facilitation de la traduction. La construction JMC106 posséde une
séquence provenant de l'intron situé en amont de l'exon 1B, et cette
séquence posséde 280 pb de longueur. La construction JMC111 contient
un fragment de 448 paires de bases de longueur excisé du vecteur
bactérien pBluescripfKS+. Ce fragment chimérique comporte des
séquences bactériennes de pUC19, avec les promoteurs viraux T3 et T7,
ainsi qu'un site de clonage multiple et une partie du géne lacZ de E.coli.

Dans les deux cas, 'effet observé chez les deux types cellulaires
¢tudiés consiste en une nette diminution des niveaux d'expression du géne
rapporteur, et constitue la preuve du fait que l'allongement exagéré de la
région 5' non-traduite n'améliore pas nécessairement l'efficacité d'un
ARNm. Dans le cas de JMC111, la diminution de 'efficacité de traduction
est probablement provoqué par l'effet de l'addition de codons AUG
cryptiques dans ces séquences.

Notons ici une observation trés intéressante: la séquence d ADN
provenant de l'intron situé en 5' par rapport a l'exon 1B fut auparavant
testée dans le but de démontrer si elle pouvait conférer une activité
promotrice, permettant d'encourager l'expression d'un géne rapporteur

CAT dans des vecteurs d'expression eucaryotes dépourvus de promoteur
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(Jacobson, 1991). Les résultats rapportés confirment bel et bien que cet
intron posséde une bonne activité promotrice, et suggére que le géne du
GR de rat est contrdlé par plusieurs promoteurs, chacun étant associé a un
exon distinct, lui-méme correspondant & sa propre séquence 5'
non-traduite, située immédiatement en aval (Jacobson, 1991). Le
promoteur associ¢ a 'exon 1B posseéde des ilots C,G, et plusieurs sites de
liaison a des facteurs transcriptionnels, tels Sp1, CTF, et il y a méme un
nGRE. Par contre, il n'y a ni GRE, ni boite TATA. Les faibles résultats
obtenus avec le géne rapporteur luciférase suite a l'insertion de ce
promoteur au niveau du MCS en aval de RSV-LTR de JMC100, suggérent
que linteraction qui résulterait des facteurs transcriptionnels mis en
présence ici contribue a affaiblir considérablement le promoteur fort RSV.
Une autre fagon d'affaiblir un promoteur fort est d'y effectuer des
délétions ou des mutations ponctuelles (point mutations) a l'intérieur de
certaines séquences-cibles reconnues par des facteurs transcriptionnels.
Ces résultats suggerent des avenues exploratoires intéressantes afin de
mieux comprendre le mécanisme de fonctionnement de ces séquences

promotrices en amont des exons 5' non-traduits.
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3.2.5 Effet de I'exon 1A.

La construction JMC110 fut effectuée afin de vérifier l'effet de
l'exon 1A sur l'expression du géne rapporteur. Dans les cellules HTC, le
mutant JMC110 confeére un niveau d'expression équivalent a celui du
témoin positif JMC100. Dans le cas des cellules de primate, les résultats
sont presque similaires (86%). Ces résultats expérimentaux semblent
reproductibles, et démontrent qu'il existe une différence trés nette entre
les niveaux d'expression permis par l'exon 1B (JMC101) et l'exon 1A
(JMC110) sur le géne rapporteur, et ce, dans les deux types cellulaires
¢tudiés.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux observés avec la
construction JMC108, ce qui suggére que l'allongement modéré de la
séquence 5' non-traduite du messager contribue bel et bien a améliorer le
taux d'expression du gene rapporteur. L'analyse de la structure primaire de
I'exon 1A ne suggere la présence d'aucun site de liaison ou codon ATG ou
d'aucune séquence palindromique pouvant bloquer le mouvement d'une
sous-unité 40S.

Ainsi, 'utilisation différentielle d'un choix de ces séquences 5'
non-traduites constitue un mécanisme de régulation qui peut vraiment

avoir une influence sur les niveaux cellulaires du GR.



CHAPITRE 4 : DISCUSSION

4.1. Les travaux antérieurs concernant la régulation du GR suggérent
certaines possibilités de contrdle au niveau génétique et

traductionnel.

Les études de régulation post transcriptionnelle décrites et rapportées
dans le cadre de ce projet furent effectuées par le biais de l'utilisation de trois
lignées cellulaires. Ces derniéres furent l'objet de transformations transitoires
avec des chiméres génétiques de S'TUTR de GR couplées a la luciférase. Ce
modele d'étude in vitro, quoique non exhaustif, suggére cependant l'existence
putative de certains mécanismes cellulaires pouvant étre utilisés dans le
contexte de la régulation du GR. Cette conclusion s'impose par le simple fait |
que les séquences 5' non-traduites testées ici se retrouvent naturellement en
amont de la région codénte du GR, et que les résultats obtenus d'une
construction génétique a l'autre sont trés reproductibles.

En outre, les observations qui ont été rapportées antérieurement par
plusieurs investigateurs, par le biais de d'autres procédures expérimentales,
notamment par des expériences d'immunohistochimie et d'hybridations in situ,
indiquent souvent un manque de corrélation directe entre les niveaux de

messager et les niveaux de protéine. Ceci fut souligné a la section 1.3.5 , ou
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une revue de la littérature concernant la régulation du GR a été effectuée.

On peut donc suspecter I'existence d'une régulation qui s'exerce au
niveau post-transcriptionnel. Ainsi, il existerait toute une panoplie d'événements
cellulaires pouvant affecter les différentes composantes de la machinerie
traductionnelle, et ce, a différents niveaux. Parmi ceux-ci, notons la stabilité de
IARNm, le turnover de I'ARNm, l'efficacité de 'ARNm a promouvoir la
traduction, la stabilité¢ de la protéine, le turnover de la protéine, et finalement,
I'efficacité de la protéine elle-méme, par exemple, sa conversion d'une forme
active a une forme inactive, ou vice-versa.

Comme point de départ, I'étude de I'exon 1B suggére fortement la
présence de structures primaires et secondaires dont l'influence sur l'efficacité
de la traduction furent trés bien documentés, aussi bien par les travaux de
Marilyn Kozak (1999) que ceux de plusieurs autres investigateurs. Cela
implique également que des phénoménes de contrdle de la traduction du GR
peuvent bel et bien étre effectués au niveau de son ARNm.

II faut souligner que la méthodologie utilisée lors de cette recherche n'a
pas porté sur l'observation directe des différentes isofonnes d'ARNm de GR
pouvant étre retrouvées au niveau du cytoplasme. Les conclusions apportées ici
ne s'appuient que sur le simple fait de la mesure de l'activité d'un geéne
rapporteur. Bien que ces déterminations soient trés précises, il faut souligner

que la simple mesure de lactivit¢ d'un géne rapporteur introduit dans une
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culture cellulaire a la suite d'une procédure de transfection, donne souvent des
résultats trop indirects et qui peuvent facilement porter a confusion.

Par exemple, la mesure d'une activité luciférase est largement tributaire a
l'efficacité de la transcription du plasmide introduit dans la cellule. 11 est
impossible d'exercer un contrle défini sur ce paramétre. De méme, la
détermination de l'activité luciférase est également tributaire a l'efficacité de
l'entrée de ce méme plasmide au sein du cytoplasme. Encore ici, un contrdle
précis de ce phénomene est tres difficile.

Cest pourquoi les résultats obtenus par le biais de la méthode de la
transfection classique, utilisant un co- précipité d'’ADN couplé au phosphate de
calcium, auraient pu étre comparés avec ceux obtenus a la suite d'une méthode
alternative tout aussi reconnue, voire plus efficace, telle la lipofection ou
l'utilisation du DEAE-dextran.

En outre, le plasmide utilisé cbmme gabarit pour 'ARN polymérase 11
pourrait trés bien lui aussi ne pas étre entiérement conforme avec ce qui est
attendu, et posséder une structure primaire pouvant interférer avec les
mécanismes cellulaires généralement admis de la transcription. Le méme
raisonnement peut trés bien s'appliquer également dans le cas du messager
obtenu et ce, par surcroit, au niveau de sa structure secondaire. Il ne faut pas
oublier que les constructions introduites dans les cellules en culture furent

auparavant obtenues et amplifices dans des bactéries, qui sont des organismes
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vivants, donc, tout a fait en mesure de réorganiser le matériel génétique dont
elles ont la tiche d'abriter, et ce, en dépit du fait qu'elles soient des mutants
rec-, donc, supposément incapables dexercer des phénoménes de
réarrangement génétique par le biais de la recombinaison.

Les résultats observés lors de cette recherche semblent tout a fait en
accord avec les prédictions basées sur le modéle de Marilyn Kozak. 11 est
toutefois trés important de réaliser que la mesure indirecte dune activité
traductionnelle, basée uniquement sur le postulat d'une abondance toute relative
et toute discutable de messager présumément efficace, peut cacher plusieurs
¢léments d'erreur. Ces observations, méme en étant tres reproductibles, peuvent
facilement diriger l'investigateur vers des conclusions hatives et erronnées, qui
doivent absolument étre vérifiées de fagon plus exhaustive par le biais d'études

plus approfondies et mieux ciblées.

4.2. L'utilisation différentielle d'un choix putatif de certaines séquences 5'
non-traduites constitue une possibilité bien réelle de mécanisme de

régulation post-transcriptionnelle du GR.

Plusieurs investigateurs ont remarqué une grande hétérogénéité dans les
régions situées en 5, et qui flanquent la partie codante de plusieurs récepteurs

stéroidiens, tels le récepteur des estrogénes (Freyschus & Grandien, 1996), et
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le récepteur de l'acide rétinoique (Zelént et al., 1991). Si ces séquences codent

pour des régions 5' non-traduites, on obtiendrait plusieurs isoformes de

I'ARNm d'un méme récepteur. Ces isoformes peuvent €tre générées :

1. par le biais d'un choix de promoteurs alternatifs, comme dans le cas du
récepteur des estrogénes, ou bien,

2. par le biais d'un mécanisme d'épissage alternatif a partir d'un seul et méme
promoteur, comme dans le cas du récepteur des glucocorticoides chez
I'humain.

Si certaines séquences 5' non-traduites pouvaient coder pour des régions
traduites en protéine, le récepteur stéroidien obtenu serait caractérisé par une
extension de son domaine amino. Dans ce cas, il est clair que plusieurs
isoformes de la méme protéine pourraient étre synthétisées, et chaque isoforme
correspondrait a son propre 5' UTR au niveau de son ARNm respectif, a la
condition que les séquences supplémentaires soient situées dans le méme cadre
de lecture que le reste de la protéine. En appliquant le postulat du first AUG
rule, on déduirait que la méme protéine posséderait un choix trés varié de
domaines de transactivation, pour la création de toute une famille d'activateurs
transcriptionnels impliqués dans l'activation ou l'extinction des génes. A I'heure
actuelle, il n'existe pas de telles isoformes en ce qui concerne le GR. Seuls les
mutants nt' ont été caractérisés, et ces mutants sont dépourvus du premier exon

codant. Ce sont donc des récepteurs tronqués dans leur domaine amino, donc,
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dépourvus de tout domaine de transactivation ( Miesfeld, 1989).

Dans le cas d'un épissage alternatif de séquences dans la région 3' des
récepteurs stéroidiens, on observerait alors un choix trés varié de domaines de
liaison au ligand. Cet événement se retrouve au niveau du récepteur des
glucocorticoides chez 'humain. Ainsi, la forme #GRbeta, obtenue par épissage
alternatif des régions situées en 3', permet l'obtention d'une forme tronquée du
GR humain dans sa partie carboxy-terminale, et qui ne posséde aucune affinité
pour les glucocorticoides (Oakley et al., 1996).

Dans le cadre de ce projet de recherche, 'hypothése de base propose que
les séquences situées en 5' ne possédent pas de codon AUG situé dans le méme
cadre de lecture que le premier exon codant, et donc, ne sont pas traduites en
protéine. De plus, on suppose qu'une molécule de luciférase extentionnée dans
son domaine amino ne pourrait se replier de la méme fagon que la protéine
originelle. L'observation des faibles niveaux d'activité luciférase conférés par
I'exon 1B entier, et une comparaison avec les niveaux trés élevés correspondant
a la présence hypothétique de I'exon 1A, suggére que l'utilisation différentielle
de ces séquences par la cellule pourrait effectivement contribuer a enrichir ou a
appauvrir le cytosol d'une protéine fonctionnelle. L'épissage alternatif pouvant
mener a la rétention d'un exon, ou l'activation de tel ou tel promoteur pour
geénérer une isoforme d'ARNm, seraient des événements dictés par les

‘conditions de vie de la cellule, et pourrait étre illustré comme suit (figure 4,1):
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Organisation du gene du GR chez le rat : ATG
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Figure 4.1.

L'utilisation différentielle d'un choix putatif
de certaines séquences 5' non-traduites constitue
une possibilité bien réelle de mécanisme de régulation
post-transcriptionnelle du Récepteur des Glucocorticoides
chez le rat.

Un choix d'au moins 8 régions 5' non-traduite se trouve en amont de 1'exon codant 2.
L'utilisation différentielle de telle ou telle région 5' non-traduite:

w N
)

Le tout dépendant de la force relative de chacun de ces promoteurs, ou de 1'atat
de Ta machinerie cellulaire contrdlant 1'épissage du transcrit primaire, Tesquels
seraient dictés par les conditions physiologiques de la cellule. ‘
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Plusieurs investigateurs ont remarqué que la réponse d'auto-régulation du
GR est tissu-spécifique, et varie d'un type cellulaire & I'autre (Kalinyak et al.,
1987). Par surcroit, il fut également observé que les concentrations
intracellulaires de 'ARNm du GR ne correspondaient pas toujours exactement
a celles de la protéine (Okret et al., 1990). Les résultats de ce projet de
recherche suggérent que les exons 1A et 1B pourraient conférer une régulation
au niveau de l'efficacité de la traduction du GR chez le rat. Ainsi, l'utilisation
individuelle ou combinée d'une seule ou de plusieurs séquences 5' non-traduites
d'’ARNm a partir d'un choix putatif de séquences régulatrices se trouvant dans
le génome pourrait fort bien, a priori , constituer un mécanisme facilement
accessible afin d'exercer un contrdle précis des quantités de GR cytosolique.
Ceci compte tenu de 'effet positif de 'exon 1A, et de I'effet négatif de l'exon 1B
sur l'efficacité de la traduction du géne rapporteur utilisé ici, et aussi compte
tenu que de telles séquences d'une telle complexité et d'une telle utilité
potentielle ne pourraient se retrouver dans ce locus génique particulier sans
méme servir a quoi que ce soit.

Il est important de noter que plusieurs investigateurs ont proposé qu'une
certaine proportion des molécules de GR cellulaire pourrait étre séquestrée au
niveau du noyau. La méthodologie expérimentale utilisée ici ne permet pas de
vérifier si la transfection d'une construction artificielle comme RSV-GR, ou la

transfection de chimeres génétiques de GR pourvues des différents 5' UTR déja
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caractérisés, pourrait contribuer a enrichir le pool intranucléaire de ce
récepteur. Des expéx_‘iences d'hybndation in situ pourraient apporter une
indication quant au rdle de ces différents exons 5' non-traduits dans l'éventualité
d'une rétention nucléaire du récepteur. Il faut se rappeler que, d'une maniére
générale, la rétention nucléaire est un phénoméne conféré par certaines
sequences d'acides aminés. Les séquences de rétention nucléaire devraient donc
etre retrouvées dans la partie codante du messager.

Les situations dans lesquelles la cellule se trouve dans I'obligation de
réguler la concentration intracellulaire de GR sont fort variées, et procurent
autant de pistes d'investigation pour détecter les différentes isoformes ' ARNm
pourvues des régions 5' non-traduites qui font l'objet de cette recherche.
L'isoforme majeure d ARNm de GR dans les cellules HTC est celle qui contient
les séquences caractérisant I'exon 1B (Jacobson, 1991). La forme retrouvée en
plus grande quantité dans les tissus sains est l'isoforme contenant les séquences
de I'exon 1A (Gearing et al., 1993), ce qui démontre bel et bien l'existence d'un
mécanisme d'épissage alternatif, ou d'utilisation de promoteurs alternatifs, ou
peut-8tre méme une action combinée de ces deux mécanismes, pour mener a
l'obtention de ces isoformes d'ARNm chez le rat.

Des expériences d'¢longation d'amorce (primer extension) effectuées par
PCR- RACE sur des tissus de rat a différents stages de développement et sous

différentes conditions hormonales (Gearing et al., 1993), ont bel et bien permis
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de détecter un transcrit majeur, qui se caractérise par la présence des séquences
d'’ARNm propres a l'exon 1A. Ce n'est pas tout : trois autres isoformes furent
caractérisées en tant que transcrits mineurs dans les conditions de vie normales
de cet animal. L'une de ces isoformes contient des séquences 5' UTR
correspondant a celles de I'exon 1B, une autre isoforme contient des séquences
d'extrémité 3' d'intron entre l'exon 1B et le premier exon codant 2, ce qui
représenterait le produit dun épissage incomplet. La troisiéme isoforme
contient des séquences 5'UTR qui ne correspondent a aucune séquence d'exon
publi¢e a date. Elle constituent probablement le produit final de la transcription
d'un des exons 5'UTR situés plus en amont.

De toute évidence, il semble bien exister un mécanisme d'épissage
alternatif, probablement combiné a un mécanisme d'utilisation de promoteurs
alternatifs, pour générer toutes ces isoformes. La méme chose fut découverte
chez la souris (Dieken et al., 1990), mais pas encore chez I'humain.

Les séquences des différentes isoformes d ARNm qui furent détectées
par RACE-PCR dans les cellules HTC (Jacobson, 1991), correspondent
également a celles retrouvées dans les tissus de rat, mais dans des proportions
différentes. Ainsi, les transcrits d'exon 1A , majoritaires dans les tissus animaux
sains (Gearing et al., 1993), étaient abondants a 16% dans les cellules HTC.
Par contre, les transcrits d'exon 1B, minoritaires dans les tissus animaux, étaient

abondants a 55% dans les cellules HTC. Cette surabondance de l'isoforme 1B
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dans des cellules de foie immortalisées est trés étrange, et suggere donc que les
différentes isoformes de 'ARNm de GR pourraient étre utilisées de fagon
différentielle durant le processus de la prolifération cellulaire, ou en une
multitude d'autres occasions, dans plusieurs autres types de cellules ou de tissus
sains ou transformés. On sait que les glucocorticoides sont impliqués dans le
contréle d'une grande variété de processus biochimiques et physiologiques dans
une grande variété de cellules, de tissus et mémes dorganes. Ainsi, les
¢veénements reliés a certains phénoménes du cycle cellulaire, de l'ontogénése,
de la senescence, de l'apoptose, ou méme de I'oncogénése, pourraient fournir
autant de pistes d'investigation pour une meilleure connaissance de ces
phénomeénes.

Il serait intéressant de détecter et de caractériser les différentes isoformes
du GR pouvant étre retrouvées dans les cellules ou les tissus humains, et de
comparer leur homologie avec la grande variété d'isoformes retrouvées chez le
rat. L'organisation du géne de GR chez I'humain ne démontre pas un choix aussi
varié de régions 5' non-traduites avec autant de promoteurs individuels. Si
plusieurs isoformes de transcrit de GR pouvaient se retrouver chez I'humain, on
pourrait conclure qu'elles seraient générées uniquement par des phénoménes
d'épissage alternatif. La figure 4,2, retrouvée a la page suivante, permet de
comparer l'organisation génomique du GR entre la souris et le rat, et de réaliser

a quel point elles différent de chez I'humain.
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ATG

ATG
~29%kb

ATG

Figure 4.2. Une comparaison de I'organisation génétique du GR
chez le rat, la souris et I'humain.

Schéma du haut : Organisation du géne du GR humain.
Schéma du milieu : Organisation du géne du GR de souris.
Schéma du bas : Organisation du géne du GR de rat.
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1l serait approprié, a ce stade, de comparer les structures primaires des

différentes isoformes du GR. Ainsi, chez I'humain, trois isoformes d'ARNm de
GR furent caractérisées (Oakley & Cidlowski, 1996). Des essais de buvardage
de Northern ont détecté une forme alphal, de 7,0 kb, une forme alpha2, de 5,5
kb, et une forme beta de 4,3 kb. La traduction des isoformes alphal et alpha?
résulte en la synthése dune méme protéine, qui varie au niveau de son
extrémité carboxyle- i.e. le domaine de liaison au ligand. On retrouve
¢galement une forme alpha et beta de cette molécule chez le rat (Kohn et al.,
1998). La forme befa posséde un domaine de liaison au ligand tronquée.
L' isoforme beta du GR humain serait un compétiteur des isoformes alpha, et
exercerait son action au niveau de la chromatine (Bamberger et al., 1995,
Oakley et al., 1996). Chez l'humain, comme chez le rat, la forme alpha est
régulée négativement en présence de son ligand. On ne connait pas encore les
mécanismes de la régulation de la forme beta du récepteur. Ces trois formes
sont obtenues a la suite d'un épissage alternatif.

Chez la souris, il existe trois promoteurs distincts du GR, et chaque
promoteur correspond respectivement & un exon 5' non-traduit, i.e. I'exon 1A,
1B et 1C (figure 4.2). La grande homologie entre les génes du GR de rat et de
souris suggere I'existence passée d'un ancétre commun (Strahle et al., 1992).

Afin de comparer le GR avec d'autres récepteurs stéroidiens, il serait

intéressant de faire un parallele avec le Récepteur des Estrogénes (ER). Dans le
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cas du ER, deux formes sont retrouvées chez le rat: la forme alpha (Koike et
al., 1987) et la forme beta (Kuiper et al., 1996). Ces deux isoformes d'un méme
récepteur possédent une faible homologie au niveau de leur structure primaire
(moins de 50%), et proviennent de deux génes distincts, ayant chacun leur
propre promoteur. Elles sont distribuées de fagon différente dans plusieurs
régions de cerveau de rat. Elles font également l'objet d'une régulation séparée
(Osterlund et al., 1998). La forme la mieux connue est la forme alpha, laquelle
se retrouve en deux isoformes : la forme B et la forme C. Une troisiéme
1soforme, A, fut caractérisée chez 'humain.

Il appert que le ER contient lui aussi plusieurs promoteurs utilisés de
fagon différentielle, et méme tissu-spécifique. Chaque promoteur posséde sa
propre région 5' non-traduite immédiatement en aval, transcrite en ARNm et
immédiatement annexée au premier exon codant. Le choix de tel ou tel
promoteur est, encore ici, un événement dicté par les conditions physiologiques

de la cellule (Freyschus & Grandien, 1996).
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4.3 Les sORF, les structures secondaires de I'ARN et la longueur
excessive du 5' UTR peuvent conférer un potentiel régulateur bien

réel.

Cette conclusion s'impose d'elle-méme quand on compare les résultats
obtenus suite a la dissection moléculaire des régions 5' non-traduites étudiées
dans le cadre de ce projet. Les résultats sont schématisés a la Figure 4.3.

L'hypotheése de la présence d'activateurs traductionnels fut formulée et
vérifiée par bon nombre d'investigateurs, afin d'expliquer l'activation ou
l'extinction de la traduction de plusieurs protéines trés importantes pour la vie
cellulaire, et méme chez certains virus, comme HIV. Cette hypothése trouve
son inspiration dans la compréhension des mécanismes moléculaires
généralement admis de l'initiation de la transcription chez les procaryotes
comme chez les eucaryotes. L'hypothése des activateurs traductionnels propose
la liaison de facteurs actifs en frans, comme des protéines, a des
séquences-consensus retrouvées au niveau de la région 5' non-traduite de
plusieurs ARNm, plus particuliérement au niveau d'éventuelles structures
secondaires. L'attachement de la protéine IRE-BP a certaines séquences
spécifiques de 'ARNm de la ferritine constitue un bon exemple pour illustrer

ce fait (Klausner et al., 1989).
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Régulation conférée par la présence de diverses structures de
I'"ARNm dans la région 5' non-traduite: Comparaison des
efficacités d'extinction sur la traduction, par rapport & JMC100.

1. La baisse la plus marquée est conférée par I'effet additif d'une structure
secondaire stable et d'un sORF.
(Suggéré par JMC101 et JMC 107)
Efficacité d'extinction : 9,5 / 10, cellules COS-7
9,0 /10, cellules HTC.

2. L'allongement excessif (n>300 nt) de la région 5'UTR réduit le taux de
traduction d'une fagon tout aussi considérable, dans les deux
lignées cellulaires considérées.

(Suggéré par JMC111, JIMC1086, et les comparaisons JMC103-
JMC104, et JIMC103-JMC1086). ,
Efficacité d'extinction : 9,0 / 10, cellules COS-7

8,5/10, cellules HTC

3. La présence d'un sORF provoque une baisse trés nette du taux de
traduction d'un ARNm, sans nécessiter d'allongement
considérable du 5'UTR.

(Suggére par JMC102, et la comparaison JMC104-109)
Efficacité d'extinction : 9,0 / 10, cellules COS-7
6,0/10, cellules HTC

4. La présence d'une structure secondaire stable, de AG = -36,2 Kcal/mol,
diminue le taux de traduction d'une fagon moins efficace qu'un
sORF. L'addition de ces structures posséde un effet d'extinction
cumulatif considérable.

(Suggéré par IMC104 et JIMC112).
Efficacité d'extinction : 7,5/ 10, cellules COS-7
5,0/ 10, cellules HTC

5. La présence d'une structure secondaire labile, de AG= -17,7 Kcal/mol,
posséde moins d'efficacité d'extinction sur la traduction.
(Suggéré par JMC108)
Efficacité d'extinction : 6,0 / 10, cellules COS-7
1,5/710, cellules HTC

6. Un allongement modéré de la région 5'UTR avec des séquences de
nucléotides ne conférant ni structure secondaire, ni sORF, ne
possede aucun pouvoir d'extinction, et permet un excellent taux
de traduction d'un ARNm.

(Suggéré par JMC108 et JMC110).
Efficacité d'extinction : 0/ 10, cellules COS-7
0/10, cellules HTC.

Les cellules HTC semblent moins sensibles a 1'effet régulateur d'une
structure secondaire ou d'un sORF au niveau du 5' UTR que dans le cas
des cellules C0S-7. L'amplitude de la régulation montre des variations
significatives d'un type cellulaire & 1'autre.
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Figure 4.3. Les sORF, les structures secondaires de I'ARNm et la longueur
excessive du S’'UTR peuvent conférer un pouvoir régulateur bien réel.
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Une fagon simple de neutraliser l'effet des sites de liaison putatifs tout en
conservant les structures secondaires dans lesquels ils se trouvent consiste a
inverser l'orientation naturelle 5-3' de ces séquences. Une autre fagon est
offerte par les techniques de la mutagénése dirigée. Dans ce projet, les
séquences d'ADN plasmidique correspondant a celles de la structure
secondaire stable de -37,7 kcal/mol retrouvée au niveau de l'exon 1B furent
isolées, et inversées. Cette inversion s'accompagne d'une forte diminution de
I'expression du géne rapporteur dans tous les types cellulaires testés. A priori,
I'inversion d'un site de liaison a un éventuel facteur traductionnel entrainerait
l'absence d'une liaison. Si le facteur est un mhibiteur, son absence de liaison
signifierait la levée d'une inhibition, et un bien meilleur taux de traduction en
résulterait. Ce qui n'est pas le cas. Les résultats rapportés ici proposeraient que
cet hypothétique facteur serait plutot un activateur de la traduction. Si un tel
activateur traductionnel existait vraiment, son action serait plutot négligeable,
car la construction JMC104 ne favorise la traduction du géne rapporteur que
dans une faible mesure (figure 3.9 et 3.10). Ainsi, I'hypothése de la présence
d'un site de liaison au niveau de l'exon 1B ne serait pas valide.

Finalement, un mécanisme de régulation supplémentaire, qui fut proposé
pour expliquer le phénoméne de l'autorégulation de la tubuline, consiste en des
¢vénements trés particuliers faisant appel aux notions rencontrées dans I'étude

de la gymnastique du ribosome. Dans la plupart des cas, ces mécanismes se
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produisent au niveau de certaines séquences glissantes retrouvées dans les
systémes viraux ou bactériens, qui ne sont pas retrouvées au niveau de ARNm
du GR de rat. De plus, ces événements ne se produisent que lorsque le
ribosome est déja engagé dans la phase d'¢longation de la traduction, au niveau
de la région codante d'un messager, et non dans les séquences régulatrices

non-traduites retrouvées en 5' ou en 3'.

4.4 Ces mécanismes de régulation post-transcriptionnels semblent
ubiquitaires, et pourraient avoir été conservés au cours de

I'ontogénése et au cours de I'évolution.

En général, la comparaison des niveaux d'activité luciférase obtenus
dans les différents types cellulaires utilisés lors de ce projet de recherche
suggere que les cellules de rat et de primate montrent des réponses assez
similaires. On remarque toutefois l'existence de quelques variations au ﬁiveau
de l'activité luciférase conférée par certaines chiméres génétiques particuliéres.

Par exemple, les niveaux d'expression des constructions JMC102 et JMC
103 sont relativement similaires a ceux de JMC104 dans les cellules de foie de
rat, mais pas dans les fibroblastes de primate. Les niveaux d'expression
conférés par l'allongement modéré du 5' UTR (JMC108) sont également

modérés dans les cellules de primate, si on les compare aux niveaux plus
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considérables observés dans les cellules de rat.

Plus concrétement, les variations observées au niveau des différents
types cellulaires, comme les cellules HTC, COS-7 et L6, apportent un élément
de réflexion supplémentaire au sujet des mécanismes de la régulation de
l'efficacité de la traduction. D'une maniére générale, un sORF ou une structure
secondaire stable diminueront considérablement 'efficacité de la traduction.

Cependant, cette régulation négative semble plus marquée dans les
cellules COS-7 que dans les cellules HTC. Ainsi, 'amplitude de la réponse
observée semble varier d'un type cellulaire a l'autre. Une gamme tres étendue
d'intensités de régulation négative ou méme positive pourrait exister d'un type
cellulaire a l'autre, ou méme d'un organe a l'autre.

En outre, les essais effectués sur des myoblastes de rat (cellules L6)
suggerent que le tissu musculaire squelettique de cet organisme réagit de la
méme fagon que le tissu hépatique, sur la base de la comparaison des activités
du gene rapporteur de quelques constructions. Ce manque de tissu-spécificité
dans la réponse observée, de méme que cette uniformité de réponse chez le rat
et le singe, suggere que les mécanismes de régulation observés ici avec des
séquences propres au GR peuvent facilement se comparer dans différents tissus
et différents organismes. Cela pourrait suggérer que ces mécanismes aient été
conservés au cours de I'évolution, et méme au cours du processus de

l'ontogénése, dont le résultat final méne a l'obtention des différents tissus de
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I'organisme.

L'effet de l'utilisation des séquences régulatrices d'exon 1B au niveau de
I'ARNm suggére un mécanisme pouvant également se retrouver au niveau du
GR humain. Ainsi, plus de la moitié des ARNm du GR dans les cellules HTC
contiennent les séquences d'exon 1B (Jacobson, 1991). On retrouve également
ces séquences dans une moins grande proportion au niveau des tissus sains
(Gearing et al., 1993). Ce transcrit d'exon 1B de rat est trés homologue au
¢cDNA de GR humain, qui correspond a l'unique exon 1 (Encio &
Detera-Wadleigh, 1991). Cette séquence d'exon 1B de rat pourrait étre
impliquée dans l'extinction de la traduction du géne lui étant associé. Des
résultats similaires furent obtenus en testant les séquences d'ARNm conférées
par lexon 1B sur des cellules HelLa, avec X-ga/ comme géne rapporteur
(Jacobson, 1991). Cette baisse de l'efficacité de la traduction observée dans les
cellules en culture suggére que l'exon 1 chez I'humain pourrait avoir un réle
similaire a I'exon 1B chez le rat. L'examen des séquences d'exon 1 humain
(Encio & Detera-Wadleigh, 1991) démontre l'existence dun codon AUG en
position +36 par rapport au premier nucléoﬁde de l'exon 1. Il est également
situé dans un contexte favorable, avec un résidu guanine en position +4. Un
epissage correc de cet exon 1 avec l'exon 2 permet de compléter un cadre de
lecture avec un codon d'arrét, situé immédiatement en amont du codon de

départ du GR humain. Un tel SORF code pour une agnoprotéine d'exactement
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50 acides aminés, pouvant étre traduite a partir de ce sORF, suite a I'épissage

correct de l'intron entre I'exon 1 et I'exon 2 du GR:

5'...promoteur... caatGGAGACTTTCTTAAATAGGGGCTCTCCCCCCCACCCATG

GAG AAA GGG GCG GCT GTT TAC TTC CTT TTT TTA GAA AAA AAA AAT ATA
TTT CCC TCC TGC TCC TTC TGC GTT CAC AAG CTA AGT TGT TTA TCT
CGG CTG CGG CGG GAA CTG CGG ACG GTG GCG GGC GAG CGG CTC

CTC TGC CAGAGgtaagaag...intront...tittgtagT TGA TATTCACTG ATG GAC

TCC...exon2 ...

On voit que la distance trés courte entre le codon d'arrét du sORF et le codon
de départ du GR proprement dit (I'exon 2), ne permet pas une grande efficacité
de réinitiation (Kozak, 1986). La figure 4.2 nous indique que l'expression du
GR humain se fait & partir d'un seul promoteur, lequel est situé a 4,1 kb en
amont de l'exon 2.

Sil'exon 1 n'est pas retenu lors du processus d'épissage (default RNA
splicing), la courte séquence 5' non-traduite de 13 pb générée en amont de la
sequence codante du GR ne permet pas un taux de traduction efficace, en
accord avec les théories de Marilyn Kozak sur I'initiation de la traduction. Un
épissage incomplet, se soldant par 'absence de l'exon 1 et la rétention d'une
certaine partie de I'intron immédiatement en amont de l'exon 2, pourrait fournir

une région 5' non-traduite plus longue, donc, plus efficace a promouvoir
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I'initiation de la traduction. De méme, un épissage correct menant a l'annexion
de l'exon 1 tout entier immédiatement en amont de I'exon 2, conformément 3 la
regle de Chambon, diminuerait le niveau de traduction, a cause de la présence
du sORF ainsi positionné en amont de la région codante de I'ARNm. Nous
serions donc en présence d'un mécanisme fort simple, mais élégant, pour
controler le taux de GR dans les cellules, et une variation plus fine serait
probablement offerte par la nature des différents types cellulaires dans lesquels
se produiraient ces phénomeénes. La figure 4,4 retrouvée a la page suivante,

illustre comment un épissage incomplet peut allonger le SUTR du GR humain:
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~4kb L
L

Organisation du g&ne du GR humain

et un seul exon 5'UTR.

: un seul promoteur,

3

4,

Aucune rétention de 1'exon I
—
- kb
. T 2
Epissage normal, rétention de
T'exon I
lIHHHHHHHHHHHHHmHMI, ~ 4 kb
T T Ty T 2

Epissage incomplet : rétention
d'une partie de 1'intron.

Figure 4.4. Un modéle moléculaire de régulation
post-transcriptionnelle du GR chez I'humain.

Schéma 1 : Rappel de I'organisation du géne du GR humain.
Schéma 2 : Aucun épissage : 5'UTR trés court et inefficace.
Schéma 3 : Epissage correct : Introduction d'un sORF et mauvais taux de traduction.
Schéma 4 : Epissage incomplet, et formation d'un 5'UTR efficace.



CHAPITRE 5 : CONCLUSION

Les résultats de cette recherche exploratoire ouvrent des perspectives
tres intéressantes en ce qui concerne certains éléments du contrdle
post-transcriptionnel du récepteur des glucocorticoides, et suggerent a
postériori que ces éléments de controle au niveau de l'initiation de la traduction
pourraient se retrouver au niveau de d'autres protéines d'importance majeure
dans les mécanismes gouvernant la vie cellulaire.

Un des premiers constats qui s'impose de lui-méme est que
l'interprétation des résultats obtenus s'appuie sur une hypothese fondamentale
qui n'a pas été vérifiée. On suppose que les ARNm nouvellement synthétisés
dans les cellules transformées avec les différentes chiméres génétiques
constituaient bel et bien des transcrits pleine longueur et complets. Ceci
sous-entend que le site de départ de la transcription se retrouve au niveau du
promoteur viral RSV, et non a un locus situé plus en aval de ce promoteur. Par
exemple, dans la plupart des promoteurs, le site de départ de la transcription se
situe a une trentaine de nucléotides en aval de la boite TATA. Dans le cas des
promoteurs dépourvus de cette séquence-consensus, on pourrait supposer que

le site de départ de la transcription se retrouve a l'intérieur du promoteur.



166

I est clair que des expériences d'élongation d'amorce par PCR RACE,
suivies d'expériences de séquengage, auraient di étre effectudes pour
caractériser les transcrits dARNm cellulaires d'une maniére tres précise, et
confirmer que les plasmides transfectés auraient fait 'objet d'une transcription
complete, tel que supposé au départ. De méme, les constructions transfectées
auraient dii elles-méme faire l'objet d'expériences de séquengage, afin de
s'assurer qu'aucun dommage, délétion ou insertion n'auraient interrompu les
cadres de lecture attendus, et confirmer la solidité des conclusions tirées lors de
cette étude pionniére, donc, peu exhaustive. |

Il est clair que des investigations encore plus poussées sont nécessaires
afin de mieux caractériser les phénomeénes rapportés ici, et d'en reproduire les
résultats en utilisant des outils d'investigation plus variés.

Ainsi, des expériences de séquengage sont requises afin de confirmer
définitivement non seulement 1'existence, mais aussi l'effet des cadres de lecture
ouverts retrouvés ici, soit naturellement, soit par inadvertance, sur l'expression
du gene rapporteur. De méme, des expériences de mutagénése dirigée (Kunkel
et al,, 1986) devraient étre effectuées au niveau de plusieurs constructions
utilisées dans le cadre de cette recherche, notamment JMC100, afin de corriger
I'effet d'interférence provoqués par les codons ATG artificiels propres au site de
clonage multiple. Ces expériences apporteraient une confirmation

supplémentaire au sujet de l'application des lois intervenant dans l'initiation de
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la traduction.

1l se pourrait que les résultats obtenus au niveau cellulaire puissent, en
fait, constituer des artéfacts reproductibles, qui se répéteraient de facon
consistante, soit & cause de la présence de composantes cellulaires pouvant
interférer ou fausser les données expérimentales, ou soit & cause d'une variation
trop aléatoire au niveau des efficacités de transfection. Un systéme de
traduction acellulaire aurait pu étre utilisé afin de tester la traduction in vitro
des ARNm transcrits & partir des chiméres génétiques JMC, et de voir si les
mémes résultats se répeteraient. En effet, un systéme comme l'utilisation de
lysats de réticulocytes devrait reproduire fidélement les résultats expérimentaux
obtenus jusqu'ici, et confirmer plus solidement les conclusions tirées quant au
r6le de ces séquences 5' non-traduites de GR sur la régulation du produit du
gene rapporteur.

Les cellules en culture in vitro peuvent également étre utilisées pour
effectuer des transfections stables, maintenues longtemps en culture,
co-transfectées avec la construction pRSV-néo, et sélectionnées avec la
néomycine (G-418). Ainsi, les chiméres génétiques, séquencées au préalable,
seraient intégrées de fagon permanente dans le génome. Les résultats
d'expression observées avec les clones stables ainsi obtenus donneraient des
indications sur l'implication des ordres élevés de structure de la chromatine

(comme la fibre de 30 nanométres ou les boucles radiales) en tant qu'éléments
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essentiels ou non a la sélectivité et a la spécificité des réponses observées
jusqu'ici. Ces travaux devraient étre effectués sur des lignées cellulaires
immortalisées.

Il faut également souligner que les cellules immortalisées sont des
cellules transformées, dont les mécanismes de régulation de la croissance n'ont
rien & voir avec ceux des cellules primaires isolées a partir de tissus sains.
L'absence d'inhibition de contact en apporte une démonstration, tout comme la
dichotomie observée au niveau de la distribution des différentes isoformes
d'’ARNm de GR entre les cellules de foie et les cellules HTC.

Il existe une variante des cellules HTC qui fut auparavant sélectionnée et
caracterisée (Vanderbilt et al., 1987) et qui contient jusqu'a quatre fois plus de
GR que dans la souche originelle. Ce sont les cellules 19G11, qui pourraient
¢galement faire l'objet d'essais fonctionnels similaires a ceux effectués dans le
cadre de ce projet. On pourrait aussi se demander si le phénoméne de
phosphorylation du récepteur ne constituerait pas lui aussi un mécanisme de
régulation, qui se produirait, cette fois, au niveau post-traductionnel, donc, au
niveau de la protéine.

Les cellules en culture pourraient aussi étre utilisées afin de tester la
preésence des différentes formes d'ARNm de GR que l'on s'attendrait de
rencontrer dans le cytoplasme, suite a différents traitements, ou lors de

certaines étapes du cycle cellulaire. Des cellules en croissance synchronisée
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pourraient étre utilisées dans ce but. Ainsi, les cellules transformées de fagon
stable ou transitoire pourraient étre traitées avec différents stimulants ou
inhibiteurs, tels du dexaméthasone, du RU 486 ou de la forskoline, pour ensuite
étre récoltées en vue d'une extraction d'ARN total et/ou d'ARNm. Des
buvardages de Northern et des hybridations avec des sondes complémentaires
aux séquences propres a I'exon 1A ou a l'exon 1B pourraient démontrer de
fagon claire la présence ou l'absence des différentes espéces d ARNm pouvant
étre suspectées selon les traitements.

En outre, les techniques de I'histologie et de la microscopie pourraient
étre utihisées pour détecter les événements qui se produiraient in vivo, dans des
rats normaux et adrénalectomisés, suite a différents traitements. Ainsi, les
hybridations in situ pourraient apporter une confirmation supplémentaire au
sujet de la présence des différentes isoformes d'ARNm dans des organismes
entiers, par hybridation avec les mémes sondes d'ARN que celles utilisées lors
des analyses de buvardage.

De plus, étant donnée la forte homologie qui existe au niveau des
séquences génétiques 5' non-traduites du GR humain et de rat, on pourrait se
demander si les séquences dexon 1B pourraient avoir leur équivalent
physiologique au niveau de différentes lignées cellulaires humaines, a la suite
d'un épissage incomplet (Figure 4.4). Cette hypothése pourrait étre vérifiée en

dépistant les différentes isoformes d'’ARNm retrouvées chez la lignée de
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cellules T leucémique CEM-C7 (Antakly et al., 1989, Eisen et al., 1988), ainsi
que dans les cellules de myélome OPM-2 (Gomi et al., 1990). Ces exemples
s'mscrivent comme étant des exceptions dans le vaste répertoire des
observations de régulation négative du récepteur des glucocorticoides dans les
tissus humains, car ces lignées cellulaires sont régulées de fagon positive
(up-regulated) en présence du ligand.

Ce projet constitue donc une étude pionniére, qui pourrait ouvrir tout un
champ d'études de plus en plus détaillées. Toutes ces expériences apporteraient
une comprehension plus exhaustive des mécanismes pouvant étre impliqués non
seulement au niveau du contrble du récepteur des glucocorticoides, mais aussi
au niveau du contréle de nombre de récepteurs stéroidiens, et de bon nombre
d'autres molécules importantes pour le maintien de la vie cellulaire. On pourrait
donc penser aux protéines impliquées dans l'oncogénése, la sénescence,

I'apoptose, la croissance, le développement, et bien d'autres processus.
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