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rS.-i: SOMMARE

Les récepteurs stéroïdiens occupent une place centrale dans des

phénomènes aussi variés que la tissu-spécificité, l'embryogénèse, la croissance

et le développement, ainsi qu'à l'adaptation à l'environnement, chez les

organismes supérieurs. Leurs fonctions double de récepteiirs hormonaux et de
facteurs transcriptionnels en font un modèle de choix pour tenter de
comprendre une partie des mécanismes qui règlent la vie cellulaire.

Des séquences géniques, flanquant la partie codante du gène du

Récepteur des Glucocorticoïdes (GR) immédiatement en 5', montrent une très

grande hétérogénéité chez le rat. Elles semblent contenir les éléments

régulateurs suffisants et nécessaires pour conférer un contrôle de l'expression

au niveau des fonctions de l'ARN messager (ARN/n) de cette protéine. Nous

avons utilisé les stratégies du génie génétique et les techniques de la culture

cellulaire m vitro, ainsi que diverses procédures biochimiques de dosage, pour

explorer le rôle putatif de deux de ces séquences non-traduites dans

l'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 suggère
que ces mécanismes pourraient avoir été conservés au cours de revolution.
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n-; En outre, nous avons également démontoré, par dissection moléculaire,

que deux éléments, caractérisés antérieurement par des expériences de

séquençage, confèrent un potentiel régiilateur considérable sur l'efficacité de la

traduction d'un gène rapporteur, celui de la luciférase de mouche à feu, dans

les cellules de rat et de primate en culture. Ce sont, par ordre décroissant

d'efficacité, les petits cadres de lecture ouverts (sORF), les structures

secondaires stables et les sfructures secondaires labiles, ces dernières étant

conférées par l'auto-appariement de certames séquences palindromiques se

trouvant au niveau de la molécule d'ARNm. De plus, des essais fonctionnels

conçus pour étudier l'mfluence de la longiieur de la région 5' non-traduite sur

l'efficacité de la traduction, ont pennis de découvrir que le promoteur associé à

une de ces régions 5' non-traduites possède 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 contrôle efficace et précis de l'abondance de cette molécule

au sem du cytoplasme.

Mots clés : Récepteur des Glucocorticoïdes

Regulation post-transcriptionnelle, sORF, traduction, 5'UTR,

ARNm et structures secondaires, cellules cultivées, gène.
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n CHAPITRE l. INTRODUCTION

1.1 Les glucocorticoïdes et la vie animale.

L'importance du système hormonal a été remarquée pour la première

fois par les travaux des physiologistes anglais Bayliss et Starlmg en 1902

(Tortora et al., 1982). On sait aujourd'hui que les hormones jouent des

rôles-clés dans le métabolisme, la croissance, le développement, la

reproduction, le stress, et dans l'équilibre des fluides, des electrolytes, du

système acido-basique et énergétique de l'organisme. Elles peuvent faù-e la
différence entre la vie et la mort.

Le système honnonal, ou endocrmien, est le deuxième graiid système de

transmission d'informations de nature physiologique pour l'organisme, le

premier étant le système nerveux. Une homione est un messager de nature

chimique, véhiculé par le sang, qui règle la vie cellulaù-e dans les organes

ciblés où s'exerce son action. Les impulsions nerveuses et les honnones

n'exercent pas exactement le même mode de régulation, pas plus qu'elles ne

régularisent exactement les mêmes stmctures, ni les mêmes fonctions.

L'organisme animal peut amsi exercer un contrôle mieux réparti et plus précis

de ses différents besoms vitaux, dans un but ultime d'adaptatioa à tout

événement qui poserait un défi à sa capacité de survivre. Les glucocorticoïdes

sont une classe d'hormones dont l'importance est capitale dans ces processus.
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1.1.1 La structure chùnique des glucocorticoïdes.

En ternie de stmcture chimique, les honnones se répartissent en ti-ois

catégories: les dérivés des acides ammés (ces derniers allant du sùnple acide
ammé à de fa-ès grosses protéines), les dérivés des acides gras, comme les
prostaglandmes, et les stéroïdes, comme les glucocorticoïdes.

Ces derniers sont des lipides (matières grasses) sùnples dont la stmcture

moléculaù-e est constituée d'une partie centrale faite d'une chaîne carbonée

refennée quatre fois sur elle-même: c'est le noyau stérol, sur lequel sont greffes
certams résidus dont la nature et la position caractérisent les propriétés

biologiques de la molécule elle-même. Les glucocorticoïdes les plus communs
sont le cortisol, la cortisone et la corticostérone. Ils sont caractérisés par la

presence d'un atome d'oxygène sur le onzième atome de carbone du noyau
stérol( figure 1.1).

Ces hormones sont synthétisées par une population très particulière de

cellules: les cellules de la zone fasciculée (médiane) de la glande

cortico-surrénale, que l'on retrouve sur la partie supérieure des reins chez les

mammifères, à proximité des grands vaisseaux sanguins centraux. La
vascularisation considérable des glandes surrénales témoigne de la grande
ùnportance de cet organe dans son rôle en tant que glande endocrine.
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Figure 1.1 Stéroïdes surrénaliens et leurs analogues chimiques.

0



n

4

1.1.2 Les rôles systémiques des glucocorticoïdes.

Comme leur nom l'indique, ces honnones interviennent dans le métabo-

lisme des glucides, mais aussi des lipides et des protémes.

Dans le métabolisme des glucides, le cortisol agit comme un antagoniste

de l'insuline: 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 fremée, la production de glucose

par le foie est accélérée. Ainsi, les réserves de glycogène hépatique diminuent,

car elles sont transformées en glucose, c'est la glucogénèse. De plus, le foie

transforme en glucose les protémes (essentiellement les acides aminés) et le

glycérol dont il dispose, par le phénomène de la neoglucogénèse. Apparaît
alors un "diabète surrénalien" que l'administi'ation d'msuline ne corrige guère.

Les acides ammés, quant à eux, proviennent de la plupart des tissus: le

cortisol arrête la synthèse des protéines dans toutes les cellules, sauf les

cellules hépatiques. Ainsi, la teneur en protémes tissulaires dmunue, et les

protémes détmites sont à l'origme des acides aminés qui sont mobilisés dans le

sang. Au niveau du foie, par conta-e, la teneur en protéines augmente peu à peu,

surtout la teneur en protéines du plasma sanguin, qui sont nonnalement
presque toutes synthétisées dans cet organe.

Comme le cortisol mobilise les acides ammés, de même il mobilise les

lipides à partù- des réserves adipeuses de l'orgaiiisme. Ces graisses peuvent

u
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n s'accumuler en certains endroits très caractéristiques: on observe non pas de

l'obésité, mais plutôt une répartition anormale des graisses. Une manifestation

particulière de ces dépôts dans la nuque est désignée par l'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 détmite par le foie: s'ils ne sont pas suffisamment utilisés à des fins

énergétiques, les corps cétoniques qui en dérivent s'accumulent dans le sang, et
des symptômes d'acidose se manifestent.

D'autres effets notables des glucocorticoïdes consistent à aider

l'aàrénalme 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 à réabsorber le sodium et à excréter le

potassium. Une autre propriété importante des glucocorticoïdes se manifeste

sur le site d'une lésion: en empêchant la formation de tissu fibreux et de

mucopolysaccharides dans la mafaice du tissu conjonctif, en lùnitaat l'afflux de

liquide au niveau de la blessure, et en modérant l'arrivée des globules blancs
sur les lieux touchés, le cortisol, et les médicaments analogues, ont mie très

forte action anti-mflammatoù-e, très appréciée dans les traitements contre

l'arthrite rhumatismale, quoique non dépourvue de sérieux inconvénients.
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0 1.1.3 Les rôles cellulaires des glucocorticoïdes.

Au niveau cellulaire, l'effet le plus notable du cortisol est de stabiliser les

membranes. Ainsi, la membrane cytoplasmique devient de moms en moms

perméable, et la survie cellulaù-e est favorisée dans des conditions de vie

difficiles. En outre, le cortisol renforce la solidité de la membrane des

lysosomes. C'est amsi que la mobilisation du glucose, des acides ammés et des

lipides facilite la réparation des cellules et des tissus attemts, pendant que le

renforcement de la membrane des lysosomes évite leur destmction.

1.1.4 La pathophysiologie des glucocorticoïdes.

Les travaux que Hans Selye a effectués durant les années trente à

l'Université de Montréal constituent des études pionnières dans le mécanisme

des changements qui surviennent lorsqu'un organisme animal est soumis à des

facteurs d'agression physiologiques et psychologiques, ou à des émotions

agréables ou désagréables, et qui nécessitent ime réponse adaptative très

particulière, qu'il a appelé " le stress".

Selye fît la découverte du stress en 1935 lorsqu'il obser/a plusieurs

changements considérables chez des anùnaux de laboratoire dont les

conditions nomiales de vie étaient modifiées par différents traitements

particuliers, tels des mjections dliormones, d'exfa-aits rénaux, spléniques,

hypophysaù-es ou de substaiices plus ou moms toxiques. Tous les animaux

0
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0 présentaient les mêmes changements: le cortex surrénalien était hypertrophié,

leurs organes lymphoïdes étaient atrophiés et il y avait même des ulcères

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 appe\ée"stresseur".

Le SGA est une partie cmciale du mécanisme complexe de défense dont

dispose l'organisme, et provoque d'ùnportantes modifications physiologiques

et même psychologiques qui se succèdent chronologiquement en plusieurs

étapes aux caractéristiques bien définies. Ce sont des modifications qui ont

pour but de rendre l'organisme capable de lutter vigoureusement contre la

situation sti'essante. Quant à eux, les sti'esseurs sont multiples. Ils peuvent être

de nature physique (comme le jfroid ou la chaleur ou le bruit intenses),

chimique (comme le tabac ou les autres drogues), biologique (comme l'exercice

intense, I'infection) ou même psychique: la solitude, les préoccupations

constantes, la douleur, la peur, l'mcarcération, les grandes foules... Car les

stresseurs ne sont pas les mêmes 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 même: on constate mvariablement une augmentation

de la sécrétion des glucocorticoïdes; à vrai dù'e, le terme de stress est même

devenu synonyme de situation qui enfa-aîne une sécrétion accme de cortisol.

Les effets des glucocorticoïdes sont parfaitement adaptés pour faù'e face

0
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à une situation de stress. Par exemple, un animal est conti'amt de s'abstenù- de

manger devant une menace éventuelle, or les changements métaboliques

enti'aînés par le cortisol sont essentiels pour toute survie en état de jeûne. En

oufre, les acides ammés qui enrichissent le plasma sangum peuvent foumiï de

l'énergie supplémentaù'e, de même qu'une source d'acides ammés permettant

une rapide réparation tissulaire dans l'éventualité d'une blessure. Il est du même

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 à la

survenue de divers genres de maladies particulières qui accompagnent
revolution de noti-e société.

Le concept actuel au sujet du stress est presqu'identique à celui de Selye,

quoique le mécaaisme d'action peut mamtenant être expliqué jusque dans ses

moindres détails. Les mécanismes neuro-physiologiques impliqués dans le

contrôle de la sécrétion des glucocorticoïdes sont de mieux en mieux connus

(Figure 1.2), surtout à cause de l'explosion des coimaissances scientifiques et
technologiques qu'à connu la recherche dans les domaines de la physiologie, et

surtout, de la génétique moléculaù'e, depuis la découverte de la stmcture de la
molécule d'ADN par Watson & Crick, en 1953.

0



9

(^~} {<ÏS-1
Cortex cerebral

Retroaction
longue

Hypothalamus

^

CRF

Retroaction *'.
courte

'•.

Retroaction
negative

ACTH

\ y,

cortisol

[

Facteurs du rythme
journalien

Facteurs émotionnels

Stress, choc, etc.. .

Hypoglycémie

HYPOPHYSE ANTÉRIEURE

Cortex surrénalien

androgênes

L
I

Effets systerniques

0

Figure 1.2 La régulation systémique des glucocorticoïdes.

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

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

-Le cortisol agit sur l'hypothalamus pour inhiber la sécrétion de CRF (rétroaction longue)
-L'ACTH exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion de CRF (rétroaction courte).



0

10

1.2 L'importance du contrôle de l'expression génétique.

Au niveau de l'organisme biologique tout entier, les mécanismes

permettant le contrôle des fonctions vitales sont très diversifiés. Par exemple,

le système de rétroaction négative, qui caractérise si bien la régulation de la

sécrétion du cortisol par la corticotrophine (ACTH), est essentiel pour

permettre à un anùnal de s'adapter à une situation de stress. A l'échelle

cellulaire, les processus biochùniques permettant la vie sont gouvernés

principalement par l'information génétique codée dans la molécule d'ADN

située dans le noyau. La coordmation parfaite de l'expression de gènes

particuliers, que ce soit à un temps donné lors de l'ontogenèse ou en réponse à

un stimulus quelconque, est un phénomène qui dépend de plusieurs

mécanismes moléculaù-es complexes et subtils, qui ont été retenus par le vivant

au cours de revolution, et qui sont essentiels à la survie de tous les organismes.

On sait maintenant que cette coordination peut être exercée à plusieurs étapes

de l'expression d'un gène donné.

0

1.2.1 Les niveaux de conti'ôle 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 contrôle de l'expression génétique à d'auti-es

niveaux. La littérature fournit beaucoup d'explications sur les événements se
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produisant durant les étapes précoces (comme l'mitiation de la fa-anscription au

niveau de l'ADN, la relaxation de la chromatme) et durant les étapes tardives

de l'expression génétique, comme la stabilité des protémes ou leur modification

post-traductionneiïe. Cependant, il reste beaucoup de choses à apprendre sur

l'existence fugace des molécules d' ARN messager (ARNm) qui assurent les

étapes de transition entre le code génétique et la protéme exprimée. Cette

existence débute par les modifications post-traascriptionnelles qui assurent la

production d'une molécule mature pouvant effectuer son rôle dans le

cytoplasme, et elle se poursuit par les événements entourant la biosynthèse des

protémes, jusqu'à la dégradation de ce messager. Cette existence peut elle aussi

être régulée de diverses façons, et un même gène peut être régulé par toutes

sortes de combmaisons entre ces différents mécanismes. Amsi, l'expression du

gène de la protéine hsplQ se régule au niveau transcriptionnel et au niveau

ti-aductionnel (Theodorakis & Morimoto, 1987). Notons également que la

presence de groupements methyl au niveau de certaines bases azotées de la

molécule d'ADN peut contribuer au contrôle de l'expression génétique: en

général, l'ADN des gènes mactifs a tendance à être plus méthylé que celui des

gènes plus actifs (Naveh-Many, 1981). De même, les segments de génome qui

correspondent à des séquences promoti'ices sont souvent retrouvés au niveau

des sites hypersensibles à l'enzyme ADNase I, à cause de leur grande

accessibilité (Alberts et al., 1989).

u
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l .2.1. l Le contrôle au niveau transcriptionnel.

La transcription du gène est la toute première étape de son expression, et

ce niveau constitue le mode majeur et souvent unique de la régulation

génétique (Lewm, 1990). C'est à ce niveau que plusieurs mvestigateurs

trouvent les meilleurs éléments de réponse pour expliquer la tissu-spécifîcité de

l'expression de certams gènes ( Themen & Droum, 1993). Chez les eucaryotes,

un gène typique de classe II ( transcrit en ARNm) possède des séquences

codantes pour un polypeptide donné. Elles sont flanquées de séquences

non-codantes, ou mtergéniques. Ce sont les régions flanquantes situées en 5'

qui contiennent de courtes séquences reconnues par les protéines régulatrices

mtep/enant dans l'expression ou l'extinction des gènes. On y retrouve

notamment le promoteur et autres éléments de régulation, tels les eiAancers,

les silencers ou les divers sites spécifiques pour la liaison de bon nombre de

facteurs transcriptionnels, mcluant les récepteurs stéroïdiens. L'mteraction

résultante entre toutes ces protéines ainsi liées à l'ADN favoriserait plusieurs

événements ultérieurs, dont l'expression ou l'extmction des gènes.

Plusieurs hypothèses ont été formulées pour proposer un mécanisme

moléculaire de l'activation du départ de la transcription au niveau de l'ADN

(Ptashne et al., 1988). Plusieurs résultats expérimentaux proposent que les

protémes activatrices contactent, dù'ectement ou mdirectement, les

composantes du complexe d'initiation de la transcription, et même l'ARN

u
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polymerase (Liao et al., 1991, Koleske et al., 1992, Me Ewan et al, 1994).
C'est ainsi qu'un contact protéme-protéine expliquerait l'effet positionnel de
certams sites activateurs lorsqu'ils sont placés à proximité d'un promoteur

(Takahashi et al., 1986). On a aussi proposé que ces contacts protéme-protéme
favoriseraient le déroulement de la chromatme (Su et al., 1991, Su et al.,
199 Ib). C'est ITiypothèse du DNA-loopmg. On sait aussi que la liaison des
facteurs transcriptioimels modifie la topologie locale de la molécule d'ADN sur
leur site de liaison (Kerppola & Curran, 1991, Wasylyk, 1988). L'hypothèse la

plus retenue est que certains facteurs seraient ùnpliqués pour recruter les
différents facteurs de transcription de base à proximité du promoteur lors de

l'assemblage du complexe d'mitiation de la transcription, ou CIT (Carey, 1991).
En plus de pouvoù- recmter les protémes du CIT de façon directe, il a été
proposé que certains activateurs pourraient encourager ce recrutement de façon

mdù'ecte : ici, l'activateur contacterait une même cible qui, à son tour,

recmterait les facteurs transcriptionnels faisant partie du CIT. En outre,
plusieurs groupes ont observé qu'une surabondance d'activateurs peut mener à

une dùnmution de l'activité transcriptionnelle. C'est le phénomène de
squelching, attribué à la titration, ou enlèvement, des facteurs essentiels à la

formation du CIT (Martin et al., 1990, Martinez et al., 1991). Il faut également
noter l'existence du phénomène de synergisme: l'activation observée avec

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

u
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engendré par chacun des activateurs pris séparément (Lin et al., 1990, Schùle

et al., 1988, Themen & Droum, 1991, Pascal & Tjian, 1991, Cserjesi et al.,
1992).

Un même gène peut avoù' un choix de promoteurs qui peuvent être

utilises à tour de rôle, 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 fomies d'ARN/n de longueurs différentes, à partir d'un seul gène.

Dans le cas où le transcrit allongé possède un codon de départ de la traduction

(AUG) qui possède le même cadre de lecture que celui de l'espèce la plus

courte, on aura deux versions de la même protéine, qui diffèrent dans leur

région amino. Plusieurs investigateurs ont rapporté les conséquences

biologiques considérables de cette extension du domame ammo (Beltzer et al.,

1988, Chrétien et al., 1988, Kwiatkowski et al., 1988, Barbosa, 1988). Plus

récemment, des expériences de localisation de sites hypersensibles à

l'ADNasel dans le gène du récepteur des estrogènes humams a permis de

découvrir que ce gène peut être transcrit à partù- 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 traascription de plusieurs proto-oncogènes (Bentley, 1986,

0
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Propst et al., 1987, Seto et al., 1988) et de plusieurs autres gènes ( Perlino et

al., 1987, Stanley et al, 1985, de Thé et al, 1988, Zelent et al, 1991) peut

alterner enti-e deux promoteurs; l'un produisant une forme allongée de l'ARNm

avec une longue séquence 5' non-traduite de forme souvent compliquée, et un

autre transcrit beaucoup plus court dont le cadre de lecture diffère de celui de

l'autre, ce qui produit deux protéines différentes, aux rôles tout aussi différents.

La production d'une protéine particulière peut être favorisée par rapport à

l'autre, selon le promoteur utilisé, le tout dépendant des conditions de vie de la
cellule.

l .2. l .2 Le contrôle au niveau post-traductionnel.

Il existe des phénomènes de régulation qui se produisent durant les

étapes les plus tardives de l'expression d'un gène particulier, c'est-à-dire au

niveau de la protéme elle-même. La phosphorylation ou la méthylation sont

parmi les modifications post-traductionnelles les mieux coimues (Hershey,

1991 et refs.). Ainsi, plusieurs protémes ne sont actives que daiis leur fonne

phosphorylée, et les événements conduisant à l'activation des protéme-kinases

caractérisent les mécanismes de la transduction mta-acellulaù-e, qui sont

généralement déclenchés par diverses mteractions enù-e une honnone et son

récepteur. Par exemple, lliyperphosphorylation du domame d'activation de

l'onco-protéme c-jun expliquerait l'augmentation de son activité (Kami et al.,

1991). D'autres mvestigateurs proposent que c'est la déphosphorylation qui

0
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favoriserait l'activité de plusieurs protémes, incluaiit certains facteurs

transcriptionnels. En fait, la phosphorylation ou la déphosphorylation de

plusieurs composantes de l'appareil toraductionnel constitue un mécanisme

ùnportant dans le conta-ôle de la synthèse des protéines, dans son ensemble.

Une grande quantité de phosphoprotéines ont été identifiées, dont au moms

une douzame de sous-unités de facteurs d'mitiation de la traduction, plusieurs

facteurs d'élongation, plusieurs riboprotémes et amino-acyl t-RNA synthétases.

Dans certams cas, la phosphorylation entraîne une augmentation de l'activité

du facteur ti'aductioimel comme c'est le cas chez le facteur eIF-4F (Morley et

al., 1991), dans d'autres cas, elle peut entraîner une dùnmution de l'activité d'un

autre facteur, comme eEF-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 mammifères (Duncan, 1987,

Hershey, 1991).

Plusieurs protéines peuvent aussi être régulées par la présence ou

l'absence de molécules plus sùnples. Ainsi, certams récepteurs, tel le récepteur

des glucocorticoïdes, est auto-régulé de façon négative par la présence de son

ligand (Dong et al., 1988 et réfs). En fait, les récepteurs de plusieurs

neurotransmetteurs et dltormones sont régulés par leurs ligands respectifs. Par

exemple, il fut démontré (Poste & Crooke, 1985) que l'insulme dùnmue la

demi-vie de son propre récepteur, ce qui contribue à sa réti'oaction négative.
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1.2.1.3. Le contrôle au niveau post-transcriptionnel.

La ti-ansformation d' un transcrit primaire (ARNAn) en une molécule

d'ARNm fonctionnelle se produit en plusieurs étapes dont chacune peut faù-e

l'objet de mécanismes de contrôle.

Les modifications majeures comprennent la pose de la coiffe en 5'

(Shatkm, 1976), la polyadénylation en 3', et l'épissage (Breafhnach &

Chambon, 1981). Le passage de la molécule mature au cytoplasme peut lui

aussi faù'e l'objet d'un contrôle serré. La demi-vie de la molécule d'ARNm peut

également être régulée au niveau des étapes de la traduction proprement dite,

ou par sa dégradation pure et sùnple. Il existe en effet des mécanismes qui

régulent la stabilité de l'ARNm. La présence de courtes séquences sensibles ou

résistantes à l'action des nucléases peuvent contrôler le turnover de l'ARNm, et

furent identifiées chez les procaryotes et les eucaryotes ( Brawerman, 1987).

La découverte des introns et des exons ftit un événement capital dans

revolution des connaissances en génétique moléculaire (Breathnach &

Chambon, 1981). Une molécule d'ARN/n mature se constitue lorsque son

précurseur, de taille généralement plus grande (L'ARN/?/î), subit une série de

modifications qui se caractérisent par l'enlèvement de certames séquences

particulières, les mtrons. Les séquences restantes, ou exons, sont mis bout à

bout pour constituer le messager définitif. Ce phénomène d'épissage (RNA

splicing} est très répandu, et il existe des mécaiiismes par lesquels certams
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exons sont retenus préférentiellement par rapport à d'autres.

Ainsi, la nature modulaire des gènes permet l'existence du phénomène

d'épissage alternatif (alternate RNA splicing), qui possède d'ùnportantes

conséquences sur l'expression de plusieurs gènes eucaryotes (Breitbart et al.,

1987). Par exemple, c'est ce phénomène qui permet l'obtention de deux formes

du récepteur des glucocorticoïdes, la forme alpha et la fonne beta, chez

l'humam. Ces deux protémes diffèrent dans leur région carboxy termmale

(Hollenberg et al., 1985). Ainsi, plusieurs formes fonctionnelles différentes

d'un même ARNm peuvent être produites.

De même, l'absence d'épissage (default RNA splicing) peut

considérablement mterférer avec l'expression d'un gène donné, par la synthèse

d'une protéine modifiée possédant soit des séquences superflues d'acides

aminés pouvant interférer avec le repliement conrect de la protéine, ou soit un

premier codon AUG ne se situant pas dans le même cadre de lecture que celui

de la protéine fonctionnelle. Une variation sur ce thème existe chez la

drosophile: le fa-anscrit primaù-e d'un gène impliqué dans l'ontogenèse devient

fonctionnel par le biais de l'enlèvement de tous les introns, ou bien, il peut

rester non-fonctioimel par la rétention temporaire d'une partie d'un de ses

mtrons (Boggs et al., 1987, Laski et al., 1986). On parle alors d'épissage
mcomplet (aberrant KNA splicing).

Chez l'oursm de mer, les ARN/n maternels non-traduits font également

u
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l'objet d'une régulation similaù-e (Ruzdijic & Pederson, 1987), tout comme le

gène Kruppel chez la drosophile: ici, l'mti'on sujet à la régulation est situé près

de la partie 5' du messager et contient sept codons AUG en amont du cadre de

lecture de la protéme. Une telle profusion de codons de départ dans différents

cadres de lecture expliquerait la répression de la synthèse d'une protéme

fonctionnelle (Gaul et al., 1987).

De même, dans le cas du récepteur des glucocorticoïdes de souris, un

épissage mcomplet du deuxième exon provoque la synthèse d'un récepteur

tronqué dans sa partie ammo. Un tel mutant, nommé ntl, possède un codon de

départ situé au début du ti'oisième exon (met 406), étant heureusement

positionné dans le même cadre de lecture que le premier codon AUG du

messager complet et fonctionnel. Ceci résulte en l'expression d'un récepteur

pouvant se lier à son ligaad et à l'ADN, mais éprouvant des difîîcultés au

niveau de sa capacité de transactivation (Dieken et al., 1990 , Miesfeld et al.,

1992).

<J
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Un seul promoteur en amont d'un choix d'exons 5' UTR.
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Figure 1.3 Èpissage alternatif et Promoteurs alternatifs.

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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l .2. l .4 Le contrôle au niveau ù-aductionnel.

La synthèse des protémes, aussi appelée traduction, est la partie centrale

du chemin d'expression des gènes, et représente aussi une voie ùnportante dans

les mécanismes qui servent à ajuster mmutieusement les quantités de produits

génétiques disponibles pour le fonctionnement ceUulaù'e. La synthèse protéique

est une grande consommatrice d'énergie, et ceci ùnplique que son contrôle doit

être mtégré dans l'activité métabolique générale de la cellule (Hershey, 1991).

C'est au niveau de l'mitiation de la traduction que ce contrôle s'exerce

principalement. Une revue générale des éléments impliqués dans le contrôle

traductionnel est tout-à-fait appropriée, à ce stade, pour l'mterprétation

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

1.2.2 Les éléments du contrôle traductionnel.

Plusieurs éléments agissant en cis et en trans au niveau de la molécule

d'ARNm sont ùnpliqués dans le contrôle de la traduction.

u

1.2.2.1 Eléments agissant en cis sur l'ARNm.

Une cible ùnportante pour le contrôle de la traduction est rattachement

de la molécule d'ARNm 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 secondaù-es situées dans la région 5' non-traduite.



0

22

1.2.2.1.1L'effetdelacoiffe.

La présence d'une coiffe située à l'extrémité terminale en 5' (m7GpppN)

constitue un trait commun à la plupart des ARNm eucaryotiques (Shatkm,

1976). La pose de la coiffe est une modification post-transcriptionnelle

effectuée sur le transcrit primaire, et est catalysée par des enzymes nucléaires,

les guanylyl- et méthyltraasférases. Il fut même découvert que plusieurs vmis

possèdent les gènes codant pour la fabrication de ces enzymes.

C'est une réaction durant laquelle la 7-méthylguanosme se condense

dans la dù-ection 5'-5' plutôt que dans la dù-ection 5'-3'. Elle sert au transfert du

noyau au cytoplasme, à stabiliser la molécule d'ARNm dans le noyau (Green,

1983) et dans le cytoplasme (Furuichi et al., 1977) ,vu que les exonucléases ne

peuvent reconnaître cette stancture, et surtout, elle sert à faciliter rattachement

au ribosome. Le facteur d'initiation eIF-4F peut reconnaître la coiffe afin de

pennettre à la sous-unité 40S du ribosome de se fixer à l'ARN/n ( 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 à l'enzyme poly-A polymérase d'aj outer une stmcture

particulière: une longue chaîne de résidus d'adéniûe, le poly (A), à l'exti-émité

3' de l'ARN/n. Une des principales fonctions de cette queue de poly(A) est

d'augmenter la stabilité de la molécule d'ARNm (Bemstem & Ross, 1989).
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Il existe également les protéines se liant spécifiquement et de façon ti-ès

stable à la queue de poly A, appelées Poly(A) Bmdmg Proteins (PABP). Une
fois que ces protéines se détachent, la dégradation du poly(A) s'effectue
rapidement, pour se poursuivre par le reste de la molécule d'ARNm, et ce dans
la dù'ection 3'-5' (Schéma l .4).

De plus, la région 3' non-traduite de plusieurs ARNm possède 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 confèrent
une dimmution de la stabilité de l'ARNm (Shaw & Kamen, 1986) par la suite
du ta-ansfert des PABP de l'extrémité de poly(A) à ces séquences plus mtemes
(Bemstem & Ross, 1989).

L'mtroduction de ces séquences dans un ARNm stable comme celui de

la globme en dùninue de beaucoup la stabilité (Shaw & Kamen, 1986).
Toutefois, U a été démontré que pour que la séquence AU-riche puisse

permettre la dégradation du messager, il faut que l'ARNm soit tout d'abord
traduit (Kruys et al., 1989, Sachs, 1993).
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De 5' à 3' :

1. Des structures secondaires situées en aval de l'ARN m 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 D diminuent la stabilité de l'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 protègent
l'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 protémes cytoplasmiques et nucléaires. Il existerait

deux classes de ces protémes (Sachs, 1993); celles qui se lient aussi bien aux

sequences poly(U) que les séquences AU-riches, et d'autres qui ne

reconnaissent que certaines séquences AU-riches particulières. Cela pennet à

la cellule de réguler différemment la dégradation de certams ARNm codant

pour une protéme particulière, et de favoriser la stabilité de l'ARNm d'un autre

type de protéme. Ainsi, la dégradation des ARNm codaat pour certames

lymphokines peut se produù'e à une vitesse différente de ceux de certams

proto-oncogènes. Donc, la région 3' non-ta-aduite peut jouer un rôle ùnportant

dans la régulation post-transcriptioimelle des gènes par le biais de certaines

protémes particulières qui reconnaissent des séquences-cibles (Standardt &
Jackson, 1994).

En outre, des études effectuées avec l'ARNm de la zeine micromjectée

dans des oocytes de xénope monti-ent qu'un ARNm déadénylé est traduit avec

50% moms d'efficacité qu'une forme polyadénylée (Galili et al., 1988), ce qui

suggère que la queue de poly(A) joue un rôle dans le contrôle de la traduction

de l'ARNm (Jackson & Standart, 1990). On propose que la queue de poly(A)

permet une mteraction avec les séquences 5' non-traduites, ce qui favoriserait

rattachement des ribosomes à l'ARNm. On pense aussi que l'absence du

poly(A) puisse réduù-e le taux d'attachement des deux sous-unités du ribosome,
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ce qui réduirait l'efBcacité de la traduction (Munroe & Jacobson, 1990). Cela

suggère que le poly(A) couvert de PABP agù-ait comme un facteur actif en

trans sur 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 à

l'autre exfa-émité de la molécule (Jackson & Standart, 1990, 1994). Certames

exceptions se retrouvent lors de l'ontogenèse chez les oocytes de xénope, ainsi,

les ARNm des histones deviennent déadénylés à mesure que leur taux de

traduction augmente (Ballantine et ai., 1985). D'une manière 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 modèles pour expliquer le rôle de l'extrémité 3'non-

traduite dans la régulation de l'expression des gènes, et une des stmctures les

plus étudiées dans la molécule d'ARN consiste en une formation en épingle à

cheveux. Dans l'environnement cellulaù'e, les molécules d'ARN sont rarement

linéaires. Elles sont plutôt repliées sur elles-mêmes, et il est fréquent que

plusieurs régions Iméaù'es puissent sliybrider et fonner une double-hélice dont

la taille dépend de l'homologie entre les deux régions amsi appariées. Ces

structures prennent alors une forme qui ressemble à une épingle à cheveux

(hairpin structure) qui peuvent contenir des sites de reconnaissance pour

certams facteurs stabilisants ou déstabilisants qui sont actifs en trans. Un bel

exemple est illustré dans l'étude de la régulation du récepteur de la transfemne.
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Le fer est un élément mdispensable à la survie de la cellule, mais sa

toxicité fait en sorte qu'il soit soumis à un contrôle serré de sa concentration

mtracellulaire. Le récepteur de la transferrme permet d'mtemaUser le fer déjà

lié à la ti-ansferrine dans le plasma, et de relâcher le fer dans le milieu

intracellulaù-e pour ensuite être séquesti'é par la ferritme. Dans des situations

de carence en fer, iï est ùnportant que la membrane cellulaù'e s'enrichisse en

récepteur de la traasferrme, et la traduction accme de ce récepteur est permise

par la stabilisation de son ARNm (Mullner & Kuhn, 1988). Cette stabilisation

est possible à cause de la liaison d'une protéme cytoplasmique de 87 kd

(Basilion, 1994) qui se lie dans une région située en 3' et contenant cmq

stmctures en épmgle à cheveux ( Koeller et al., 1989). Cette protéine est facile

à isoler (Rouault et al., 1989), et elle peut prendre une conformation

particulière lorsque les réser/es de fer mtaracellulaù-e sont déplétées, et se lier à

des séquences particulières d'ARN appelées IRE (pour Iron-Responsive

Elements). Les IRE sont situés au niveau des boucles, lesquelles sont

également présentes dans tout une variété de messagers, comme celui de la

ferritme, de l'aconitase mitochondriale, et de la 5-ALA syiithétase des

érythrocytes (Basilion et al., 1994), impliqué dans la biosynthèse de l'hème.

Amsi, la présence ou l'absence de cette protéine se liant spécifiquement aux

IRE (appelée IRE-Binding Protein, ou EEŒ-BP) constitue le commutateur

responsable de la régulation traductionnelle du récepteur de la transferrme et
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joue donc un rôle-clé dans la vie cellulaire.

Les épingles à cheveux peuvent aussi constituer des cibles de choix pour

certames exonucléases. Un bon exemple est fourni par le contrôle de

l'expression des histones. La plupart des ARNm des histones sont rapidement

et sélectivement dégradés à partir de l'extrémité 3' (Ross & Kobs, 1986) quand

la synthèse de l'ADN est mhibée (Peltz & Ross, 1987). Or, on reta-ouve une

épmgle à cheveux dans la partie 3' non-traduite du messager des histones

(Levine et al., 1987), et le positionnement artificiel de cette épingle à cheveux

dans la partie 3' non-traduite du gène de l'alpha-globme permet à cette dernière

d'êti'e régulée de la même façon que les histones (Pandey & M'arzluff, 1987).

Plusieurs cas de complémentarité entre la région 3' non-traduite et la

région 5' non-traduite d'un même messager ont été dociunentés dans les

systèmes bactériens (Bram et al., 1980, Carter-Muenchau et al., 1989,

Petersen, 1989), et un tel événement a été rapporté chez les systèmes

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 rôle mhibiteur 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 stmcture secondaù-e responsable de ce

genre d'mteraction.
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l .2.2. l .3 Les effets de la région 5' non-traduite.

L'étape limitante de la traduction du messager se produit habituellement

lors de l'mitiation du processus de synthèse des protémes, c'est pourquoi on y

reta-ouve un grand nombre d'éléments de conta-ôle.

Au niveau de la région 5' non-traduite, ce sont: la longueur de cette

région proprement dite, la présence de sites de liaison à des protémes, la

presence de stmctures secondaù-es en amont ou en aval du codon mitiateur

AUG, la position de ce codon (c'est-à-dire s'il est le tout premier codon AUG

dans cette région), la nature des nucléotides flanquant ce codon mitiateur

comparativement à 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'mitiation est souvent

additif, et le mécanisme peut êti'e expliqué par ITiypothèse généralement

admise de rattachement du ribosome à son ARNm. Les sous-unités 40S des

ribosomes qui doivent traduire un message opèrent généralement par un

processus de balayage {scanning) de l'ARN/n en commençant par la coiffe

(Kozak, 1994, 1992, 1989, 1978) . Elles migrent Iméaù-ement le long de la

molécule, daiis une seule direction, i.e. de 5' à 3', sans arrêter, ni reculer

(Kozak, 1995), jusqu'à rencontrer le premier codon AUG, situé dans un

contexte favorable, pour se jomdre à la grande sous-unité 60S et fonner un

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

1. Attachement de la sous-unité 40 S à la coiffe.
2. Migration linéaire le long de la molécule d'ARNm
3. Arrêt (pause) de la migration et assemblage du ribosome

complet et fonctionnel
4. Synthèse de la protéine.
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Il existe plusieurs événements connexes à cette hypothèse de base,

comme le balayage incomplet (leaky scanning) ou la rémitiation, qui se

produisent à cause de la nature même de la région 5' non-traduite et des

structures particulières qui pourraient s'y trouver. Dans tous les systèmes

bactériens et dans certains systèmes viraux, cependant, il existe un mécanisme

d'initiation interne (Pelletier & Sonenberg, 1988) afin de permettre l'accès au

site de départ de la traduction sans commencer par la coiffe. Plusieurs (Yang &

Samow, 1997, Stein et al., 1998) ont rapporté que des séquences particulières,

appelées 1RES, pour Internal Ribosome Entry Sites, pemiettent une mteraction

enb-e l'ARNm et certames protéines cytoplasmiques, ce qui favoriserait un

mécanisme encore obscur d'mitiation inteme au niveau des cellules eucaryotes

(Makrides, 1999).

1.2.2.1.3.1 L'mfluence de la longueur.

La longueur constitue un premier élément stmctural de la région 5'

non-fa-aduite pouvant détennmer l'efi&cacité d'un messager et avoù- une

mfluence sur le balayage efî-èctué par la petite sous-umté du ribosome ( Kozak,

1994, 1991,1988, 1987), illustré au schéma 1.6. La reconnaissance du premier

codon d'mitiation par la sous-unité 40 S devient une tâche di£Bcile quand ce

codon est positionné trop près de la coiffe, c'est-à-dù-e à 12 nucléotides de cette

dernière (Kozak, 1991). Plusieurs mvestigateurs 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-delà de 20 nucléotides a pemiis de constater une

augmentation significative de 1'efGcacite de la traduction (Kozak, 1991), à la

condition que ces séquences ne contiennent pas un taux élevé de résidus C et

G pouvant constituer des structures secondaires assez stables pour empêcher le

balayage (Kozak, 1991). En fait, les messagers de la plupart des vertébrés

possèdent des régions 5' non-traduites dont la longueur moyenne est de 90

nucléotides (Kozak, 1987). A l'heure actuelle, aucune séquence spécifique

d'ARNm pouvant constitiier un site de liaison à des facteurs ubiquitaù-es

favorisant la traduction n'a été découverte (Kozak, 1994), ce qui suppose

qu'une région 5' non-traduite de bonne longueur pennettrait plutôt aux

sous-unités 40 S de s'aligner les unes à la suite des autres sur toute la longiieur

du messager à traduù-e par le biais d'un recmtement précoce (Kozak, 1991).

Donc, une région 5' non-traduite de plus en plus coiirte ne contiendrait pas

autant de ribosomes en attente qu'une région plus allongée. Cet allongement

peut augmenter considérablement l'efiBcacité de la fa'aduction m vitro (Kozak,

1991) amsi que m vivo, quoique dans certames conditions de croissance bien

particulières (Kozak, 1988). Des études récentes effectuées sur la région 5'

non-traduite d'un messager très efficace (celui de la globme) confirment que

l'excellent taux de traduction de cet ARN/w s'explique par la présence d'une

région 5' non-traduite de bomie longueur ( 54 nucléotides), avec une coiffe et
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0 très peu de séquences pouvant permettre la formation de stmctures secondaires

(Kozak, 1994). Le fait que ces séquences d'ARN/n ont été mcorporées dans

des vecteurs d'expression ( Annweiler et al., 1991, Krieg & Melton, 1984,

Needham et al., 1992) témoigne de leur elïicacité dans la régulation positive de

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

Schéma du haut : Une région 5' non-traduite longue favorise
l'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'mfluence de sites de liaison.

La présence éventuelle de sites de liaison particuliers à des protéines

dans la région 5' non-traduite constitue un sujet de recherche très en vogue

(McGany & Lmdquist, 1985, Sleat et al., 1988, Schôffl 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 trans dont l'action de

modulation positive sur la traduction pourrait se comparer à celle des facteurs

transcriptionnels chez les eucaryotes.

Il existe cependant des séquences particulières retrouvées au niveau de

la région 5' non-traduite de certams ARNw qui favorisent le contrôle

post-transcriptionnel de l'expression de certains gènes. Une de ces séquences

est encore le IRE (Iron Responsive Element) retrouvé au niveau des régions 3'

non-traduites de l'ARNm du récepteur de la transferrme, et aussi au niveau de

la région 5' non-traduite de la ferritme (schéma 1.7). La ferritme est une

protéine pouvant séquesfa-er le fer dans les cellules de mammifères, et la

synthèse de cette molécule est régulée par la disponibilité en fer ( Klausner &

Harford, 1989). Cette régulation est effectuée par le répresseur IRE-BP, une

protéme de 90kd qui se lie à des séquences ERE situés dans une épmgle à
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cheveux localisée dans la partie 5' non-traduite du messager de la ferritme et

siùiée à 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 monocaténaù-e située au

sommet de la boucle, de motif CAGUGN, de même qu'un résidu de cytosine

sur la tige de l'épingle. Quand les niveaux de fer sont faibles, la IRE-BP se

trouve dans la fonne réduite et peut lier aux IRE et provoquer un

encombrement stérique sur la région 5' non-toraduite du messager de la ferritine,

pour mhiber la traduction de cette dernière. Quand le fer est abondant, la forme

oxydée de la protéme IRE-BP se dissocie du messager et ce dernier peut être

traduit afîii de produire la protéine pouvant séquestrer le fer et lui enlever la

toxicité qui le caractérise lorsqu'il se trouve en ti-op grande concentration

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

D'autres séquences de nucléotides situés près de la coiffe et qui semblent

lier des protémes sont reta'ouvées dans les ARNm de certames protéines de la
famille Mst87F, retrouvées dans les spermatocytes de Drosophila

melanogaster. Il s'agit d'une série conservée de 12 nucléotides situés à 28

nucléotides de la coiffe (Schàfer et al., 1990, 1993). La régulation de la

ta-aduction 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 l'ARNm des protémes ribosomales chez les vertébrés.

Ce motif consiste en une suite de 7 à 13 résidus de pyrimidmes sitiiés

ùnmédiatement en aval de la coiffe. Plusieurs autres ARNm possèdent 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 particulière de 35 nucléotides très 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 reconnaîtrait une sfaiicture secondaù-e. Un

mécanisme similaù'e a été proposé dans le contrôle des poly(A) bindmg

proteins au niveau des séquences de poly-A situées dans une région 5'

non-traduite de ces protémes (Lefrère et al., 1990). L'autorégulation est donc

un mécanisme de contrôle de la traduction qui est firéquenunent renconti'é.

Un autre système particulier consiste au rôle de certames protéines

rétro virales sur des sites de liaison situés au niveau de la région 5' non-traduite

de certains ARNm produits par HIV. Les progrès considérables de la recherche

entreprise au sujet de l'agent étiologique du SSDA ont pennis la découverte de

deux petites protéines régulatrices, appelées tat et rev, qui sont essentielles à la

replication virale dans les cellules en culture (Cullen & Greene, 1989). Ces

protéines vù-ales effectuent la régulation de l'expression de HIV par le biais de

plusieurs mécaiiismes dont la reconnaissaiice de séquences cibles sur l'ARN/n.
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Tous les transcrits de HIV-1 possèdent une stincture en épmgle à cheveux de

59 nucléotides, appelée élément tar, située très près de la coiffe. L'élément tar

peut lier la protéine tat (Dmgwall, 1989), et favoriser le taux de transcription

des ARNm vù-aux (Sharp & Marciniak, 1989, Cullen, 1990). Cette protéme est

donc un activateur de la transcription, et on obtient une grande quantité de

transcrit viral pleine grandeur (revu par Cullen, 1990). Une autre protéme,

appelée rev, peut se lier à une séquence particulière appelée REŒ (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 ùnpliqués dans le contrôle des protéines devant être

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

Schéma du haut : Un site de liaison situé près de la coiffe possède 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'mfluence des structures secondaires.

Les stmctures secondaù'es se trouvant dans la région 5' non-traduite

jouent un rôle régulateur ta'es important que les travaux de M^arilyn Kozak ont

bien mis en évidence (Kozak, 1988, 1989, 1990, 1991, 1994). En plus de

constituer le siège principal des séquences reconnues par des protéines comme

la ERE-BP (Klausner, 1989) ou des endonucléases, ces stmctures secondaires

possèdent la capacité de raccourcir la structure prùnaù'e de la région 5'

non-traduite et rapprocher ainsi la coiffe du premier codon AUG, et peuvent

également constituer des obstacles pour rattachement 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 secondaù-e, un hybride ARN-ADN ou un hybride avec un

ARN antisens sont mtroduits près 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). Il ne fait aucun doute que de telles barrières 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

prépromsuline de rat comme modèle, et ont permis d'apporter plusieurs

explications. L'introduction d'une stmctiire secondaù-e dans la région 5'

non-traduite de l'ARN peut avoù- un ùnpact sur la traduction, tout dépendant de

la stabilité et de la position de cette structure. Si une structure très stable est
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n mtoroduite, elle inhibera toute traduction à une étape tores hâtive lors du

processus d'initiation, et ce, peu ùnporte sa position dans le messager. D'une

manière générale, les stmctures secondaù-es mta-oduites entre la coiffe et le

premier codon AUG ne facilitent pas la traduction. Une stmcture vraùnent

mhibitrice doit avoir une énergie libre de -60 Kcal/mol ou plus selon les calculs

de Gibbs. Par contre, une stmcture plus labile, ayant une énergie libre de -30

Kcal/mol ou moins, pourra mhiber la toraduction seulement si elle est placée à

une très faible distance de la coiffe, comme une dizaine de nucléotides. Ce

phénomène s'explique à cause du fait que la structure secondaù-e est trop

massive pour permettre à 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 à partu' de la coiffe et non à partù' d'un site d'attachement mteme

comme chez certains vmis (Sonenberg et al., 1989). Si une stmcture

secondaù-e labile est placée à une plus grande distance de la coiffe, comme à

une cmquantame de nucléotides de cette dernière, il n'y a plus d'inhibition de la

traduction. Cela suppose que la sous-unité 40s peut dénaturer ou linéariser les

structures secondaires à la condition qu'elle soit bien engagée sur le messager,

et ce, même si le codon d'mitiation fait partie de la stmcture en épmgle à

cheveux. On ne sait pas exactement comment le ribosome peut faù-e fondre la

sta^ictiire secondaù-e qui pourrait l'arrêter dans son balayage, mais on suppose

que certams facteurs d'initiation pourraient avoù- une activité hélicase (Merrick,
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1992,1994).

Conb-astant avec l'mcapacité de la sous-unité 40S à dénaturer les

structures secondaù-es stables de -60 Kcal/mol, les ribosomes entiers 80S

peuvent, dans une certaine mesure, linéariser ces stmctures. n est clair,

cependant, que les ribosomes ne peuvent pas se détacher de la molécule

d'ARNw pour "sauter" par dessus les épingles à cheveux. Dans les systèmes

bactériens, par contre, le ribosome peut s'mstaller sur la molécule d'ARNm à

des endroits adjacents au codon AUG plutôt qu'à partù- de la coiffe, et éviter

les stmctures secondaires. Une autre notion ùnportante est que la présence

d'une structure secondaire facile à dénaturer située en aval d'un codon de

depart AUG peut augmenter l'efficacité de la traduction en ralentissant la

vitesse de balayage, et en empêchant le ribosome de passer outre le codon

d'mitiation. H peut amsi mieux reconnaître le codon de départ situé légèrement

en amont du site de ralentissement offert par la boucle, et une meilleure fidélité

en résulte. Le meilleur effet est renconti-é lorsque 14 nucléotides séparent la

base d'une épmgle à cheveux du codon AUG situé en amont, et cette distance

correspond justement à la surface d'ARNw recouverte par le ribosome, tel

qu'mdiqué par des expériences de protection à la ARNase (Kozak, 1992). Des

experiences de positionnement artificiel de stmctures secondaires ont démontré

que ces dernières peuvent augmenter substantiellement le taux de traduction à

partù- 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) possèdent

des séquences 5' non-traduites très riches en C et G, qui permettent un haut

degré d'appariement, permettant la formation d'une épmgle à cheveux à cet

endroit. D'autre part, la présence d'une stmcture secondaù'e près de la coiffe

peut jouer un rôle régulateur si elle est la cible d'une protéine qui agù-ait

comme activateur de la ti'aduction en déstabilisant la boucle et en laissant amsi

au nT)osome tout le champ libre pour reconnaîti-e l'exti-émité 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 mammifères contiennent pourtant bel et bien

des protéines qui se lient à l'extrémité 5' de messagers viraux (Kozak, 1992 et

réfs), mais rien n'indique que ces protémes seraient des activateurs de la

traduction.
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l .2.2. l .3.4 L'mfluence de la position du codon AUG.

La position du codon d'initiation joue un rôle 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

synthèse est mal mitiée à cause d'un mauvais choix de codon d'mitiation sont

soit trop longues, soit tronquées. Plusieurs résultats de recherches démontrent

que de telles protéines sont soit mstables, mal maturées, ou carrément

non-fonctionnelles, ou pù-e, elles peuvent mterférer avec les protémes

correctement synthétisées et gêner ces dernières dans leurs fonctions

essentielles. La fidélité de la ti-aduction est avant tout détermmée par la

position du codon AUG sur la région 5' non-traduite du messager, de même

que par la stmcture prùiiaire qui entoure ce codon. Une structure secondaù-e

située légèrement en aval du codon AUG peut aussi jouer un rôle dans le choix

de ce codon, tel que décrit précédemment. Expérimentalement, le rôle de la

position d'un codon AUG a été testé par l'mtroduction artificielle de codons

AUG supplémentaires en amont du site de départ de la traduction d'un

messager efficacement traduit, celui de la préproinsuline de rat (Kozak, 1989).

L'msertion d'un codon de départ efficace dans un cadre de lecture différent de

celui normalement utilisé mhibe la traduction de la prépromsulme pour faù-e

place à une protéme différente de poids moléculaù-e plus élevé et sans fonction.

Si le codon AUG est mséré dans le même cadre de lecture, il supplaiite le
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codon indigène, et une version rallongée de la protéme est ainsi synthétisée

(Kozak, 1983). Cette expérience démontre l'ùnportance fondamentale de la

position du codon de départ: c'est le premier codon qui est utilisé lors de la

traduction, à la condition qu'il soit situé dans un contexte favorable. L'initiation

ne se fera pas à partù- d'un autre codon AUG bien contexte lui aussi mais situé

en aval du premier et ce, peu importe si la distance enta'e 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 rôle cmcial dans

la reconnaissance correcte de ce codon d'mitiation par le ribosome. On sait que

les stmctures secondaires peuvent jouer un rôle significatif dans la

recoiunaissance de ce codon: s'il fait partie mtégrante d'une épingle à cheveux

de grande stabilité, il ne sera pas reconnu, de même, s'il est situé en amont et à

proximité d'une telle structure, le ribosome pourra le reconnaître lors de sa

pause forcée, avant de dénaturer l'épingle et entreprendre la traduction à partù-

de ce pomt. Rappelons-nous que le postulat fondamental de l'hypothèse de

balayage stipule que l'mteraction entre la région 5' non-traduite de l' ARNm et

un ribosome se produit essentiellement en trois étapes chez les eucaryotes:

Etape l : Liaison entre la sous-unité 40 S et la coiffe

Etape 2 : Migration linéaire le long de la molécule d'ARNm, de la même

façon que le ferait une perle le long d'un fil ( beads on a string)
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Etape 3 : Arrêt au niveau de la position du codon d'mitiation, 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'établù- une

séquence-consensus entourant le codon d'initiation, et fût vérifiée

expérimentalement pour sa véritable efficacité (Kozak, 1986, 1987, 1989). Une

série d'expériences de mutagénèse dmgée de chacun des nucléotides flanquant

le site d'mitiation de la traduction du messager de la préproinsuline de rat a

permis d'etablu' une séquence prùnaire de nucléotides qui constitiie un

contexte optimal pour l'arrêt de la migration du ribosome et le départ de la

traduction. Le contexte favorable est :

5' GCCACCAUGG 3'.

C'est 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 sitiés en 3' ou en 5', respectivement. Plusieurs

experiences 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'efBcacité de la

traduction (Kozak, 1989), et il s'avère que ces deux positions sont très

conservées daiis 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

suboptùnal, et la présence d'une purine en +4 devient d'une ùnportance capitale

pour restaurer l'efficacité du consensus. Si on retrouve une purine en -3, tout

nucléotide présent en position +4 possède alors une importance négligeable.

En contre-exemple, certams ARNm possèdent des pyrimidines en positions -3

et +4, et sont très mal traduits. Le ribosome peut stopper sa migration Iméaù'e

et initier la traduction s'il rencontre le contexte optimal,et ce, sans être aflfecté

par la nature des nucléotides situés plus en aval, comme ceux situés en

positions +5 et +6 (Kozak, 1997). C'est de cette façon que le contrôle de

l'expression génétique dans les systèmes de mammifères peut être modulé le

plus efficacement au niveau de la traduction. Au niveau des autres systèmes, le

contrôle est moms efiGcace, notamment chez les plantes (Kozak, 1989, Jones et

al., 1988, Taylor, 1987), les msectes (Feng et al., 1991) et la levure ( Altmann

et al., 1994, Looman et al., 1993, Slusher et al., 1991).

Quand le ribosome ne reconnaît pas le premier codon d'mitiation à cause

du fait qu'il se trouve dans un contexte suboptùnal, le ribosome continue son

processus de balayage afm de s'arrêter au prochain codon AUG qui se

trouverait dans un meilleur contexte vis-à-vis les positions -3 et/ou +4, et c'est

souvent le deuxième codon AUG à partù' de la coiffe qui est choisi dans ces

conditions, et plus rarement le troisième. Un tel balayage incomplet (leaky

scanning) explique pourquoi deux protémes peuvent être produites à partù- d'un
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seul messager. Si le premier codon AUG se trouve fa'op près de la coiffe, c'est

le deuxième codon d'mitiation qui sera choisi, s'il se trouve dans un contexte

optùnal (Slusher et al., 1991, Spù-opoulou et al., 1993). L'mfluence 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 reconnaît un deuxième codon d'initiation, et s'y arrête après avoir

sauté le premier, on parle de rémitiation. Ces phénomènes de balayage

mcomplet et de rémitiation se produisent couramment lorsque la région 5'

non-traduite contient plusieurs codons AUG, et constituent les deux façons

d'éviter l'application de la Loi du premier codon (first-AUG rule) (Kozak

1994). L'importance de l'observration de cette loi est bien illustrée lorsque l'on

soumet une séquence de cADN quelconque pour en déduire la structiire

primaù-e du polypeptide y correspondant. L'erreur la plus courante est celle de

choisù' comme codon d'mitiation le codon AUG situé au sem 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 phénomène de la synthèse des protémes sont des réalités propres aux

cellules de mammifère, et nous invite à faù-e un parallèle avec la séquence de

Shine-Dalgamo des systèmes procaryotes! Dans ce cas bien particulier, cette

sequence (Shme & Dalgamo, 1974) est une séquence-consensus bactérieime
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composée de plusieurs purmes, avec la séquence AGGAGG, retrouvée dans la
région 5' non-traduite des ARN/n bactériens, située légèrement en amont du

codon d'mitiation AUG, et complémentaire avec l'extrémité 3' de l'ARN/' 16 S

du ribosome procaryote (Lewin, 1985). Son rôle est d'aider le ribosome à se
lier à l'ARNm, car rappelons-nous que le ribosome procaryote peut avoù-

dù-ectement accès au site AUG sans avoù- à migrer le long du messager comme

chez les eucaryotes. On ne sait pas si la séquence-consensus de Kozak peut

interagù- avec une composante du ribosome eucaryote lors de l'mitiation, mais
son efficacité ne fait aucun doute et est exploitée avantageusement dans

plusieurs vecteurs d'expression utilisés dans les cellules de mammifères. Il est

cependant ùnportant de souligner que ce ne sont pas tous les messagers
cellulaù'es qui possèdent une séquence-consensus de Kozak, ce qui pourrait
jouer un rôle dans la régulation de la protéme y correspondant.
1.2.2.1.3.6 L'influence des sORFs.

Il peut arriver que des codons d'arrêt de la traduction ( UGA, UAG et

UAA) soient retrouvés en aval d'un 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'mitiation du gène proprement dit, dont le code génétique est porté par le
messager considéré. Si un codon d'arrêt est situé dans le même 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 gène principal portée par le

messager. L'obseryation des règles proposées par Marilyn Kozak dans ces cas

bien précis ouvre une fenêtre intéressante sur un autre moyen d'effectuer la

regulation post-transcriptionnelle de certams genes par le biais de ces

sequences.

Si la règle du premier codon est obser/ée (ie quaiid le premier AUG se

trouve dans un contexte le moindrement favorable), presque tous les ribosomes

vont initier à cet endroit, pour se dissocier au prochain codon de termmaison

situé non loin de là après avoir traduit le sORF et produire une agnoprotéme.

La sous-unité 60S se détache, et la petite sous-unité 40 S demeure attachée au

messager pour poursuivre sa migration et rémitier au prochain codon AUG

(Kozak, 1984, 1986, 1987, 1989, 1991,1994,1996, 1998). Un corollaire à ce

mécanisme est que la reinitiation est un processus souvent mefScace dans la

région 5' non-ti'aduite. Elle est possible en autant que le ribosome se ti-ouve

dans une région 5' non-traduite (ce qui lui permet de ti-aduù-e un sORF), mais

devient ùnpossible à la suite de la traduction d'une région codante pleme

grandeur (Kozak, 1994). De plus, l'utilisation de messagers chimériques de

prépromsulme de rat a démontré que l'efficacité de la rémitiation peut être

modulée par la distance entre le codon de termmaison d'un sORF et le codon

AUG du cadre de lecture ouvert qui se torouve plus lom. En fait, l'efBcacité de

la rémitiation auginente à mesure que la distance mtercistronique augmente.
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Lorsque la distance est très courte, il n'y a pas de rémitiation. 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 gène codant (Kozak, 1987). De plus, les mêmes règles

concernant l'efficacité d'un contexte favorable à l'mitiation de la ù-aduction

s'appliquent dans le cas du codon de départ du deuxième cistron, mais, à cause

de l'effet de distance, l'efficacité de la reinitiation ne se Imiite pas au premier

codon AUG optùnal qui serait situé en aval du sORF. La rémitiation est

efficace si le sORF est court (Abastado et al., 1991 Wemer et al., 1987,

Sedman et al., 1988), et elle peut cependant être bloquée en mtroduisant une

stincture secondaire non-labile entre le sORF et la deuxième région codaiite.

Dans la plupart des cas, vu que les distances sont généralement courtes entre

un sORF et la deuxième région codante située plus loin, l'mefficacité de la

traduction qui en résulte suggère que le présence d'un sORF a pour effet de

réduù'e le taux de traduction du messager, et apporte un élément de contrôle

supplémentaù-e. C'est un mécanisme qui semble ùnportant pour le contrôle de

certams gènes ùnpliqués dans le développement ( Han et al., 1993, Zelent et

al., 1991), la tissu-spécifîcité (Sergeev et al., 1993) ou la régulation de la

replication (Moustakas et al., 1993 ) et de la pathogénicité (Petty et al., 1990,

Hofinann et al., 1993, Ozawa et al., 1988) de certains vmis. Afin d'expliquer

pourquoi une grande distaiice intercistronique est essentielle pour favoriser la
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0 rémitiation, il fut suggéré (Kozak, 1987) que la sous-unité 40S ne peut

reconnaîù-e un codon AUG à cause du fait qu'il n'y a pas de résidu

méthionine-ARNtinet sur le site A de la sous-unité 40S, et qu'une distance de

migration assez grande le long de l'ARNm doimerait assez de temps à la

sous-unité de trouver un autre Met-ARNtmet et avoù' ainsi la compétence de
rémitier la fa'aduction.

Chez le gène GCN4 de la levure, il existe un système de régulation

génétique qui utilise les mécanismes régissant la réinitiation. Le gène GCN4

code pour un ARNm possédant quatre sORFs dans sa région 5' non-ti-aduite. Il

est présent de façon constitutive dans la cellule, et le produit de sa traduction

est un facteur transcriptionnel qui active l'expression des gènes ùnpliqués dans

la biosynthèse des acides aminés. Le messager est traduit uniquement quand la

cellule est privée d'acides ammés. Dans ce cas précis, l'accumulation des ARN

de transfert non-jumelés à leurs acides ammés respectifs permet l'activation

d'une kmase qui phosphoryle et mactive eIF-2 (Dever, 1992), un facteur

d'mitiation essentiel à la synthèse des protémes. Le mécanisme de contrôle ne

s'arrête pas à ce niveau, car les ribosomes, à leur tour, ne conuiiencent que

difficilement la synthèse des protéines à partù- du premier des nombreux sORF

du messager de GCN4 à cause du manque d'acides ammés et de l'mactivation

du facteur eEF-2. Les ribosomes migrent donc le long du messager, et se

rapprochent de plus en plus du cinquième codon AUG à partù' de la coiffe.
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Pendant tout ce temps, au moms un ribosome peut ta-ouver un Met-ARNtmet

pour devenir compétent et mitier la synthèse de GCN4, qui activera les gènes

ùnpliqués dans les voies métaboliques de la synthèse de novo des acides

ammés manquants. Dans le cas d'une abondance d'acides aminés, les sORF en

amont de la région codante de GCN4 sont efficacement traduits, et

vùtuellement aucun ribosome ne peut atteindre le cinquième AUG, étant donné

que les chances de reinitiation s'amenuisent au fur et à mesure de la migration

le long d'un messager. Le contrôle de la synthèse de la protéme GCN4 se fait

donc au niveau de l'mitiation de la traduction, et peut être intimement relié à la

quantité d'acides aminés se trouvant dans la cellule (Hùmebusch, 1990).
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l .2.2.2 Elements agissant en trans sur l'ARNm.

1.2.2.2.1 Les facteurs traductionnels.

Le principal élément régulateur de la traduction consiste en la

disponibilité des facteurs d'mitiation qui pennettent la formation d'un complexe

temaù-e et d'un ARNm activé (Merrick, 1992) . Les éléments actifs en trans

peuvent se dissocier facilement de l'ARNm, et consistent en plusieurs facteurs

agissant durant les étapes de l'mitiation, de l'élongation et de la termmaison de

la traduction. L'utilisation des facteurs purifiés et des systèmes artificiels

reconstitués, a permis de comprendre ce processus (Henshaw et al., 1971, Paul

& Clemens, 1983, Merrick, 1992, 1994). Par exemple, l'initiation, première

étape dans la syntlièse des protéines, se déroule en quatre étapes, et on y

reti'ouve plusieurs facteurs actifs en trans, et soumis à des contrôles ti'ès serrés

par le processus de phosphorylation. De même, un facteur d'mitiation bien

particulier, eIF-4E, est un proto-oncogène: il joue un rôle important dans la

regulation de la prolifération cellulaire. Il coopère dù-ectement avec deux

oncogènes mimortalisants, E1A et v-myc, en mduisant la transformation de

cellules fibroblastiques d'embiyon de souris (Sonenberg et al., 1992). On pense

aussi que eIF-4E est complémentaire à la voie d'activation du proto-oncogène

ras, puisque son activité est grandement augmentée dans les cellules

surexprimant eIF-4E (Sonenberg et al., 1992). On peut donc penser que la
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deregulation de l'activité de plusieurs facteurs d'mitiation (comme en7-4B ou

eIF-2) ou l'inhibition de leur phosphorylation résulte en une transformation

aiguë des cellules. La connaissance des phénomènes de prolifération et de

differentiation cellulaù-es au cours de l'ontogenèse nous pennet d'obtenù- une

meilleure coinpréhension des effets combinés de la phosphorylation des

différents facteurs d'mitiation de la traduction et de l'augmentation de la

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

l .2.2.2.2 La gymnastique du ribosome.

Un survol des différents mécanismes du contrôle de la traduction ne

pourrait être complet si on omettait de mentioimer que le ribosome entier est

lui-même 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 être

déduite d'après la simple observation de la stincture primaire de son ARNm

correspondant. La recherche sur la gymnastique du ribosome a permis la

découverte de plusieurs mécanismes qui nous mvitent à qualifier le ribosome
lui-même d'élément actif en trans sur un messager.

Il faut noter, toutefois, que toutes ces études ont été réalisées in vitro,

avec des systèmes de traduction artificiels de lysats de réticulocytes, et la

plupart des modèles étudiés sont des systèmes bactériens ou viraux. Il faut

également noter que les événements entouraiit la gyiiuiastique 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 phénomène se produit lorsque la paù'e codon-anticodon se déstabilise

et permet au ribosome de glisser le long de l'ARNm. Cet événement n'a rien à

voù- avec la migration de la sous-unité 40S lors de l'mitiation. Puis, un nouvel

appariement codon-anticodon s'effectue, et la toraduction 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 lecture différent, une protéme totalement différente à ce qui est

attendu d'après la stiiicture primaù'e 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

également y avoù- superposition des deux sites, comme dans la séquence

G U G UA. Un auti-e élément de ce système consiste en la nature du polypeptide

naissant. Cet élément accroché au ribosome peut pennettre à ce dernier d'avoir

une conformation particulière et effectuer un saut. C'est le mécanisme qui a été

proposé dans l'autorégulation de la tubuline.

Le mécanisme d'autorégulation de la synthès de la beta-tubulme illustre

comment le ribosome, ainsi que le produit de la traduction, peuvent agir

comme éléments de régulation agissant en trans sur l'ARNm (Cleveland,

1988). La beta-tubulme peut former un hétérodùnère avec l'alpha-tubulme, et il
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existe un équilibre entre les monomères de tubuUne libre et celle qui est

polymérisée dans les microtubules. La stabilité de YARNm de la beta-tubulme

est régulée par la concentration d'hétérodimères libres. A mesure que la

beta-tubulme nouvellement synthétisée émerge du ribosome, le tetrapeptide

naissant possède une stmcture particulière (Yen et al., 1988) qui attire un

monomère d'alpha-tubulme, ou un facteur cellulaù'e non-identifié (Theodorakis

& Cleveland, 1992). Puis, une Uaison s'effectue. Cette liaison active une

ARNase qui se situe dans le ribosome, et l'ARNm de la beta-tubuline est alors

dégradé. Cet événement se produit seulement si la concentration

dliétérodùnères libres est élevée, et si l'ARNm est traduit. Dans le cas mverse,

il ne se produit aucune liaison au niveau du polypeptide naissant, et l'ARNm

demeure intact. Ce mécanisme d'autorégulation n'est peut-être pas unique à la

tubulme, et comme il a été démontré que la déstabilisation de l'ARNm requiert

une fa'anslocation du ribosome (Gay et al., 1989), il fut suggéré que la présence

du polypeptide naissant aide le ribosome à effectuer des sauts sur l'ARNm, ce

qui nuirait au processus traductionnel (Atkms et al., 1990).

1.2.2.2.2.2 Leframeshifting.

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

très bref de l'ARNt sur le messager. Cela se produit à cause de la présence de

sequences fa-ès particulières, comme A AAA AAC, U UUU U UA, et G GGA
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ACC chez les rétrovims. Une séquence qui favorise particulièrement les

fi-ameshifts est A AAA AAG. Il 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 même des stmctures secondaù-es

peuvent favoriser le glissement, surtout chez les rétrovims. Dans d'autres

systèmes viraux, un repliement de la molécule d'ARNw pour favoriser une
interaction ARN-ARN entre certames sequences situées en 3' et une stmcture

secondaire située près d'une séquence glissante constitue un autre élément peu

usuel favorisant le firameshiftmg. Un tel pseudonoeud est chose courante chez

certams rétrovmis. Une deletion des séquences situées en 3' réduit beaucoup

les événements de frameshifting dans un tel système. Notons aussi que

lorsqu'un ribosome rencontre un codon d'arrêt peu de temps après avoù'

changé de cadre de lecture, une protéme tronquée est synthétisée, ce qui

constitue mie autre conséquence du fi-ameshifting.

1.2.2.2.2.3 Le readthrough.

Cet événement se produit lorsque le ribosome ne reconnaît pas un codon

d'arrêt de la traduction, et se résulte en la fabrication d'une protéme

considérablement plus grande. Ces protéines allongées sont fonctionnelles dans

bien des cas, notamment dans certains systèmes vù-aux où le produit d'un

readthrough est impliqué dans la virulence (Ishikawa et al., 1986). Les

événements de frameshiftmg 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

protémes différentes sont obtenues à partir d'un même messager. Les systèmes

viraux semblent moms privilégier l'épissage alternatif que les cellules

eucaryotes, sauf pour quelques exceptions, comme le vùns SV-40.
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1.3 Le Récepteur des Glucocorticoïdes (GR) comme modèle de

regulation post-transcriptionnelle

Plusieurs protéines cytoplasmiques ont pour rôle de se lier aux hormones

stéroïdiennes. Ces récepteurs constituent en fait une famille de facteurs

toranscriptionnels qui partagent plusieurs caractéristiques communes, y compris

la capacité d'mteragù- directement avec l'ADN. Pour ce faire, il faut tout

d'abord que la protéine puisse être activée par le biais d'une liaison spécifique

avec le stéroïde approprié, pour ensuite attemdre le noyau cellulaire où

s'exercera une liaison avec une partie du matériel génétique qui s'y trouve.

Cette interaction aura pour conséquence la synthèse de différents ARNw et de

plusieurs protémes qui modifieront les fonctions cellulaù-es en réponse à la

presence de lliomione.

l .3.1 Le GR est mi facteur fa'anscriptionnel.

Les recherches qui furent entreprises sur le Récepteur des

Glucocorticoïdes (GR) depuis plus de vmgt-cinq ans (Gustafsson et al., 1987)

ont beaucoup contribué à l'avancement des connaissances au sujet des

récepteurs nucléaù-es et des facteurs transcriptioimels. On sait aujourd'hui que

le GR est une protéme de 90-95 Kd, comportant 780 acides ammés et trois

groupements phosphates, qui joue un rôle de premier plan dans le mamtien de

la vie cellulaire par le biais de sa capacité à se lier à l'ADN du noyau. Chez
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l'être humam, tout comme chez le rat, le GR est un récepteur hormonal qui

partage beaucoup de points communs avec les facteurs de transcription, même

au niveau de sa sfaruchire chimique (Giguère et al., 1986, Zong et al., 1990,

Encio & Detera-Wadleigh, 1991).

Le GR possède trois damâmes modulaires: le domame central est un

domaine de liaison à l'ADN, pour lier une séquence spécifique, et est flanqué

d'un domame de transacîivation situé à l'exti-émité ammo qui lui permet

d'interagù' avec d'autres facteurs transcriptionnels, et d'un domame de liaison

au ligand situé à l'extrémité C-termmale (Figure 1.10). Cette modularité est

également représentée au niveau génétique: on sait que les différents domaines

fonctionnels du GR sont codés par des exons distincts dans le gène de cette

molécule (Jacobson 1991, Encio & Detera-Wadleigli, 1991, Stràhle et al.,

1992). Au pomt de vue purement comparatif, les récepteurs nucléaires ont été

subdivisés en six régions (A à F) sur la base de l'homologie que l'on retrouve

enti-e les stmctures primaù-es de ces molécules (Figure 1.10). Des études de

mutagénèse définissent les régions C et E responsables de la liaison à l'ADN et

au ligand, respectivement (Evans, 1988, Green & Chambon, 1988). Les régions

A et B contiennent un domame de transactivation qui peut êti-e tissu-spécifîque

ou même promoteur-spécifique (Tora et al., 1988, Tasset et al., 1990), une

fonction activatrice est associée à la région E, et les rôles des régions D et F

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

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

Régions A et B
Région C
Régions D et F

Région E

Domaine de transactivation.
Site de liaison à t'ADN.
Varient considérablement d'un type de récepteur
à l'autre.

: Site de liaison au ligand, incluant une fonction
activatrice.
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Le récepteur des glucocorticoïdes est maintenu dans sa forme mactive

dans le cytoplasme par une interaction protéine :protéme avec une molécule

chaperon. C'est une protéme de choc thermique de 90 kd (hsp90, Mendel et al.,

1986, Pratt et al., 1988). Les molécules chaperons sont d'une ti-ès grande

importance pour la vie cellulaù-e (Rothman 1989, Georgopoulos 1992, Ellis &

Van der Vies, 1991, Gethmg, 1992). Elles empêchent les interactions

mcorrectes enfa-e les protéines qui ne sont pas encore repliées. Les chaperons

de classe l escortent les protémes naissantes pour stabiliser les chaînes

polypeptidiques en cours de synthèse et en créant un environnement favorable

au repliement, à l'assemblage des protémes ou à leur mamtien sous la forme

dépliée. Les chaperons de classe II, ou chaperonmes, sont d'énormes structures

en forme de panier. La protéme se loge dans la cavité, protégeant amsi les sites

vuhiérables à l'aggrégation. Les chaperonines mitochondriales hsp60 et hsp 10

sont de bons exemples, tout comme hsp 90. Cette dernière est une chaperonme

spécialisée refa-ouvée en forte concentration dans le cytoplasme, et qui mteragit

avec deux classes de protéines particulières: certames protémes kmases

ùnpliquées dans la transduction mtracellulaire, et les protémes récepteurs des

hormones stéroïdes, comme le GR. C'est sous la fonne d'un complexe de deux

molécules de hsp90 jumelées avec une molécule de GR que les

glucocorticoïdes rencontrent leur récepteur dans le cytoplasme (Mendel & Orti,
1988).
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Figure 1.11 : L'effet des glucocorticoïdes s'effectue par l'intermédiaire d'un
récepteur spécifique pouvant se lier à certaines séquences particulières d'ADN au

niveau du noyau cellulaire.
1. Presence du œrticostéroïde dans l'environnement cellulaire.
2. Entrée du ligand dans la cellule.
3. Liaison au GR.
4. Activation du GR.
5. Translocation nucléaire.
6. Dimérisation du GR.
7. Liaison à l'ADN du noyau.
8. Action du GR en tant que facteur transcriptionnel.
9. L'ARN messager est dirigé vers le cytoplasme.
10. Synthèse des protéines, et action cellulaire.
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Dans le plasma sanguin, les corticostéroïdes voyagent en étant jumelés à

une protéine, la transcortine, qui fait partie d'une famille de protéines sécrétées

par le foie, les globulines. Les glucocorticoïdes font leur enb-ée dans la

cellule-cible en suivant les lois de la diffusion sùnple, quoique des observations

de diffusion facilitée ont déjà été décrites (Hamson et al., 1974, Rao et al.,

1976, Rao et al., 1977). La liaison entre une molécule de glucocorticoïde et son

récepteur se produit dans le ratio l pour l, et il s'agit d'une réaction dont

l'équilibre s'effectue selon les lois de Michaelis-Menten (1913). En absence

d'hormone, le GR est séquesb'é dans une forme inactive par association avec

hsp90 et d'autres protémes. Le complexe protéique mamtient également le

récepteur daas une conformation qui possède une haute affinité pour l'hormone

(Nemoto et al., 1990) afin de favoriser une rencontre. Quand l'hormone se lie

au récepteur, le complexe hsp90-GR est dissocié, un dùnère de hsp90 est libéré

(Denis et al., 1987) ce qui favorise le relâchement du récepteur activé dans le

cytoplasme.

A la suite de son changement de conformation, le récepteur activé

possède la capacité d'etre dirigé vers le noyau cellulaire (schéma 1.11). Il faut

souligner qu'il existe des signaux favorisant la localisation nucléaù-e du GR

chez le rat, et ils sont situés à deux endroits de la molécule (Picard &

Yamamoto, 1987). C'est près de cette région que réside le site responsable de
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l'mteraction avec les chaperonines (Pratt et al., 1988). Plusieurs autres

protéines possèdent des signaux favorisant l'accumulation au niveau du noyau

(DingwaU & Laskey, 1986, Silver & Hall, 1987, Nigg et al., 1991, et DmgwaU

& Laskey, 1992). Ce sont des segments de protémes favorisant la diffusion

facilitée, la rétention intranucléaire ou l'mteraction avec la machmerie du

transport actif vers le noyau (de Robertis, 1983). n est claù-, cependant, que la

localisation nucléaire du GR est honnono-dépendante. Certams auteurs

réfiitent la thèse de la translocation, en prétendant qu'il existerait un pool de

GR strictement nucléaire, suite à certames observations microscopiques (Akner
et al, 1994).

Dans le but de reconnaître leurs gènes-cible sans ambiguïté, les facteurs

transcriptionnels s'associent souvent deux par deux. Il ne fait aucun doute que

la dùnérisation du GR constitue une étape très ùnportante qui précède son

interaction avec l'ADN eVou avec d'autres dimères situés sur le même

promoteur afin de permettre une b'ansactivation par synergisme (Schùle et ai.,

1988, Tsai et al., 1989). En fait, la dùnérisatioa constitiie un élément-clé dans

l'mteraction du GR avec un GRE (Dahhnann-Wriglit et al., 1991). Des études

in vitro ont prouvé qu'un monomère de GR ne se lie que faiblement à l'ADN, et

qu'un dùnère possède une afîinité beaucoup plus grande pour un GRE qu'un

monomère. La force de liaison à l'ADN est donc augmentée. De plus, la liaison

d'un monomère seul ne confère pas de réponse honnonale, et c'est la formation
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d'un homodimère qui détermine la liaison du GR à l'ADN. (Drouin et al.,

1992).

En outa'e, 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 ambiguïté les séquences régulatrices

de ses gènes-cibles au seul d'un génome cellulaire immense.

Le domaine de liaison à l'ADN est constitué de deux doigts de zinc, et

chacun est codé par un exon bien distinct dans la région codante du gène 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 même séquence d'ADN que celle reconnue par le récepteur des

mméralocorticoides (MRE), des androgènes (ARE) et de la progestérone

(PRE) (Sti-âhle et al., 1987). Il s'agit d'une séquence-consensus de 15 bases

azotées retrouvée dans ou à proximité des gènes hormono-dépendants

(Chandler et al., 1983, Ponta et al., 1985, DeFranco & Yamamoto, 1986,

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

5' AGAACAnnnTGTTCT 3'

Ce site contient donc deux séquences hexanucléotidiques et

pseudo-palindromiques (inverted imperfect repeats) positionnées en du-ections

opposées et séparés par trois bases. Les lettres "n" signifient que n'ùnporte
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quelles bases azotées peuvent se trouver enti-e les pseudo-palindromes. Ce site

de liaison permet la fomiation d'une stincture locale particulière au niveau de la

double-hélice de la molécule d'ADN, et possède la géoméfaie requise pour une

mteraction mtime avec le DBD de GR, et iï semble même qu'un contact dù'ect

soit étabU entre un acide ammé du DBD et le GRE (Wright, 1993).

La deuxième famille de récepteurs stéroidiens est celle qui mclut les

récepteurs des estrogènes (ER), de l'hormone thyroidieime (TR), de l'acide

rétinoïque (RAR) et de la vitamine D3. (Beato, 1988).

C'est l'étude comparative des séquences d'ADN liées par les récepteurs

stéroïdiens amsi que l'étude ta-ès précise de la nature et de la stéréochùnie des

résidus d'acides ammés des domaines de liaison à l'ADN de ces mêmes

récepteurs, qui pennettent de déduù-e l'origme évolutive des récepteurs

stéroidiens. On croit que ces molécules proviennent d'un même précurseur.

L'mhibition de la transcription par le GR a été très bien documentée. Ce

mécanisme s'inscrit dans la régulation négative de certains gènes, et c'est un

phénomène très répandu, qui a fait l'objet d'études très approfondies (Akerblom

et al., 1987, Bmiberg et al., 1983, Charron & Drouin, 1986, Droum et al.,

1989, Fremeau et al., 1986, Frisch & Ruley, 1987, Guertm et al., 1983, Israel

& Cohen, 1985, Sakai et al., 1988, Nakai et al., 1991 et beaucoup d'aufa-es).

Par exemple, l'mvestigation des séquences promotrices en amont du

gène de la prolactme bovme a pennis la découverte de séquences particulières
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qui jouent un rôle de premier plan dans la régulation négative par les

glucocorticoides au niveau de l'hypophyse antérieure (Sakai et al., 1988). Il

s'agit d'une séquence appelée nGRE, pour negative glucocorticoid response

element. La séquence-consensus d'un nGRE est la suivante :

5- 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

CPOMC) (Drouin et al, 1993).

Ainsi, la régulation négative du gène POMC s'effectue par l'interaction

qui existe au niveau de plusieurs facteurs transcriptionnels liant l'ADN au

niveau des séquences promotrices de ce gène. Il fut observé (Drouin et al.,

1993) qu'un homodùnère de GR se lie à un nGRE sur un seul côté de la

molécule d'ADN, et favorise la liaison d'un troisième monomère sur le côté

opposé, par coopérativité. Le nGRE se trouve ainsi pris en sandwich entre les

molécules de GR. Il a été monta:é qu'un tel complexe trimoléculaù-e n'a pas la

capacité de réprimer l'mitiation 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 considère qu'un tel

complexe situé de part et d'autre sur la double-hélice de l'ADN pourrait en

chaiiger la conformation. Ceci pourrait interférer avec les mteractions normales
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se produisant au niveau du promoteur (Themen & Drouia, 1993), ce qui

constitue un genre d'interaction d'une nature beaucoup plus élaborée qu'une

sùnple encombrement stérique sur le promoteur (Nakai et al., 1991).

Un autre mécanisme fut proposé pour expliquer l'efFet mliibiteur du GR

sur le promoteur de l'ostéocalcme humaine. Il s'agit d'un événement de

competition entre le GR et le facteur d'mitiation de la ti-anscription TF-IID

(Strômstedt et al., 1991). Ici, un GRE dégénéré dont la stmcture primau-e

possède quand même beaucoup d'homologie avec la séquence-consensus du

motif GRE est superposé avec la boîte TATA du promoteur de l'ostéocalcme.

Même si aucun test fonctioimel in vivo n'a été effectué pour vérifier cette

hypothèse, on peut penser que le GR pourrait réprùner l'activité d'un

promoteur en compétitionnant avec la liaison des facteurs ùnpliqués dans

l'initiation de la transcription, et effectuer la régulation négative de ce gène.

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 gènes dont la

réponse est tardive plutôt qu'immédiate. L'arrangement de ce site de liaison

diffère beaucoup de celui retrouvé dans la séquence-consensus du GRE. Dans

cette dernière, les demi-sites sont des séquences pseudo-palindromiques

disposées dos-à-dos, en positions mversées, et obligatoù'ement séparées par

trois bases. Cette séparation est essentielle au fonctiomiement du site tout
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entier, car elle favorise l'occupation coopérative du site par un dùnère de

récepteur (Chalepakis et al., 1990, Dahhnan-Wright et al., 1990, Wrange et al.,

1989), le positionnement adéquat des domaines de toransactivation du récepteur

vis-à-vis les composantes de l'appareil transcriptioimel (Hard et al., 1990,

Schena et al., 1989), et pour l'activité générale du récepteur (Dahhnan-Wright

et al., 1991). Si les demi-sites sont disposés autrement que dos à dos, la liaison

du récepteur devient meffîcace et perd toute sa spécificité homionale

(Dahlman-Wright et al., 1991). Par contre, l'arrangement des demi-sites de

fifeGRE peut être très hétérogène. La séparation peut aller jusqu'à cinq bases

azotées, et les séquences pseudo-palmdromiques peuvent être orientées en

dù-ections opposées ou identiques. Voici un exemple:

5- AGTTCGTGTCACGACCCGTGTGAGGCTTGA 3-

Cela ouvre la porte à une foule d'mteractions possibles entre les domaines de

traasactivation, et contribue probablement au délai attendu entre la liaison des

GR et la réponse génétique dans les gènes à réponse lente (Chan et al., 1991).

La régulation positive de la ti-aascription par le GR fat elle aussi très

bien documentée. Car il fut découvert que le GR possède également une action

stùnulatrice sur l'expression génétique au niveau d'une foule de promoteurs et

dans une foule de tissus, incluant même le promoteur du gène de l'ANF

exprimé spécifiquement dans le muscle cardiaque (Argentm et al., 1991).

A l'échelle moléculaù-e, le GR possède mie mfluence positive sur
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l'appareil transcriptionnel en favorisant et en stabilisant la formation des

complexes de pré-mitiation au niveau de la boîte TATA des promoteurs

eucaryotes (Freedman et al., 1989, Tsai et al., 1990, Tsai & O'Malley, 1994).

Certams (Cordmgley et al., 1987) ont proposé que la sùnple interaction entre le

GR et son site de liaison sur l'ADN favorise le déroulement de la chromatme.

Selon ce modèle, la charge ponctueUe négative du domaine de transactivation,

qui est de grande taille, fait compétition avec les histones des nucléosomes et

déplace ces derniers. Cela favoriserait amsi le dénudement local de l'ADN au

sein du chromosome.

l .3.2 La distribution tissulaù-e du GR

Le GR est une protéme reti-ouvée dans la plupart des tissus chez les

manunifères, à cause de ses nombreuses fonctions essentielles pour assurer

l'homéostasie cellulaire. Cependant, plusieurs équipes ont rapporté l'absence de

cette molécule dans certams tissus particuliers chez le rat. Ce sont: le lobe

mtermédiaù'e de l'hypophyse (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

glomémles de Malpighi et le tabule contourné proximal du tissu rénal (Fannan

et al., 1991) de même que dans les cellules acinaires des glandes
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sous-maxillaù-es (Antakly et al., 1991). Une controverse existe au sujet de la

presence du GR dans les neurones 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 conventiormelles

d'immunohistochimie concluent que le GR est deux fois plus abondant dans le

noyau que dans le cytoplasme dans les cellules mtactes de parenchyme

hépatique HTC (Rossmi & Malaguti, 1994). Plusieurs ont localisé la fomie

active et la fonne mactive de cette molécule au niveau de la membrane

plasmique, du noyau et de plusieurs orgaaites cellulaù'es mcluant le

cytosquelette, en particulier les microfîlaments et les microtiibules (Akner et

al., 1991), étant donné que le GR est mvariablement co-localisé, co-purifîé et

co-polymérisé avec la tubuline (Akner et al., 1995). Le GR serait donc une

protéine cellulaire faisant partie du vaste groupe des MAPs

(microtubule-assodated proteins). On a même observe que le récepteur de la

vitamme D, qui est un autre récepteur stéroïdien, mteragit ta-ansitoirement avec

les microtubules à la suite de sa liaison avec son ligand (Barsony & McCoy,

1992). Dans le noyau, le GR est associé à un petit ARN (le snRNA) au sein de

petites particules ribonucléoptotéiques (^nRNP) qui sont bien connues pour

leur participation active dans les processus de la maturation des AKNhn en
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ARNm. Notons une observation importante: à la suite d'un traitement

hormonal, aucune distribution préférentielle de GR ne fut observée dans les

cellules en culture (Akner et al., 1994), ce qui suggère l'existence putative de

deux populations mdépendantes de GR au seul du cytoplasme d'une part, et du

noyau d'autore part, ce qui invaliderait la théorie de la translocation

intranucléaù-e du GR à la suite de sa liaison avec son ligand.

l .3.4 L'organisation du gène du GR de rat.

C'est au niveau du noyau cellulaire que l'activité du dùnère de GR

activé s'exerce, principalement (schéma 1.11). La position centrale de cet

organite dans la vie cellulaù-e lui permet de contrôler les diverses fonctions

essentielles du cytoplasme et des autres organites. De plus, la molécule d'ADN

nucléaù-e constitue le dépositaire principal du pafa±nome génétique de la

cellule.

Le gène du GR est divisé en huit exons codants, distribués sur une

longueur de 125 kb d'ADN. Chaque domame du GR est codé par son propre

exon, ou sa propre série d'exons (schéma 1.12). Le gène contient deux sites de

polyadénylation, et au moms huit exons non-ti-aduits situés en 5', chacun étant

sous la gouverne de son propre promoteur distinct.

Les promoteurs associés à chaque exon non-codant, tels l'exon l A et

l'exon 1B, possèdent des séquences très riches en C et G. On parle alors ^îlots
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CpG. On y retrouve également des séquences-consensus pour le facteur

transcriptionnel Sp-1, et un site de liaison au CTF (CAAT Transcription

Factor), de même qu'une séquence-consensus nGRE. De plus, certains

segments montrent une symétrie bilatérale de séquences mversées, suggérant

un site de liaison probable pour d'autres facteurs transcriptiomiels (schéma

2.1). Par contre, on ne retrouve pas de consensus de boîte TATA (la séquence

TATAAT), bien que l'on retirouve plusieurs sites d'initiation de la transcription,

tel que révélés par des expériences de primer extension sur l'ARNm du GR de

rat (Jacobson, 1991).

Ces séquences promofaices d'exon 5' non-traduits partagent une grande

sùnUarité avec celles des gènes de réponse aux facteurs de croissance, et aux

gènes des enzymes du mamtien des fonctions métaboliques de base de la

cellule, les housekeeping genes (Hofi&nann et al., 1987). Ces séquences sont

également très sùnilaù-es aux promoteurs associés à d'autres récepteurs

stéroïdiens, tel le récepteur de la progestérone (PR) (Sakai et al., 1988).

n est clau' que la transcription complète d'un gène d'une telle envergure

par l'ARNpolII est de très longue durée. L'ùmnense intron de plus de 100 kb

retrouvé entre l'exon 2 et l'exon 3 y contribue grandement. Il fut calculé (Ucker

& Yamamoto, 1985) qu'à un taux d'élongation de 20 à 25 pb par seconde m

vîvo, la réaction de polymérisation requise pour la formation d'un ARNhn

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 glucocorticoïdes et un changement

subsequent dans les taux cellulaù-es de GR (généralement une dùninution des

quantités de cette protéme), sans affecter la demi-vie de l'ARNm. C'est ce qui a

été observé (Dong et al., 1988) par le biais d'expériences de run on nucléaù'es:

suite à un traitement au dexaméthasone, aucune modification du taux de

transcription de l'ARNw n'est observé dans les deux heures suivant

l'admmistration de médicament dans une préparation de noyaux cellulaù-es de

foie de rat. Les premiers effets sont mesurables dans les quatre heures suivant

l'application de dexaméthasone, et cette dùnmution du taux de transcription

correspond à une dùnmution du taux de traduction de la protéine, dans des
conditions expérimentales in vitro.

L'existence de promoteurs multiples de ce genre suggère une ségrégation

putative de régions de contrôle de l'expression génétique, ce qui ùnplique que

ces promoteurs seraient activés de façon différentielle, afin de générer toute

une famille d'ARN/n exprimés différentiellement en diverses périodes du cycle

cellulaire ou de l'ontogénèse ou dans différents tissus. Nous verrons qu'au

moms 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 gène du GR chez le rat est très sùnilaire avec celle

d'un auti-e gène très complexe, le gène Antennapedia {Antp) chez la
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drosophile. Ici aussi, le locus génétique est très long, de plus de 100kb

(Schneuwly et al., 1986). Il possède au moms deux promoteurs alternatifs

(Laughon et al., 1986), et deux sites de polyadénylation. Les exons 5'

non-traduits codent pour des séquences situées dans le même cadre de lecture

que le premier exon codant, et contiennent de nombreux codons d'mitiation de

la ta-aduction AUG. Chaque région 5' non-ta-aduite est associée à son propre

promoteur, exprimé différentiellement selon le stade de maturation de l'insecte

(Jacobson, 1991 et refs). Il semble aussi que plusieiirs gènes de mammifères,

tel celui du facteur transcriptionnel cjun (Vogt & Bos, 1990) possèdent

plusieurs régions régulatrices fort complexes, ce qui suggère l'existence de

nombreux mécanismes de contrôle.
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Figure 1.12 . L'organisation génomique du GR chez le rat.
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1.3.5 La régulation 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 concenti-ation de GR qui constitue en grande partie l'étape limitante du

mécanisme de l'action biologique des glucocorticoïdes (Vanderbilt et al., 1987,

Dong et al., 1989). Chez beaucoup de types cellulaires, la réponse aux

glucocorticoïdes est modulée en diminuant la concentration intracellulaire de

GR, et cette stratégie constitue en fait l'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 dùnmution de jusqu'e 50% - 75% des

quaiitités initiales de GR (Svec, 1985). Il faut noter, toutefois, que la réponse

d'auto-régulation est tissu-spécifîque, car certames cellules démonti'ent un

mécanisme de feedback positif (ou up-regulation) sur l'expression du messager

de GR (Eisen et al., 1988, Gomi et al., 1990, Gadson et al., 1990), de même

que chez certains tissus chez le rat adrénalectomisé (Kalinyak et al., 1987,
1989).

Les niveaux cellulaù'es de GR peuvent varier à la suite de nombreuses

situations. Par exemple, la quantité de glucocorticoïdes daiis le liquide
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exùracellulaù-e (Svec et al., 1981, Cidlowski & Cidlowski, 1981, Sapolski et al.,
1984, Turner, 1986), l'influence de certams 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 certames étapes de l'ontogenèse (Brônnegard & 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
mn-on nucléaires ftirent effectuées pour connaître le taux de transcription du
gène de GR. Il s'agissait d'isoler des noyaux cellulaù'es et leur présenter des
nucléotides radioactifs pouvant être incorporés à l'ARNw, puis, de laisser la
transcription s'efifectuer par elle-même pendant un certam temps,
l'mcorporation graduelle des radionucléotides étant proportionnelle au nombre
de polymérases transcrivant le gène étudié. La synthèse et la demi-vie de
l'ARNm de GR ( 4 à 5 heures) ne sont pas affectées par la présence des
glucocorticoïdes. Cela suggère 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 aub-e aspect de l'autorégulation du récepteur est fourni par l'étude de
la demi-vie de la protéme elle-même. En bloquant la synthèse des protémes
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avec de la cyclohexùnide et en détectant la quantité de GR par

mununobuvardage, 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 protéme dùninue de moitié (Okret et

al., 1991, Mclntyre & Samuels, 1985, Hoeck et al., 1989), et ce processus

nécessite un délai assez long, de l'ordre d'une dizame dTieures (Dong et al.,

1988). Par contre, aucun changement dans la demi-vie de la protéme n'est

obser/é quand on utilise un antagoniste comme le RU486 (Rajpert et al.,

1987). En outre, certaines cellules mutantes qui sont résistantes à l'action des

glucocorticoïdes et qui ne peuvent autoréguler les niveaux de messager de GR

démontrent les mêmes caractéristiques. On suppose que la dissociation du

complexe GR-hsp90 à la suite de la liaison hormone-récepteur encoiu-age la

degradation du GR lorsque ce dernier n'a pas encore attemt le noyau. Ce

deuxième niveau de contrôle s'exerce donc au mveaupost-traductîonnel, donc,

au niveau de la protéine (Dong et al., 1988, Okret et al., 1991).

Une auti-e molécule qui assiste le GR dans ses fonctions pour lier les

glucocorticoïdes est l'AMP cyclique. (Oikarmen et al., 1984, Gmol et al.,

1986). La forskoline est un produit qui stùnule la production d'AMP cyclique,

et son application sur des cellules HTC en culture fait doubler la quantité

d'ARNw, de GR et de l'activité du GR en seulement quaù-e heures (Okret et al.,

1991). L'utilisation d'un ùihibiteur transcriptiomiel conuiie l'actmomycme D
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indique aussi qu'il existe des mécanismes de régulation post-transcriptiomiels

son qui peuvent être encouragés par l'AMP cyclique (Dong et ai., 1989).

Des études plus poussées (Okret et al., 1991) ont suggéré que d'auti'es

mécanismes seraient ùnpliqués dans le contrôle du GR. Par exemple, les

glucocorticoïdes jouent un rôle ùnportaiit dans l'ontogenèse du tissu

pulmonaire, et une régulation négative du récepteur n'est pas souhaitable à ce

stade. Il semble que les niveaux d'ARN/n dùnmuent dans tous les tissus

pulmonaù'es fétaux et adultes qui ont été traités avec les glucocorticoïdes, mais

que le GR foetal n'est pas soumise à la régulation négative conférée par cette

hormone dans les tissus ùnmatures. Il n'y a donc pas toujours de corrélation

dù-ecte entre l'expression de l'ARNm de GR et l'activité de cette protéme. On

ne connaît pas encore les mécanismes qui permettent à la protéme de passer

oufa-e au contrôle ùnposé par la rareté du messager, ce qui suggère fortement

l'existence de d'autres mécanismes de régulation. D'autres équipes ont déjà

noté une faible corrélation entre la quantité de messager et la synthèse du

récepteur (Mclntyre et al., 1985). Plusieurs autres mvestigateurs ont remarqué

la même chose dans l'étude du récepteur des estrogènes (Ree et al., 1989,
Sacedaetal., 1988).
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1.4 Description du projet.

La faible corrélation qui existe entre les niveaux d'ARNm du récepteur

des glucocorticoïdes et de cette protéine, dans des modèles expérimentaux

comme les cellules de foie en culture (cellules HTC), ( Okret et al., 1986,

Dong et al., 1988), mdique que des mécanismes de régulation

post-transcriptionnels pourraient être impliqués dans le contrôle de son

expression (Okret et al., 1991). Un mécanisme probable dans l'exercice de ce

contrôle serait l'utilisation différentielle de régions 5' non-traduites, par des

mécanismes comme l'utilisation de promoteurs dififérentiels ou d'épissage

alternatif. Des rapports plus récents (Dieken et al., 1990, Gearing et al., 1993)

confînnent qu'il existe beaucoup d'hétérogénéité au niveau des régions 5'

non-traduites des différentes populations cellulaù-es d'ARNm du GR de rat, et il

est connu que de telles régions sont fortement impliquées dans le contrôle

translatiomiel et dans la stabilité de l'ARNm (Horiuchi et al., 1990, Rabbits et

al., 1985, Kozak, 1992). L'orgaûisation génomique du GR de rat a également

été ti-ès bien caractérisée (Jacobson, thèse de doctorat, 1991).

Afin de mieux comprendre les rôles éventuels de certames séquences

génomiques pouvant être ti-anscrites et faire partie mtégrante 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 gène, c'est-à-dire l'exon 1A et l'exon 1B (figure 1.12).

u



0

85

Ceci ftit 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 moléculaù'es, au cours de cette étude.

Ainsi, par des expériences de manipulations génétiques et de transfert

transitoires de gènes dans des lignées de cellules cultivées de rat et de primate,

nous avons voulu mvestiguer les effets de ces séquences non-codantes de GR
sur l'expression d'un gène rapporteur, celui de la luciférase de mouche à feu, et

qui pourraient être impliquées dans les processus encore obscurs de la

regulation post-b-anscriptioimelle de ce récepteur hormonal d'une grande
ùnportance dans la vie cellulaire.
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Les expériences qui furent effectiiées dans le cadre de ce projet de

recherche comprenaient, dans un premier temps, les étapes requises dans

la construction des fusions de gènes, puis, la maîtrise efGcace des

techniques de base de la culture des tissus, dans le but d'effectuer des
essais fonctionnels sur les constmctions génétiques obtenues.

La consti^iction des fusions de gènes nécessite plusieurs étapes,

comprenant l'obtention de bactéries compétentes, la sélection du clone

bactérien approprié, l'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 l'ampleur des tâches considérées ici, le travail fut effectué

par une équipe de travail constituée de l'auteur, ainsi que de chacun des

messieurs Jude Beaudom et Claude Fortin. Les différentes étapes du

travail de sous-clonage furent confiées à tour de rôle à chaque membre de

l'équipe, afîn d'accélérer l'obtention des constmctions génétiques en vue
de leur transfert dans des cellules en culture. Les travaux de culture

cellulaire et de dosage biochùnique furent effectués exclusivement par
l'auteur.

Tous ces travaux mènent à 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 gènes.

Les segments de régions 5' non-ti-aduites de rat sont illustrés dans

les figures 2.1 et 2.2. Us furent obtenus à partir des constructions

origmales pOGR.Z, pGR.GR(î+).Z, et pGR.GR{l-).Z., gracieusement

fournies par le Dr Keith R.Yamamoto, de l'Université de Californie à

San-Francisco. Ces plasmides contiennent les 5'UTR du GR de rat clones

en aval du promoteur viral SP6, et en amont du gène lacZ de E.coli

(Jacobson, 1991). Les enzymes de restriction et de modification fiirent

obtenus de Bethesda Research Laboratories (BRL) et de Pharmacia, et

furent utilisés conformément aux dù'ectives et aux indications suggérées

par les fournisseurs. Les constmctions furent analysées sur gel d'agarose

(1% p/v, Ultrapure BRL), et amplifiées dans la souche de bactéries

compétentes E.coli XLlBlue, selon les métfiodes conventiomielles
(Sambrook et al., 1989).

2.1.1 Construction du vecteur d'expression JMC100.

Les séquences 5' non-traduites, donees à l'origine dans des vecteurs

d'expression bactériens, durent être sous-clonées dans un vecteur

approprié pour étude dans les systèmes eucaryotes. Le vecteur choisi fut

la constmction pRSV Luc (de Wet et al., 1986). Ce vecteur d'expression

contient le promoteur fort retrouvé dans RSV, flanqué en aval par le gène

de la luciférase de la mouche à feu Photinus pyralis dépourvu d'mtrons,
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puis, de l'intron de la protéme t du vims sùnien SV40, conférant au

transcrit primaire la possibilité de subu' un épissage par le biais de la

machmerie cellulaù'e. Le tout est suivi des séquences propres aux signaux

de polyA de SV40, qui ont pour rôle de favoriser la maturation du

transcrit primaù'e en un ARNm eucaryote fonctionnel, et aussi de réduire

l'initiation artéfactuelle pouvant être provoquée par la présence des

sequences bactériennes contenues dans le vecteur (De Wet et al., 1986).

Ce vecteur initial fut modifié de la façon suivante: un oligomère

synthétique de 93 pb de longueur, comportant 14 sites de restiiction

uniques, fut mséré immédiatement en amont du gène de la luciférase. Cet

oligomère bicaténaire se compose des brins appariés LNK3 et LNK 4. Le

filament LNK 3 possède la séquence suivante :

5'agct^GGCTTCCAGGTACCTGGCTCGAGCACATAGTGAAGCTTAGATCT

GTCGACATGCATCCATGGACTAGTGCGGCCGCCCGCGGCAGCTG3'

Cette séquence correspond aux sites de restriction suivants:

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

L'oligomère LNK4 constitue le brin complémentaù-e afin de générer

le Site de Clonage Multiple (MCS) caractérisant le mutant JMC100.

Les nucléotides furent assemblés par la méthode de synthèse organique de

couplage de phosphoramidites {Millipore), et les fi-agments synthétiques

fiirent élues sur colonne selon les dù-ectives du fournisseur, et appariés

dans un tampon de renaturation (Tris lOOmM 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 bam-marie bouillant jusqu'à la température de la pièce. Nous

avons ensuite précipité l'oligomère, puis, il fut inséré par ligation (500ng

d'ADN double brin) au site de restoriction unique Hindlll du vecteur

pRSV-Luc. Une analyse de resfaiction sur minigel a pu confînner le bon

fonctionnement de tous les sites de restriction ajoutés, et retrouvés en une

seule copie dans tout le vecteur. Le site de restriction Hindi 11 de pRSV-Luc

fiit mactivé lors de l'msertion du MCS, mais il fut restauré dans le vecteur

JMC100, étant donné qu'il fait partie mtégrante 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(î+).Z a

été 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

ô-agment a généré le mutant JMC101, qui fut analysé sur gel pour

confirmer l'orientation correcte de l'msert. Cette constmction

s'accompagne de la deletion des sites Notl et Sacll du vecteur d'origme. Le

mutant JMC107 fut constmit de façon à mtroduù-e l'exon 1B dans

l'orientation antisens par rapport à la configuration naturelle 5'-3'. Pour ce

faù-e, JMC100 fut soumis à une digestion double Stul-Sall. Ceci

s'accompagne de la deletion d'un fi-agment de JMC100 contenant les sites

de restriction BstXI jusqu'à Bglll , inclusivement. Puis, l'exon 1B fut excisé

de son vecteur bactérien pour générer un firagment Sall-Sspl. La ligation

des extrémités cohésives Sait de l'insert et du vecteur a pu s'effectuer, de
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même que celles des extrémités fi-anches Stul du vecteur et Sspl de

l'insert, pour cù-culariser le mutant mversé JMC107.

2.1.3 Constmction des mutants de deletion partielle.

La digestion de JMC101 avec l'enzyme Ncol élimiae la première

moitié 5' de l'exon 1B, ne laissant que la moitié 3' de l'exon 1B ainsi

tronqué, c'est-à-dù'e le sORF, lui-même contenu dans une stmcture

secondaù-e labile (Figure 2.2). Une Ugation mène à la recù'cularisation du

vecteur, pour générer le mutant de deletion JMC102.

La construction pOGR.Z contient les séquences génomiques d'mtron

à partir du site de restriction Kpnl jusqu'au site Ncol , lui-même situé au

milieu de l'exon 1B (Schémas 2.1 et 2.2). C'est donc dire que ce firagment,

de 470 pb de longueur, contient le promoteur (de 280 pb) associé à l'exon

1B (Jacobson, 1991), ainsi que la première moitié (de 190 pb) de cet

exon, constitué majoritaù'ement d'une stmcture secondaire stable (figure

2.2).

Afin de favoriser le sous-clonage de ce segment Kpnl-Ncol dans le

vecteur JMC100, il a fallu deleter le site Sacl déjà présent dans JMC100.

Ceci a généré le mutant JMC100.1. Puis, le site Stul du MCS fut ouvert,

pour générer une exti'émité fi'anche, à laquelle fut ligaturée un

oligonucléotide Clinker) contenant un site Sacl parfaitement fonctionnel.

On obtient amsi le mutant JMC100.2. Puis, une digestion avec Nsil

entraîne la deletion des sites BstXI jusqu'à Nsil du vecteur JMC100.2. Le
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fragment Kpnl-Ncol excise de pOGR.Z, fut altéré par la modification du

site Kpnl, afin de permettre la ligature d'un linker Sad à cet endroit.

L'insertion de ce segment Sacl-Ncol amsi obtenu a permis de générer le

mutant JMC103.

Une digestion de JMC103 avec l'enzynie Sacl élùnine l'mtron, et

permet l'obtention du mutant de deletion JMC104, contenant la première

moitié de l'exon l B et qui confère à l'ARNm une stmcture secondaù-e

stable en épingle à cheveux (figure 2.2).

La digestion Ncol-Sspl du vecteur bactérien pGR.GRÇl+).Z génère

un fragment pouvant être mtégré au vecteur eucaryote JMC100 après

digestion double avec Stul-Ncol. Les extrémités Ncol reconstituent le site

de restriction, et les extrémités franches Stul et Sspt recircularisent le

nouveau mutant, JMC108, contenant le sORF de l'exon 1B dans

l'orientation antisens par rapport à la configuration 5'-3' naturelle. Les sites

de restiiction BstXI jusqu'à Nsil du vecteur sont deletes durant cette

stratégie de sous-clonage.

L'obtention de la chùnère JMC109 fut effectuée en ta-aitant le

mutant JMC107 avec l'enzyme Ncol. Le jfragment amsi excisé correspond

à la première moitié 5' de l'exon 1B, conférant à l'ARNm une stmcture

secondaù-e stable. Il fut mséré dans JMC100 auparavant Iméarisé au même

site de restriction. Une analyse de restriction sur gel d'agarose a pennis de

trouver un mutant dans lequel l'msert se tarouvait dans la dù-ection antisens
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par rapport à l'orientation naturelle. Par un hasard assez extraordmaire,
nous avons découvert un triplet d'inserts dans un transformant bactérien
lors de l'analyse génétique. Cette chùnère fut baptisée JMC112, et testée
dans les essais fonctionnels cellulaù'es ultérieurs.

2.1.4 Constmction des mutants de deletion complète,

Le mutant JMC106 ûit obtenu suite à une modification du mutant

JMC100,2, dans lequel le site Pvutl fut ouvert et ligaturé à un
polynucléotide (linker') contenant le site de restriction Sacl. C'est le
mutant JMC105. Sa digestion avec l'enzyme Sacl élùnme tout le MCS. La
digestion de JMC103 avec le même enzyme pemiet l'obtention d'un
fi-agment d'intron de 280 pb situé ùnmédiatement en amont de l'exon 1B.
La ligature de cet insert dans JMC105 en permet l'étude fonctionnelle dans
les cellules cultivées, et sùnule, en quelque sorte, le produit putatif d'un
épissage incomplet.

La constmction JMC 111 fut obtenue par la ligation d'un fi-agment
Pvull de 448 pb isolé du phagemide pBluescnptIIKS+. Les extrémités
fi-aiiches de cet iasert sont compatibles avec le site Pvull de JMC100
Iméarisé, pour générer une extension exagérée de la région 5' non-traduite
en amont du gène de la luciférase.

2.1.5 Constmction du vecteur d'expression avec l'exon l A entier.
La constmction JMC 110 ftit effectuée en sous-clonaiit l'exon l A

situé dans le vecteur bactérien pGR.GR(l-\Z, dans le vecteur d'expression
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eucaryote JMC100, en utilisant l'enzyme de restriction Pstl, qui a servi au

sous-clonage de cet msert dans son vecteur bactérien d'origine.

2.1.6 Amplification & quantification des plasmides.

Toutes ces constmctions génétiques ont été amplifiées après

selection et identification du clone bactérien contenant le plasmide, et

après analyse de restriction sur gel d'agarose.

Les bactéries furent cultivées pendant 6 heures à 37UC, et avec

agitation modérée dans IL de milieu enrichi (TY 2X) avec 100 à 250

pg/mL d'ampicillme comme agent de sélection. Quand la culture

bactérienne atteignait la phase late log à une DO de 0,8 à 0,9 à 630 mn,

une application de 200 mg de chloramphénicol en poudre {Sigma) mhibait

la croissance bactérienne, sans affecter la replication contmuelle du

plasmide. Les bactéries étaient récoltées par centrifagation après 24-36

heures de culture dans les mêmes 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

auti-es composantes bactériemies par le biais de deux centilfùgations

isopycniques successives sur CsCl (Sambrook et ai., 1989). L'ADN a subi

par la suite une série d'extractions au chlorofonne/alcool isopropylique

pour enlever le bromure d'éthidium, précipité, stérilisé à l'éthanol,

solubilisé dans le TE stérile, et dosé au spectrophotomètre (DO 260 iim)

et dilué pour obtenir une concentration de 1,0 mg/mL. L'ADN obtenu flit
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visualise par électrophorèse sur mmigel d'agarose pour vérifier la quaUté

des fomies d'ADN plasmidiques. La pureté fiit évaluée par

spectrophotométrie à 260 nm et 280 nm. Le rapport DO 260/280 nm

obtenu pour chaque préparation atteignait la valeur de 1,8 à 2,0.

2.2 Culture des lignées cellulaires établies »

Trois lignées de cellules unmortalisées ont été utilisées pour ce

projet. Ce sont les cellules COS-7 (Gluzman, 1981), HTC (Thompson et

al., 1966) et L6 (Yafife, 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 rem de smge vert

africain (CV-1) transformées par sept copies du gène de l'antigène T de

SV-40. Ces cellules possèdent un très faible taux de GR endogène

(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 l'endogène du GR est fortement exprimé (Rossini &

Malaguti, 1994). Ces cellules ont été mamtenues en sous-confluence à

des passages peu élevés (entre 5 et 20 passages) en milieu DMEM

supplémenté avec 10% de sémm bovin foetal, et avec 100 u/mL de

pénicillme et 100 pg/mL de streptomycme, 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, mamtenues dans du milieu DMEM avec 10% de sémm de cheval. Ce

type de sérum est préférable afin d'éviter la differentiation des cellules

ùnmatures en fuseaux musculaù'es, car la présence des nombreux facteurs

de croissance présents dans le sémm de veau foetal accélèrent la

maturation des cellules embryonnaires.

Toutes ces cellules adhèrent bien à leur support de culture

(Nunclon Delta), ont un temps de doublement de près de 20 heures, et

poussent donc rapidement et acidifient beaucoup leur milieu de culture

(Gîbco).

Pour les passages et les ti'ansformations, les cellules ont été

séparées par digestion à l'aide d'une solution préréchauffée de ùypsine

pancréatique porcme à 0,05% avec EDTA 0,53M (Gîbco), et étalées à

une densité de 3000 à 4000 cellules/cm carré dans des flacons et des

pétris de culture (Nuncîon), ce qui correspond à deux ou trois diamètres

cellulaù-es de distance entre chaque cellule.

2.3 Transformation des cellules.

Les cellules ont été utilisées pour transformation 16 heures après

leur ensemencement, afin de leur laisser tout le temps nécessaù-e pour se

fixer au substrat, de s'étaler et de permettre la stabilisation du pH des

milieux de culture. Les transfections ont été 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 à l'éthanol afin de le

rendre stérile, et dissous à une concentration de 1,0 pg/)iL dans du TE

(Tris 1,0 mM pH 7,9 avec 0,1 mM EDTA) stérile, puis, ajouté au CaCls

250 mM afin d'arriver à une concentration d'ADN finale de 1,0 pg

d'ADN/mL de milieu de culture. Le mélange ADN-CaCls fut ajouté

lentement, goutte à goutte, à un volume égal de HBS 2X stérile (280 mM

NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na2HP04 pH 7,12) sous un barbottage

d'azote afin de procurer une agitation constante. Le précipité

d'ADN-phosphate de calcium fut préfonné à la température de la pièce

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 visible sur les cellules après une heure d'mcubation à 370C,

97% HR, 5% CÛ2 et fut laissé tel qu'el pendant les prochames 12 heures

dans les mêmes conditions. Puis, le milieu fut remplacé par du nouveau

milieu fi-ais afin d'éviter l'effet toxique des concentrations de précipité de

calcium. Les cellules furent mcubées pendant 24 heures supplémentaù-es

avant leur récolte. Afin de comparer les résultats obtenus d'une

constmction à l'autre au sein d'une même expérience, le plasmide JMC100

était transfecté, et il constituait un contrôle positif pour un maximum

d'expression du gène de la luciférase de mouche à feu (deWet et al.,

1987). Les traiisfections ont été réalisées en triphcata, et chaque plasmide

fut testé au moms ta-ois fois afin de constituer un échantillonnage
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statistiquement représentatif pour chaque constmction, malgré l'absence

de contrôle interne dans chaque expérience. Dans chaque essai, un

contrôle 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 l'activité du gène rapporteur.

La récolte des cellules a été effectuée avec une solution tamponnée

de phosphate contenant 1,0 mM EDTA par raclage à l'aide d'un

policeman. Les cellules ont été centriftigées à 4°C et à 12,000 rpm

pendant une minute avec une centrifugeuse réfirigérée Eppendorf de table,

et le culot obtenu fut lysé par resuspension en va-et-vient dans 60 yL

d'une solution de 100 mM KHPÛ4 (pH 8,0), 0,5% Nonidet (NP-40) et 1,0

mM DTT fi-aîchement préparée. Les lysats ont été laissés sur glace

pendant 5 minutes, puis centrifugés à nouveau à 12,000 rpm /10 min/4°C.

C'est le surnageant cytoplasmique qui a été utilisé pour mesurer la

quantité de protémes et de luciférase.

Les protémes ont été mesurées par la méthode de Bradford, et une

courbe standard a été tracée à chaque essai effectué, en prenant l'albumine

de sémm bovme comme témoin. Le graphique 3.8 permet de visualiser la

relation dù-ectement proportionnelle qui existe entre la densité optique à

595 nm et la quantité de protémes, selon un échantillonnage d'une dizame
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d'expériences de dosages. Les protémes ont été dosées en utilisant des

quantités de surnageant qui pennettent de se situer dans la partie linéaire
de cette droite.

Le dosage répété de l'activité de plusieurs échantillons de concen-

trations coimues de luciférase commerciale {Sigma) permet encore une

fois d'etablu' une courbe standard. Cette courbe (figure 3.7) démonti'e

qu'il existe bel et bien une relation dù-ectement proportionnelle entre

l'activité enzymatique de luciférase et la quantité testée. Le protocole de

dosage de l'activité luciférase est le suivant: un volume de 52,5 pL

contenant une solution aqueuse fraîchement préparée de 5mM ATP, 10

mM MgCls, 100 mM KHP04 (pH 8,0) et 40,0 pL d'extrait cytoplasmique
(ou de tampon de lyse pour un contrôle négatif), est placé daiis une petite

éprouvette en polystyrène parfaitement translucide à 25°C pendant deux
minutes. Ensuite, exactement 100 pL d'une solution commerciale de 10
lîiM de lucifériiie {Sigma) sont ajoutés à ce mélange dans l'obscurité de la

chambrette de mesure d'un luminomètre automatique (LKB), dont la petite

fenêtre d'afRchage (graduée en millivolts) témoigne de rémission de

lumière obtenue à la suite de la réaction entre la luciférase et son substrat,

la luciférme. L'utilisation du gène de la luciférase comme gène

rapporteur possède de nombreux avantages: en plus d'êfa'e un système

rapide et d'une sensibilité jusqu'à 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 aliénigènes étudiées, vu qu'il
n'existe aucune activité luciférase endogène dans les cellules de
mammifères.

Les résultats ftirent calculés de la façon suivante: l'activité

luciférase obtenue (en millivolts) pour 40 microlitres (pL) d'extrait
cellulaù-e est rapportée sur la courbe standard de l'activité luciférase,
elle-même construite à partu' 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 à 1,0 mL (1000 jiL) d'extrait
cellulaire testé. Cette valeur est ensuite divisée par la quantité totale de
protémes cellulaires, en mg/mL, cette dernière étant calculée à partir de la

correspondance des DO à 595nm de chaque échantillon d'extrait cellulaire
respectif à la courbe standard d'essai de protéines de Bradford (graphique
3.8). On obtient finalement la quantité de luciférase (ng) par milligramme

(mg) de protéines cellulaù-es totales. Une molécule de luciférase
fonctionnelle est une enzyme, donc, une protéine, qui doit être
correctement synthétisée et repliée par la machinerie traductionnelle des
cellules récoltées, afin de présenter un site actif mtact et fonctionnel, qui
permettra la réaction correcte avec son substrat, et produire les photons
détectables par cette méthode quaiititative.

u
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ne. I. pRSV....cctaAGCTTTGGAATTCCTTTGTGTTACATTCTTGAATG TCG CTC GCA GTG
ACA TTA GCA TTC CGG TAC TGT TGG TAA A ATG GAA GAC ....Luc

x^-^

2. pRSV......cctaAGCTAGGCCTCCAGGTACCTGGCTCGAGCACCTTGTGAAGCTTAGAT
CTGTCGACATGCATCCATGGACTAGTGCGGCCGCCCGCGGCAGCTGagcttgg...Luc

l 2 ^^^ ^H^

3. pE1A......gggttctGCTTTGCAACTTCTCCCGGTTGCGAGCGAGCGCGCGCGCGGCGG
CGGCGGCGGCGGCTGCAGACGGGGCCGCCCAGACGCTGCGGGGGTGGGGGACCT
GGCGGCACGCGAGTCCCCCCCCGGGCTCACAgtatg.......pE1B

4 gtatg.........pE1 B.......^Kp/7/;GGTACCGCGACTGGGAGAAAAGAGGGCGAGGGCCACG
GGCGCCCTTGCAGTTGCCGACAGTCGCCAACAGGTTGCACCGTTCCCCGCGGCCG
CCGCGCGGCCCCTCGGGCGGGGAGCAGGCCGGGGGTAGAGAAGTGGTGGAGCGG

CAGTGTGTGCGAGTGTGTGCGGCGCCGTGGCGCCCCCTCÇGCÇCGCCCCTGCGCT

CGGTCCCGCTCGCCGCCTGCCGCGGCCGGGCGCGGCCCTTTTGCGTGTCCGCGCT
CCCCCCCCTCCCCTCCGCCTCCTCCattttgcrSac/)gagctc..... E1 B

5. pE1 B.......ctccATTTTGCGAGCTCGAGTCAGTGCCTGGTAGCCCGAGTCGCCGCCCG
CCGTCGGGGACGGATTCTAAGTGGGTGGAACAAGACGCCGCAGCCGGGCGGCGC
GGCGCÇGGGACGGGGGACGCGCGCGGGAGACGGGAGCGGCGCGGGGGCCGGCT
TGTCAGCCGGGAACGGGTGACTTTCAGCGCTAGGGGCTCTCCCCCCCCCATG GAG

AAG AGG GGG CGA CTG TTG ACT TCC TTC TCC GTG ACA CGC GCG CCT CGC

GCG TCC GCA CGC CGA CTT GTT TAT CTG GCT GCG GTG GGA GCC GCG AGC
GGG CGA GCG CGC CGC TGC TGA Ggtgagcggggg....intron1

^^t*

l.RSV-Luc. 2.MCS 3.E1A 4.promotey/-ElB 5.E1B.

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

La base de la structure secondaire la plus labile de AG : -17,7 Kcal/mol, possède
un codon ATG. conférant l'existence d'un cadre de lecture ouvert au sein de la

molécule d'ARN/n, avec un codon TGA situé plus en aval (figure 2.1 ).



0 CHAPITRE 3 : ANALYSE DES RÉSULTATS

Le but de cette recherche est de vérifier si la régulation du

récepteur des glucocorticoïdes (GR) chez le rat pourrait s'effectuer par le

biais de l'utilisation différentielle de certaines séquences 5' non-traduites

situées en amont du gène de ce récepteur. Pour ce faire, certames

techniques de laboratoù-e furent utilisées, afin d'apporter plusieurs

éléments de réponse dans ce type d'investigation exploratoù-e.

u

3.1. Survol des méthodes d'investigation employées.

Brièvement, l'approche expérùnentale choisie fut d'abord

d'empmnter les techniques standard de la biologie moléculaire dans le but

d'utiliser les séquences 5' non-traduites du GR de rat déjà caractérisées, et

de les installer en amont d'un gène rapporteur, celui de la luciférase, dans

un vecteur d'expression eucaryote spécialement conçu dans ce but.

Les techniques de la culture cellulaire furent utilisées, quant à elles,

pour procurer un contexte biologique favorable à l'expression de ces

chimères génétiques, c'est-à-dire le système naturel fourni par la cellule

vivante. Des cellules en culture m vitro de primate ( cellules COS), amsi

qu'une lignée d'hépatocytes de rat (cellules HTC) et de myoblastes de rat

(cellules L6), fiirent amsi choisies dans le vaste catalogue proposé par les

fournisseurs de lignées cellulaù-es transformées et immortalisées.
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Fmalement, certames techniques biochùniques furent utilisées.

Entre autres, l'essai luciférase a servi à quantijBer très précisément le

niveau d'expression de la luciférase fonctionnelle présente dans les

cellules, et l'essai de protémes par la méthode de Bradford a constitué un

test colorimétrique simple et rapide, dans le but de détermmer la quantité

totale des protémes présentes dans le lysat ceUulaù'e obtenu à la suite de

chaque récolte cellulaire.

(J

3.1.1 Les techniques de la biologie moléculaù-e comme outil

d'mvestigation.

Ce sont les techniques de la biologie moléculaù-e qui ont permis à

Mike Jacobson et al. de découvrir les séquences génétiques du Récepteur

des Glucocorticoïdes chez le rat (Jacobson, thèse de doctorat, 1991).

Comme dans le cas de la plupart des gènes eucaryotes, les séquences

génétiques du GR sont divisées en mtrons et en exons. Cette modularité

dans la stmcture génétique du GR se retrouve également au niveau des

sequences situées en amont du premier exon codant. On retrouve amsi

l'exon E l A, l'exon E l B, et bien d'autres (Jacobson, 1991), séparés par des

sequences d'intron d'une longueur plus ou moins variable.

Ces séquences furent sous-clonées dans des vecteurs d'expression

bactériens utilisant le système LacZ de E.coli, daiis le but, entre autres, de

favoriser l'identification et le séquençage de ces gènes. Ces constnictions
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ne sont pas du tout appropriées pour l'étude de leur efficacité dans des
systèmes eucaryotes.

Afin de répondre aux besoms de ce projet, et afin de vérifier si

l'épissage alternatif de ces séquences pourrait être un mécanisme

cellulaù-e d'auto-régulation de l'activité du GR par l'utilisation

différentielle de ces séquences 5' non-traduites, il était nécessaù'e de

concevoir un vecteur d'expression eucaryote pourvu d'un promoteur à

haut niveau d'expression (comme les séquences LTR de RSV) et d'un

gène rapporteur très sensible. Le choix de la luciférase comme gène

rapporteur pennet une détection par bioluminescence, et constoitue un test

rapide, facile et précis, qui ne nécessite pas l'utilisation d'isotopes
radioactifs, tout en étant jusqu'à 1000 fois plus sensible que l'essai CAT
(de Wet et al, 1986).

Le vecteur d'expression pRSV-Luc (de Wet et al., 1986), fat

amélioré par l'addition d'un site de clonage multiple de 93 paù-es de base
de longueur, obtenu par la technologie de la synthèse d'oligonucléotides,

et comprenant 14 sites de resûiction couramment utilisés en biologie
moléculaù-e, et qui ne se retrouvent qu'à ce seul site dans le plasmide tout

entier. Ce site de clonage multiple (MCS) fiit mstallé au niveau du site
unique Hindi 11 de pRSV-Luc, situé à une distance de 72 pb en amont du

codon AUG propre à la région codante du gène de la luciférase (dépourvu
d'intorons).
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Cette constiruction, appelée JMC100, fut utilisée afin de permettre

l'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 chùnères génétiques.

Toutes ces constmctions furent amplifiées après transfonnation

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 doimaient de très

bons rendements ( 2 à 3 milligrammes de plasmide par litre de culture

bactériennes), et des plasmides de très belle qualité lorsque visualisés sur

minigel d'agarose. Cela démontre que ces séquences n'étaient pas toxiques

pour les bactéries utilisées lors de l'amplification. Il est à noter que

l'exactitude des séquences des régions sous-clonées n'a pas été vérifiée

par la technique plus précise du séquençage de l'ADN par arrêt

d'élongation aux didéoxyaucléotides. Une précipitation subséquente dans

l'éthanol garantissait la stérilité des préparations génétiques, en vue d'une

transfomiation dans des cellules en culture.

Les chùnères génétiques utilisées lors de ce projet sont décrites à la

Figure 3,1 située à la page suivante:

<J
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JMC101 : L'exon 1B tout entier, comprenant deux structures en épingle à 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 sORFde la structure secondaire située
en 3'.

JMC103 : L'exon 1B tronqué, ne comprenant que la première structure secondaire stable,
flanquée en 5' de la deuxième moitié de l'intron naturellement retrouvé en amont de
cette séquence

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

JMC105 : idem à JMC 103, avec un site de restriction modifié, donc inopérant. Il n'a fait
l'objet d'aucun essai fonctionnel cellulaire. Il fut nécessaire pour t'obtention de
certaines constructions particulières.

JMC106

JMC107

JMC108

JMC109

JMC110

JMC111

L'intron isolé du mutant JMC103

idem à JMC101, antisens

idem à JMC102, antisens

idem à JMC104, antisens

L'exon 1 A tout entier

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

JMC112 : idem à JMC109, comprenant trois répétitions de la première structure en épingle à
cheveux, antisens.

Figure 3.1 :

Représentation des constructions faisant l'objet des essais

fonctionnels cellulaires.

// est important de souligner que ces représentations des structures secondaires de
l'ARNm sont HYPOTHÉTIQUES, compte tenu du fait que l'on suppose que le site de

départ de la transcription se situe à l'intérieur du promoteur viral RSV-LTR.

LÉGENDE:

Coiffe Site Hindlll Codon de depart MCS Codon d'arret Vecteur Insert

0"

Codon de départ

^
Codon d'arret

-l
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3.1.2 Les techniques de la culture cellulaire comme outil d'mvestigation.

Tout en constituant un système vivant qui se rapproche beaucoup

de la réalité, les lignées de cellules toransfonnées sont aussi des cellules

ùmnortalisées, donc, cancéreuses, dont les mécanismes mtracellulaires ne

correspondent pas exactement à ceux des cellules primaires, que l'on

obtient dù-ectement à la suite de la digestion partielle des tissus anùnaux

ou humains sains. Les réponses obtenues par des essais effectués sur des

cellules m vitro ne peuvent pas non plus représenter fidèlement les effets

observables dans un tissu, un organe ou un système d'organes retrouvés

dans un organisme tout entier. U s'agit pourtant d'une excellente base de

départ pour des mvestigations pouvant devenu' plus poussées, dont les

résultats pourront confirmer ou infirmer ces découvertes préliminaires.

Dans le cas de la toransformation des cellules m vitro par des

constanctions génétiques artificielles, on bénéficie dù-ectement des

avantages offerts par la présence parfaitement fonctionnelle de toute la

machmerie 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 à l'effet de certames séquences 5' non-traduites

sous-clonées juste en amont des séquences de gène rapporteur.

Un avantage offert par les transformations traiisitoù-es des cellules

en culture est que le fa-ansfectant n'est pas ùmnédiatement dégradé par la
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ceUule une fois qu'il est mtemalisé. Les plasmides sont acheminés

dù-ectement vers le noyau cellulaire, où débuteront les phénomènes de

transcription, d'épissage, et de modifications post-transcriptionnelles, de

façon à ce que l'ARNm ainsi obtenu soit achemmé vers le cytoplasme.

Dans certames situations, on peut même assister à l'mtégration du

plasmide au génome de la cellule, par recombmaison génétique, afin

d'obtenù' des transformants stables, qui expriment les gènes mtemalisés

d'une façon constitutive.

Quand on considère l'utilisation des techniques de transfection pour

mtroduù'e des séquences génétiques aliénigènes, 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 cellulaù-es. Par exemple, des tests prélimmaù-es ont

démontré que les cellules GH3 et C7E2A ne répondent pas à cette

manipulation. Par contre, les cellules utilisées dans le cadre de ce projet

peuvent facilement êti'e transformées par cette méthode, suite à de légères

modifications de cette dernière, décrites au chapitre 2.

u
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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 fi'équemment une meilleure expression dans

un type de plasmide que dans un autore. C'est ce qui est démontré par le

résultat 3.2. Dans les trois premières colonnes, une quantité totale d'ADN

est demeurée constante à 20 pg, et dans ce total, la quantité de plasmide

J MC 100 demeure constante à 5 pg. Des quantités variables de pRSV-GH

et de pBluescriptK.S+ (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 dimmue progressivement. Dans

les trois dernières colonnes, le même phénomène est observé au détriment

de l'expression de JMC100 à mesure de l'augmentation des quantités de

pRSV-GH. Si on compare les colonnes l et 4, les quantités co-transfectées

de pRSV-GH et de JMC100 sont identiques à 5 pg chacune, sauf que

l'addition de 10 pg de plasmide pBluescrîptKS+ semble apporter un effet

facilitateur sur l'efRcacité d'entrée des plasmides dans la cellule, ce qui

donne des résultats plus élevés à l'activité luciférase.

La pertmence de co-transfecter un plasmide comme pRSV-GH (ou

pRSV-CAT ou auti'e) permet d'apporter un contrôle inteme, qui

standardise les résultats d'activité luciférase obtenus au terme d'une

experience de toransfection, par rapport à ceux obtenus lors d'une



n

111

repetition de la même expérience effectuée dans des conditions

expérimentales qui ne sont jamais parfaitement identiques à celles du

premier essai. Cependant, la pertinence d'effectuer un contrôle mteme

devient moindre si un grand nombre d'essais est effectué avec la même

construction. Par exemple, quand le plasmide JMC101 est transfecté à

plus de 20 fois, comme ce fut le cas lors de ce projet, l'échantillonnage de

domiées d'activité luctférase devient assez considérable pour justifier

l'obtention d'un résultat global par le biais du calcul de la moyenne et de

l'écart type. Les effets de la compétition sont illusta-és à la Figure 3,2 :

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

La comparaison des acti vîtes'luciférase obtenues suggère
que 1'entrée d'ADN dans la cellule est facilité par la
co-transfection de ptasmides non-uti 11 sables ("car-ner DNA").
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3. l .2.3. L'effet de la dose de îransfectant.

On serait porté à croire que, plus la cellule est en présence d'une

grande quantité d'ADN, plus il y a intemalisation, et plus l'expression

devient considérable et facilement mesurable par des tests moms sensibles

que l'essai luciférase. Les résultats 3.3 et 3.4 démontrent que, dans les

cellules HTC, l'expression de la luciférase attemt un sommet vers des

concentrations de 20 pg de J MC 100, pour ensuite dùnmuer au fiir et à

mesure de l'augmentation de la quantité de transfectant. Les cellules

COS-7 semblent démontrer une meilleure tolérance aux concentorations

élevées soit d'ADN, ou soit des sels de phosphate et de calcium présents

dans la mixture salme utilisée lors de la procédure de ti-ansfection. Dans le

cas de toutes les expériences qui furent effectuées au cours de ce projet,

une quantité de lOjug de plasmide fiit utilisée, par souci d'économie, pour

la transfonnation des cellules, avec des résultats adéquats, faciles à

mesurer, et avant tout, ù-ès reproductibles. Les graphiques 3.3 et 3.4,

retrouvés aux pages suivantes, illustrent les effets de la dose de

transfectant dans les cellules COS-7 et HTC, respectivement:

0
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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 à 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 l'utilisation de plasmide.
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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 supéneure à 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 l'expression transitoire.

Il était important de vérifier à quel moment la récolte des cellules

devait être effectuée, étant donné que ces expériences de transfection

constituaient, en fait, des essais transitoù-es, et non stables.

Lors d'un essai fa'ansitoù'e, l'expression génétique s'effectue d'une

manière évolutive dans le temps, jusqu'à attemdre un sommet où

l'expression est maximale, puis, va en décroissant. Cette décroissance

dans l'activité du gène rapporteur peut s'expliquer par le fait qu'une

dilution progressive de l'épisome se produit au fiir et à mesure de

l'augmentation de la quantité cellulaù-e dans le récipient de culture. La

luciférase fait également l'objet d'une telle dilution au sein de l'extrait

cellulaù-e récolté. En outre, un plasmide qui ne s'mtègre pas au génome et

qui demeure sous une forme épisomale ne peut se répliquer par lui-même,

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 l'expression

transitoù-e pour les cellules COS-7 et HTC est attemt dans les 66 heures et

les 48 heures, respectivement, après la transfection. C'est pourquoi toutes

les récoltes fiirent effectuées 36 heures après la transfection, ce qui nous

place dans le point milieu de la partie ascendante de la courbe pour les

deux types cellulaù-es étudiés ici.

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

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

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

Les techniques biochùniques qui furent utilisées lors de cette

recherche sont, premièrement, le test standard de la détermmation de

l'activité luciférase dans un échantillon de 40juL d'extrait cellulaù-e

cytosolique ( graphique 3.7), et deuxièmement, l'essai de protéines par la

méthode de Bradford ( graphique 3.8). Dans les deux cas, une courbe

standard de l'activité luciférase, amsi qu'une courbe standard de la densité

optique à 595 nm doivent être tracées, en fonction, respectivement, de la

concentration de luciférase et de la concentration de protéines totales

présentes dans l'extrait cellulaire. Il est très important de s'assurer de la

consistance de la relation dù'ectement proportionnelle observée pour les

activités luciférase et des densités optiques mesurées, en fonction de la

concentration de la luciférase et des protémes, et de calculer les

concentrations d'mconnues à partir de pomts qui demeurent dans la partie

Iméaire des courbes standards. Dans les deux cas, cette règle de base pour

assurer une fiabilité optimale dans la cueillette des données nécessaù-es

pour les calculs et l'analyse subséquente des résultats a été bien observée.

0
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3.2 Analyse des résultats obtenus pour chaque groupe testé.

u

3.2.1. Résultats obtenus avec le contrôle positif.

La construction pRSV-Luc comprend le promoteur LTR de RSV,

flanqué d'un site Hind 111 complet et fonctionnel, qui fut mtroduit

artificiellement lors de la constmction de ce vecteur (de Wet et al., 1986).

Puis, une séquence de 27 nucléotides suit munédiatement en aval (Figure

2.1) , jusqu'au premier codon AUG, situé dans le contexte suivant:

5- ATTCTTGAATGTCGCTCCAAGTG 3-

On remarque que ce premier codon d'initiation ne se retrouve pas dans un

contexte idéal, car il ne s'agit absolument pas d'une séquence-consensus

de Kozak. On retrouve ici des pyrimidmes dans les positions -3 et +4

(soulignées), alors qu'un contexte de départ optimal devrait comprendre

des résidus purine. Ce premier codon AUG est néanmoms utilisé (de Wet

et al., 1986). Il constitue le codon de départ d'un sORF qui se termme 50

pb en aval. Puis, un nucléotide en aval du codon de termmaison, à la

position +52, on reti-ouve le résidu adénme du premier codon véritable de

l'enzyme luciférase de la mouche à feu Photmus pyralis, qui se situe dans

le contexte suivant :

s- TGTTGGTAAAATGGAAGAC 3-

Cette constniction constitue un véritable témom positif, offi'aiit les

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

Si on considère les résultats des études de Marilyn Kozak dans ce

secteur de recherche, la présence d'un codon AUG situé en amont d'un

deuxième codon d'ùùtiation possède un effet mhibiteur sur l'mitiation de la

traduction. Dans le cas présent, le premier codon AUG ne se situe pas

dans un contexte favorable, ce qui ne ralentit pas à coup sûr le balayage

de la sous-unité 40 S le long de l'ARNm. Ceci confa'evient au postulat du

first AUG rule, et se solde par un balayage mcomplet (leaky scanning).

En outre, la constmction pRSV-Luc est celle qui présente la séquence 5'

non-traduite la plus courte, parmi tout l'éventail de plasmides utilisés au

cours de ce projet.

On peut comprendre ùmnédiatement l'importance d'utiliser un

système de détection extrêmement sensible et précis pour ce genre

d'expérience, car les valeurs obtenues avec pRSV-Luc constituent ici un

rendement maxùnal, caractéristique d'un conti-ôle positif. On peut

supposer que des expériences de mutagénèse dmgée effectuées au niveau

du contexte d'mitiation peu favorable offert par le premier codon AUG

pourraient optùniser 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 système de

biolummescence.
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Dans cette lignée cellulaire, un nombre restreint de constructions génétiques
furent testées, en l'occurence, les plasmides JMC100, 101, 102, 107 et 108.
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L'msertion d'un site de clonage multiple de 93 paù-es de bases de

longueur au site Hindlll de pRSV-Luc permet d'obtenù' la construction

JMC100, laquelle fut utilisée pour effectuer la plupart des autres

constmctions subséquentes. Le produit de la transcription de J MC 100

consiste en un ARN sùnilaire à celui correspondant à pRSV-Luc, mais

pourvu l'une séquence 5' non-traduite rallongée de 93 paù-es de bases,

riche en petites séquences palmdromiques. Chaque palindrome représente

un des 14 sites de restiiction retrouvés dans le site de clonage multiple

mséré. Selon les résultats des mvestigations effectuées par Marilyn

Kozak, rallongement de la séquence 5' non-ù-aduite devrait s'accompagner

d'une augmentation de l'efScacité de la traduction, à 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 défmidf du ribosome au niveau du

premier AUG, préférablement situé dans un contexte favorable. On

devrait donc s'attendre à ime augmentation du taux d'efficacité de

traduction de l'ARN messager obtenu, mais ce n'est pas le cas. En fait,

l'efficacité de traduction du messager est dùnmuée de moitié par rapport à

pRSV-Luc.

Ce phénomène peut s'expliquer par une observation d'une partie de

la séquence du MCS, au niveau des sites allant de Sali à Spel :

s- GTCGACATGCATCCATGGACTAGT 3-

Sail / Nsil / Ncol / Spel
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On réalise que les sites de restriction Nsil et Ncol, qui furent essentiels

pour constmire les mutants de deletion partielles de l'exon 1B, et pour

effectuer des analyses de restaiction sur mmigel d'agarose lors de

l'obtention des transformants positifs, contiennent également des codons

ATG, qui font automatiquement partie mtégrante de la séquence d'ARNm

située en amont de la luciférase.

Cette introduction (non désiïée) de codons de départ

supplémentaù-es dùninue 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 purmes. Les valeurs d'activité luciférase

obtenues correspondent seulement à la moitié de celles fournies par le

contrôle positif pRSV-Luc, à cause de cet effet de compétition offert par

ces codons d'initiation supplémentaires. On obtient quand même 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 solde à coup sûr

par l'arrêt de la sous-unité 40S à cet endroit, selon la Loi du Premier

Codon. Ceci résulte en la synthèse d'une agnoprotéme putative de 12

acides ammés de longueur, si le ribosome s'assemble au niveau du

premier AUG (Figure 2.1). Si ce premier codon n'est pas reconnu à cause

d'un balayage mcomplet, un arrêt putatif de la sous-unité 40 S pourrait
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n s'effectuer au niveau du deuxième 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 fonctioimelle traduite ultérieurement serait alors

le fruit d'une rémitiation. L'mtroduction d'un MCS double la longueur de

la région 5'UTR, et favoriserait l'accumulation de tout un chapelet de

sous-unités 40S à partir de la coiffe. On augmenterait amsi l'efGcacité du

messager à favoriser la ù-aduction d'une luciférase complète, afin de

compenser pour une partie de la perte d'ef&cacité conférée par les sORF

du MCS. Les taux d'activité luciférase obtenus avec JMC100, qui sont

équivalents à la moitié des valeurs obtenues avec le contrôle positif

pRSV-Luc, correspondent aux mêmes ordres de grandeur que ceux

obser/é lors de l'analyse des mutants de deletion dépomvus de sORFen

amont du gène de la luciférase lors de la constmction de pRSV-Luc (de

Wet et al., 1986). Un sORF aurait donc tendance à réduù-e le taux de

traduction d'un messager de 50%.

Il serait séduisant de penser que l'agnoprotéine synthétisée par les

sequences codantes d'un sORF situé en amont d'un gène donné puisse

contribuer à un quelconque mécanisme de régulation biochùnique qui

nécessiterait la présence d'un facteur traductionnel. A date, aucun rôle

distmct n'a été associé à de tels polypeptides.
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3.2.2 Résultats obtenus avec l'exon 1B entier.

Les constmctions JMC101 et JMC107 se caractérisent par la

presence de l'exon 1B entier au sem du site de clonage multiple. JMC101

se caractérise par les séquences de cet exon dans leur orientation naturelle

5' à 3' tel que suggéré par les expériences de séquençage eÉfectuées

antérieurement (Jacobson, 1991). L'orientation mverse fut effectuée dans

la constmction JMC107, pour élùnmer l'effet du court cadre de lecture

ouvert retrouvé dans JMC101 tout en conservant les stmctures

secondaires de l'ARNm. Dans les deux cas, les niveaux d'expression de la

luciférase sont très faibles si on les compare au contrôle positif JMC100,

et ce, pour les deux types cellulaù'es considérés. Amsi, 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 témom

positif JMC100. Ces résultats sont concordants avec les travaux de

Marilyn Kozak sur l'effet des stmctures secondaires stables placées en

amont d'un codon AUG, qui ont pour rôle de bloquer le balayage de la

sous-unité 408 le long de la séquence 5' non-traduite, par effet

d'encombrement stérique.

u
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3.2.3 Résultats obtenus avec les mutants de deletion partielle.

L'obtention de sections tronquées de l'exon 1B, et leur sous-clonage

dans le vecteur d'expression JMC100, cotistifruent des constmctions

tout-à-fait artificielles. Toutefois, ces expériences de dissection

moléculaù-e apportent plusieurs mformations sur l'efGcacité des

différentes composantes de l'exon 1B dans la possibilité d'une régulation

post-fa-anscriptionnelle de l'expression du GR dans les cellules en culture.

Ainsi, les consfructions JMC102 et JMC108 nous permettent de

comprendre le rôle de la présence d'un court cadre de lecture ouvert situé

en amont du codon de départ du gène rapporteur, et de juger de son

efficacité dans le contrôle de son expression.

Dans les deux types cellulaires étudiés ici, la consfaiiction JMC102

contribue à réduù-e substantiellement le niveau d'expression de la

luciférase par rapport au contrôle positif JMC100, mais d'une façon moins

drastique que la construction comprenant l'exon 1B tout entier. Le court

cadre de lecture ouvert de JMC102 permet la traduction d'une petite partie

du messager pour former une agnoprotéme de 40 acides aminés, et se

solde par la dissociation complète du ribosome entier au niveau du codon

d'arrêt de ce sORF, situé à une centame de nucléotides en amont du

codon d'mitiation de la luciférase. Ceci dimmue l'efficacité de la

traduction du gène rapporteur situé en aval.
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Le contexte du codon d'mitiation du A'ORF est le suivant (Figure 2.1) :

5- TCCCCC/ITGGAGAAG 3-

Cet excellent contexte, avec une purme en position +4, nous pennet de

conclure que, encore ici, les événements permettant la traduction du gène

rapporteur sont le balayage mcomplet, et la rémitiation. Les résultats

expérimentaux vont dans le même sens que les conclusions de Marilyn

Kozak sur ce sujet. Le mutant JMC102 montre un taux d'expression

équivalant à près 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 cellulaù-es par rapport à l'mhibition conférée

par la présence d'un sORF est digne de mention. Ceci suggère que

certaines cellules, ou certams tissus, seraient plus sensibles que d'aufa'es,

en monfa-ant une régulation plus ou moms prononcée par le biais de

l'utilisation de ces mécanismes de contrôle au niveau de l'ARN/n.

En sachant que les systèmes naturels sont, en général, stiniichu-és et

organisés dans le but de la conservation de l'énergie, l'utilisation d'un

mécanisme nécessitant la synthèse d'une agnoprotéiae de ce type paraît

constituer un gaspillage d'énergie métabolique. L'avantage évolutif d'un tel

mécanisme de régulation se reti-ouve probablement dans le fait que la

traduction d'un petit polypeptide mutile représente, en fait, un moindre

mal par rapport à la traduction d'une grosse protéme fonctionnelle dont la

presence ne serait pas requise selon les conditions de vie de la cellule.
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La construction JMC108 démonti'e que l'insertion du sORF dans

l'orientation mverse annule l'effet du codon d'mitiation AUG, qui se lit

maintenant GUA de 5' à 3', et résulte en fait en rallongement de la région

5' non-traduite de 130 paires de base supplémentaù-es par rapport au

contrôle positif JMC100. Les résultats obtenus suite à la transformation

des cellules en culture avec cette constmction sont très clairs : dans les

deux lignées considérées, on assiste à 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 contrôle

positif. En outre, le taux d'expression de JMC108 est le double de celui de

JMC102 dans le cas de cette lignée cellulaù-e (Figure 3.10). Dans les

cellules COS-7, le taux d'expression de JMC108 est de moitié momdre par

rapport au contrôle positif, mais il est quatre fois plus élevé que dans le

cas de l'orientation naùirelle 5'-3' retrouvé dans JMC102. Ainsi,

rallongement de la région 5' non-tiraduite contribue efficacement à

l'augmentation de l'ef&cacité de la traduction, probablement en favorisant

l'accumulation de plusieurs sous-unités 40 S le long de la molécule d'ARN

messager. Ce résultat suggère également que le processus de l'initiation de

la traduction doit obligatoirement favoriser le balayage {scanning} de

l'ARNm à partù- de la coiffe, donc, de l'extrémité 5'. Si les sous-unités 40S

pouvaient mitier la traduction directement par attachement aléatoire le

long de la région 5' non-traduite de l'ARNm sans reconnaître la coiffe au
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préalable, il serait difficile d'observer un effet positif par le sùnple fait

d'allonger la séquence 5' non-traduite. On pourrait s'attendre à ce que

l'mtroduction d'une stmcture secondaire de faible stabilité près de

l'extrémité 5' de ce mutant dùnmuerait l'efficacité de la traduction, en

dépit d'un allongement supplémentaire de la stmcture primaire du

messager (Kozak, 1986).

Ces résultats de dissection moléculaù-e provieiment d'un design

experimental selon lequel chaque essai a été effectué en triplicata dans le

cadre de plus de 6 expériences distmctes effectuées séparément au cours

de plusieurs semâmes d'mvestigation. Cela confirmerait la reproductibilité

de ces résultats.

Les séquences d'ARNm du sORFpevivent former une stiTJcture

secondaire de 14 paù-es de bases de longueur, avec une énergie libre AG:

-17,7 KcaVmol, mais qui est quand même facile à dénaturer (Kozak,

1992) par l'activité hélicase putative de la sous-unité 40 S en cours de

migration.

Ce résultat suggère également qu'une stmcture secondaire plus

stable aurait un effet mhibiteur plus prononcé sur la traduction. C'est ce

qui est observé avec les mutants JMC104 et JMC109. Ces constmctions

contiennent la première moitié de l'exon 1B, dans les orientations sens et

antisens, respectivement. Cette région se caractérise par la présence d'une

stmcture en épmgle à 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 stmcture très stable. Les valeurs

de l'activité luciférase obtenues pour les deux types de constmctions sont

considérablement mférieures à celles obtenues dans le cas du contarôle

positif JMC100, ce qui suggère bel et bien un effet inhibiteur de cette

struchire secondaù-e sur l'ef&cacité de la traduction, et ce, dans les deux

lignées ceUulaù-es étudiées dans ce projet. L'examen détaillé de la

structure primaire du transcrit putatif de J MC 104 suggère qu'il n'y a pas de

cadre de lecture ouvert au niveau de cette consfa-uction, et que l'effet

mhibiteur est avant tout causé par une stmcture secondaire qui n'est pas

assez encombrante pour arrêter totalement la traduction. Ainsi, dans le

cas des cellules HTC, la construction JMC104 montre un niveau

d'expression de presque la moitié du contrôle positif. Dans les cellules de

primate, cette dùnmution est plus marquée, de l'ordre de 25% du contrôle

positif. Cela représente quand même une baisse de l'efficacité de

fa'aduction de près de 50%, par rapport aux effets conférés par une

structure moms stable, comme celle permise par le mutant JMC108.

A priori, l'mversion de cette stmcture secondaire ne devrait pas

produire une baisse marquée de l'efficacité de la traduction. Les valeurs

d'activité luciférase très faibles observés pour JMC109 (1,3% du contrôle

positif pour les cellules COS-7 et 6% pour les cellules HTC) suggèrent

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 mtéressante: un site Nsil est situé juste en

amont du site Ncol qui fut utilisé lors du sous-clonage de l'msert mversé.

Ce site Nsil possède un codon d'mitiation de la ta'aduction, qui mtroduirait

un sORF en amont de la stmcture secondaù'e, et qui diminuerait

considérablement l'efficacité d'expression du gène rapporteur. Cette

comparaison des résultats entre les constmctions JMC104 et JMC109

apporte la démonstration supplémentaù'e que l'mtroduction d'un sORF

réduit considérablement le taux de traduction d'un gène.

La construction J M C103, dans laquelle on retrouve une séquence

d'mtron de 280 paires de bases de longueur en amont de la première

boucle, donne des résultats deux fois plus faibles que JMC104 dans les

cellules COS. Les résultats obtenus pour les cellules HTC ne peuvent être

considérés ici, vu que l'expérience ne fiit effectuée qu'une seule fois dans

ce type cellulaù-e.

La preuve que la présence d'une stoncture secondaù-e massive

située dans la région 5' non-traduite possède un effet inhibiteur sur

l'ef&cacité de la traduction est fourni par la construction JMC112 : ici, la

presence d'un trio de boucles stables en amont du site d'mitiation de la

traduction empêche presque totalement l'expression du gène rapporteur, à

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 deletion complète.

Les consti^ictions J MC 106 et JMC111 furent effectuées dans le but

de vérifier l'efiScacité de rallongement de la région 5' non-traduite dans la

facilitation de la traduction. La construction JMC106 possède une

sequence provenant de l'mti'on situé en amont de l'exon 1B, et cette

sequence possède 280 pb de longueur. La construction JMC111 contient

un fragment de 448 paires de bases de longueur excisé du vecteur

bactérien pBîuescriptKS+. Ce fi-agment chùnérique comporte des

sequences bactériennes de pUC19, avec les promoteurs viraux T3 et T7,

amsi qu'un site de clonage multiple et une partie du gène lacZ de E.coli.

Dans les deux cas, l'effet obser/é chez les deux types cellulaires

étudiés consiste en une nette dmimution des niveaux d'expression du gène

rapporteur, et constitue la preuve du fait que rallongement exagéré de la

région 5' non-traduite n'améliore pas nécessairement l'efficacité d'un

ARNm. Dans le cas de JMC111, la dimmution de l'efûcacité de traduction

est probablement provoqué par l'effet de l'addition de codons AUG

cryptiques dans ces séquences.

Notons ici une observation très intéressante : la séquence d'ADN

provenant de l'intron situé en 5' par rapport à l'exon 1B fût auparavant

testée dans le but de démontrer si elle pouvait conférer une activité

promotrice, permettant d'encourager l'expression d'un gène rapporteur

CAT dans des vecteurs d'expression eucaryotes dépourvus de promoteur
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(Jacobson, 1991). Les résultats rapportés confinnent bel et bien que cet

mtron possède une bonne activité promotaice, et suggère que le gène du

GR de rat est conti-ôlé par plusieurs promoteurs, chacun étant associé à un

exon distinct, lui-même correspondant à sa propre séquence 5'

non-traduite, située immédiatement en aval (Jacobson, 1991). Le

promoteur associé à l'exon 1B possède des îlots CpG, et plusieurs sites de

liaison à des facteurs ù-anscriptionnels, tels Spl, CTF, et il y a même un

/îGRE. Par contre, il n'y a ni GRE, ni boîte TATA. Les faibles résultats

obtenus avec le gène rapporteur luciférase suite à l'insertion de ce

promoteur au niveau du MCS en aval de RSV-LTR de JMC100, suggèrent

que l'mteraction qui résulterait des facteurs transcriptionnels mis en

presence ici contribue à affaiblù- considérablement le promoteur fort RSV.

Une autre façon d'affaiblir un promoteur fort est d'y effectuer des

deletions ou des mutations ponctuelles (point mutations) à l'mtérieur de

certames séquences-cibles reconnues par des facteurs transcriptioimels.

Ces résultats suggèrent des avenues exploratoù-es mtéressaiites afin de

mieux comprendre le mécanisme de fonctionnement de ces séquences

promotrices en amont des exons 5' non-traduits.

u
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3.2.5Effetdel'exonlA.

La constmction JMC110 fut effectuée afin de vérifier l'effet de

l'exon 1A sur l'expression du gène rapporteur. Dans les cellules HTC, le

mutant JMC110 confère un niveau d'expression équivalent à celui du

témom positif JMC100. Dans le cas des cellules de primate, les résultats

sont presque smùlaires (86%). Ces résultats expérimentaux semblent

reproductibles, et démontrent qu'il existe une différence très nette entre

les niveaux d'expression permis par l'exon 1B (JMC101) et l'exon 1A

(JMC110) sur le gène rapporteur, et ce, dans les deux types cellulaù-es
étudiés.

Les résultats obtenus sont similaù'es à ceux observés avec la

construction J MCI 08, ce qui suggère que rallongement modéré de la

sequence 5' non-traduite du messager contribue bel et bien à améliorer le

taux d'expression du gène rapporteur. L'analyse de la structure primaiïe de

l'exon l A ne suggère la présence d'aucun site de liaison ou codon ATG ou

d'aucune séquence palmdromique pouvant bloquer le mouvement d'une

sous-unité 40 S.

Ainsi, l'utilisation dififérentielle d'un choix de ces séquences 5'

non-traduites constitue un mécanisme de régulation qui peut vraùnent

avoù- une mfluence sur les niveaux cellulaù-es du GR.

0
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4.1. Les travaux antérieurs concernant la régulation du GR suggèrent

certaines possibilités de contrôle au niveau génétique et

traductionnel.

Les études de régulation post ta'anscriptionnelle décrites et rapportées

dans le cadre de ce projet furent effectuées par le biais de l'utilisation de trois

lignées cellulaù-es. Ces dernières furent l'objet de transformations transitoires

avec des chimères génétiques de 5'UTR de GR couplées à la luciférase. Ce

modèle d'étude in vitro, quoique non exhaustif, suggère cependant l'existence

putative de certams mécanismes cellulaù-es pouvant êti'e utilisés dans le

contexte de la régulation du GR. Cette conclusion s'ùnpose par le simple fait

que les séquences 5' non-traduites testées ici se refa-ouvent naturellement en

amont de la région codante du GR, et que les résultats obtenus d'ime

constaiiction génétique à l'autre sont fa-ès 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'immunohistochmùe et d'hybridations m situ,

indiquent souvent un manque de corrélation dù'ecte entre les niveaux de

messager et les niveaux de protéme. Ceci fat souligné à la section 1.3.5 , où

0
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une revue de la littérature concernant la régulation du GR a été effectuée.

On peut donc suspecter l'existence d'une régulation qui s'exerce au

niveau post-transcriptionnel. Ainsi, il existerait toute une panoplie d'événements

cellulaù'es pouvant affecter les différentes composantes de la machinerie

traductionnelle, et ce, à différents niveaux. Parmi ceux-ci, notons la stabilité de

l'ARNm, le turnover de l'ARNm, l'efficacité de l'ARNm à promouvoù' la

traduction, la stabilité de la protéine, le turnover de la protéme, et finalement,

l'efficacité de la protéme elle-même, par exemple, sa conversion d'une forme

active à une forme mactive, ou vice-versa.

Comme pomt de départ, l'éUide de l'exon 1B suggère fortement la

presence de stmctures prùnaires et secondaires dont l'influence sur l'efBcacité

de la traduction ftirent très bien documentés, aussi bien par les ta'avaux de

Marilyn Kozak (1999) que ceux de plusieurs autres investigateurs. Cela

ùnplique également que des phénomènes de contrôle de la traduction du GR

peuvent bel et bien être effectués au niveau de son ARNm.

Il faut souligner que la méthodologie utilisée lors de cette recherche n'a

pas porté sur l'observation directe des différentes isoformes d'ARNm de GR

pouvant être 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 gène

rapporteur. Bien que ces détermmations soient tores précises, il faut souligner

que la simple mesure de l'activité d'un gène rapporteur mtroduit dans une

0



n

143

culture cellulaù-e à la suite d'une procédure de transfection, donne souvent des

résultats trop mdù-ects et qui peuvent facilement porter à confusion.

Par exemple, la mesure d'une activité luciférase est largement tributaù-e à

l'efficacité de la transcription du plasmide mtroduit dans la cellule. Il est

ùnpossible d'exercer un contrôle défini sur ce paramètre. De même, la

détemimation de l'activité luciférase est également tributaire à l'efficacité de

l'entrée de ce même plasmide au sem du c^oplasme. Encore ici, un contrôle

précis de ce phénomène est très difficile.

C'est 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 être comparés avec ceux obtenus à 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 comme gabarit pour l'ARN polymérase II

pourrait très bien lui aussi ne pas êti'e entièrement conforme avec ce qui est

attendu, et posséder une structire primaù-e pouvant mterférer avec les

mécanismes cellulaires généralement admis de la transcription. Le même

raisonnement peut très bien s'appliquer également dans le cas du messager

obtenu et ce, par surcroît, au niveau de sa sta^icture secondaire. Il ne faut pas

oublier que les constmctions mtroduites dans les cellules en culture furent

auparavant obtenues et amplifiées dans des bactéries, qui sont des organismes



0

144

vivants, donc, tout à fait en mesure de réorganiser le matériel génétique dont

elles ont la tâche d'abriter, et ce, en dépit du fait qu'elles soient des mutants

rec-, donc, supposément mcapables d'exercer des phénomènes de

rearrangement génétique par le biais de la recombmaison.

Les résultats observés lors de cette recherche semblent tout à fait en

accord avec les prédictions basées sur le modèle de Marilyn Kozak. Il est

toutefois ti-ès important de réaliser que la mesure mdù-ecte d'une activité

traductionnelle, basée uniquement sur le postulat d'une abondance toute relative

et toute discutable de messager présumément efficace, peut cacher plusieurs

éléments d'erreur. Ces observations, même en étant ti-ès reproductibles, peuvent

facilement diriger l'investigateur vers des conclusions hâtives et erronnées, qui

doivent absolument être vérifiées de façon 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

regulation post-transcriptionnelle du GR.

Plusieurs mvestigateurs ont remarqué une grande hétérogénéité dans les

régions situées en 5', et qui flanquent la partie codante de plusieurs récepteurs

stéroïdiens, tels le récepteur des estrogènes (Freyschus & Grandien, 1996), et
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le récepteur de l'acide rétmoïque (Zelent et al., 1991). Si ces séquences codent
pour des régions 5' non-traduites, on obtiendrait plusieurs isofonnes de
l'ARNm d'un même récepteur. Ces isofonnes peuvent être générées :

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

2. par le biais d'un mécanisme d'épissage alternatif à partir d'un seul et même
promoteur, comme dans le cas du récepteur des glucocorticoïdes chez
l'humain.

Si certaines séquences 5' non-toraduites pouvaient coder pour des régions

traduites en protéme, le récepteur stéroïdien obtenu serait caractérisé par une

extension de son domame ammo. Dans ce cas, il est clair que plusieurs

isoformes de la même protéme pourraient être synthétisées, et chaque isofonne
corresponà'ait à son propre 5' UTR au niveau de son ARNm respectif, à la
condition que les séquences supplémentaires soient situées dans le même cadre
de lecture que le reste de la protéine. En appliquant le postulat du first AUG
rule, on déduù-ait que la même protéine posséderait un choix très varié de
domaines de transactivation, pour la création de toute une famille d'activateurs

traascriptionnels impliqués dans l'activation ou l'extmction des gènes. A llieure
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 dépounais du premier exon
codaiit. Ce sont donc des récepteurs tronqués daiis leur domame ammo, 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 stéroïdiens, on observerait alors un choix très varié de domaines de

liaison au ligaad. Cet événement se retrouve au niveau du récepteur des

glucocorticoïdes chez l'humain. Ainsi, la forme hGRbeta, obtenue par épissage

alternatif des régions situées en 3', permet l'obtention d'une fomie tronquée du

GR humain dans sa partie carboxy-termmale, et qui ne possède aucune afi&nité

pour les glucocorticoïdes (Oakley et al., 1996).

Dans le cadre de ce projet de recherche, l'hypothèse de base propose que

les séquences situées en 5' ne possèdent pas de codon AUG situé dans le même

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 domame amino ne pourrait se replier de la même façon que la protéine

originelle. L'observation des faibles niveaux d'activité luciférase conférés par

l'exon 1B entier, et une comparaison avec les niveaux très élevés correspondant

à la présence hypothétique de l'exon l A, suggère que l'utilisation différentielle

de ces séquences par la cellule pourrait effectivement contribuer à enrichir ou à

appauvrù- le cytosol d'une protéme fonctionnelle. L'épissage alternatif pouvant

mener à la rétention d'un exon, ou l'activation de tel ou tel promoteur pour

générer une isoforme d'ARNm, seraient des événements dictés par les

conditions de vie de la cellule, et pourrait être illustré comme suit (figure 4,1):
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Figure 4.1.

0

L'utilîsation 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 Glucocorticoïdes

chez le rat.

Un choix d'au moins 8 régions 5' non-traduite se trouve en amont de l'exon codant 2.L'utilisation différentiene de telle ou telle région 5' non-traduite:
I. pourrait s'effectuer par le biais de 1'activation d'un seul promoteur, ce qui

résulterait en 1'expression individuene d'une seule région 5'UTR lui correspondant,
2. pourrait résulter de 1'activation simultanée de deux ou trois pr-omoteurs distincts,3. pourrait être le résultat d'un ëpissage alternatif du transcrit primaire, dont

1'expression serait din'gëe par une au plusieurs de ces sequences promotrices.
Le tout dépendant de la force relative de chacun de ces promoteurs, ou de 1'état
de la machinerie cellulaire contrôlant l'ëpissage du transcrit primaire, lesquels
seraient dictes par les conditions physiologiques de la cellule.
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Plusieurs mvestigateurs ont remarqué que la réponse d'auto-régulation du

GR est tissu-spécifîque, et varie d'un type cellulaù-e à l'autre (Kalmyak et al.,

1987). Par surcroît, il fut également observé que les concentrations

intraceUulaires de l'ARNm du GR ne correspondaient pas toujours exactement

à celles de la protéine (Okret et al., 1990). Les résultats de ce projet de

recherche suggèrent que les exons 1A et 1B pourraient conférer une régiilation

au niveau de l'efificacité de la traduction du GR chez le rat. Ainsi, l'utilisation

mdividuelle ou combinée d'une seule ou de plusieurs séquences 5' non-traduites

d'ARNm à partù- 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 contrôle précis des quantités de GR cytosolique.

Ceci compte tenu de l'effet positif de l'exon l A, et de l'effet négatif de l'exon 1B

sur l'ef&cacité de la traduction du gène 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

même servir a quoi que ce soit.

Il est important de noter que plusieurs investigateurs ont proposé qu'une

certaine proportion des molécules de GR cellulaù-e pourrait être séquestrée au

niveau du noyau. La méthodologie expérimentale utilisée ici ne permet pas de

vérifier si la ti-ansfection d'une consti^iction artificielle comme RSV-GR, ou la

traiisfection de chùnères génétiques de GR pourvues des différents 5' UTR déjà
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caractérisés, pourrait contribuer à enrichù- le pool mtranucléaù-e de ce

récepteur. Des expériences d'hybridation in situ pourraient apporter une

mdication quant au rôle de ces différents exons 5' non-traduits dans l'éventualité

d'une rétention nucléaù'e du récepteur. Il faut se rappeler que, d'une manière

générale, la rétention nucléaù'e est un phénomène conféré par certaines

sequences d'acides ammés. Les séquences de rétention nucléaù-e devraient donc

être retrouvées dans la partie codante du messager.

Les situations dans lesquelles la cellule se trouve dans l'obligation de

réguler la concentration intracellulaire de GR sont fort variées, et procurent

autant de pistes d'mvestigation pour détecter les différentes isoformes d'ARNm

pourvnes 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 l'exon 1B (Jacobson, 1991). La forme reti'ouvée en

plus grande quantité dans les tissus sams est l'isoforme contenant les séquences

de l'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-être même une action combinée de ces deux mécanismes, pour mener à

l'obtention de ces isoformes d'ARNm chez le rat.

Des expériences d'élongation d'amorce (primer extension) effectuées par

PCR- RACE sur des tissus de rat à 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'ARN/n propres à l'exon l A. Ce n'est pas tout : trois autres isoformes furent

caractérisées en tant que transcrits mmeurs dans les conditions de vie normales

de cet anùnal. L'une de ces isoformes contient des séquences 5' UTR

correspondant à celles de l'exon 1B, une autre isoforme contient des séquences

d'extrémité 3' d'infa-on entre l'exon 1B et le premier exon codant 2, ce qui

représenterait le produit d'un épissage mcomplet. La troisième isoforme

contient des séquences 5'UTR qui ne correspondent à aucune séquence d'exon

publiée à 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 à un mécanisme d'utilisation de promoteurs

alternatifs, pour générer toutes ces isoformes. La même chose fiit découverte

chez la souris (Dieken et al., 1990), mais pas encore chez l'hiunam.

Les séquences des différentes isofonnes d'ARNm qui fiirent détectées

par RACE-PCR dans les cellules HTC (Jacobson, 1991), correspondent

également à celles retrouvées dans les tissus de rat, mais dans des proportions

différentes. Amsi, les transcrits d'exon l A, majoritaires dans les tissus anùnaux

sams (Gearing et al., 1993), étaient abondants à 16% dans les cellules HTC.

Par contre, les transcrits d'exon 1B, mmoritaù'es dans les tissus anùnaux, étaient

abondaiits à 55% dans les cellules HTC. Cette surabondance de l'isoforme 1B
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dans des cellules de foie immortalisées est très étrange, et suggère donc que les

différentes isofomies de l'ARNm de GR pourraient être utilisées de façon

différentielle durant le processus de la prolifération cellulaù'e, ou en une

multitude d'autres occasions, dans plusieurs autres types de cellules ou de tissus

sains ou transfonnés. On sait que les glucocorticoïdes sont ùnpliqués dans le

contrôle d'une grande variété de processus biochùniques et physiologiques dans

une grande variété de cellules, de tissus et mêmes d'organes. Ainsi, les

événements reliés à certains phénomènes du cycle cellulaire, de l'ontogénèse,

de la senescence, de l'apoptose, ou même de l'oncogénèse, pourraient foumir

autant de pistes d'mvestigation pour une meilleure connaissance de ces

phénomènes.

Il serait mtéressant de détecter et de caractériser les différentes isoformes

du GR pouvant être retrouvées dans les cellules ou les tissus humams, et de

comparer leur homologie avec la grande variété d'isoformes retrouvées chez le

rat. L'organisation du gène de GR chez l'humam ne démontre pas un choix aussi

varié de régions 5' non-traduites avec autant de promoteurs mdividuels. Si

plusieurs isoformes de transcrit de GR pouvaient se retrouver chez l'humain, on

pourrait conclure qu'elles seraient générées uniquement par des phénomènes

d'épissage alternatif. La figure 4,2, retrouvée à la page suivante, pennet de

comparer l'organisation génomique du GR entre la souris et le rat, et de réaliser

à quel pomt elles diffèrent de chez l'humam.
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Figure 4.2. Une comparaison de l'organisation génétique du GR
chez le rat, la souris et l'humain.

Schéma du haut : Organisation du gène du GR humain.
Schéma du milieu : Organisation du gène du GR de souris.

Schéma du bas : Organisation du gène du GR de rat.
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Il serait approprié, à ce stade, de comparer les structures primaires des

différentes isoformes du GR. Amsi, chez l'humam, trois isofonnes d'ARNm de

GR furent caractérisées (Oakley & Cidlowski, 1996). Des essais de buvardage

de Northern ont détecté une fomie alpha\, de 7,0 kb, une forme alphaî, de 5,5

kb, et une fonne beta de 4,3 kb. La traduction des isoformes alpha\ et alphal

résulte en la synthèse d'une même protéme, qui varie au niveau de son

extrémité carboxyle- i.e. le domame de liaison au ligand. On reti-ouve

également une forme alpha et beta de cette molécule chez le rat (Kohn et al.,

1998). La forme beta possède un domame de liaison au ligand tronquée.

L' isofomie beta du GR humam serait un compétiteur des isoformes alpha, et

exercerait son action au niveau de la chromatme (Bamberger et al., 1995,

Oakley et al., 1996). Chez l'humam, comme chez le rat, la forme alpha est

régulée négativement en présence de son ligaad. On ne connait pas encore les

mécanismes de la régulation de la forme beta du récepteur. Ces trois formes

sont obtenues à la suite d'un épissage alternatif.

Chez la souris, il existe trois promoteurs distincts du GR, et chaque

promoteur correspond respectivement à un exon 5' non-traduit, i.e. l'exon 1A,

l B et 1C (figure 4.2). La grande homologie entre les gènes du GR de rat et de

souris suggère l'existence passée d'un ancêtre commun (Storahle et al., 1992).

Afin de comparer le GR avec d'aufa-es récepteurs stéroïdiens, il serait

intéressant de faire un parallèle avec le Récepteur des Estrogènes (ER). Daiis le
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cas du ER, deux formes sont retrouvées chez le rat: la forme alpha (Koike et

al., 1987) et la fomie beta (Kuiper et al., 1996). Ces deux isofonnes d'un même

récepteur possèdent une faible homologie au niveau de leur stmcture primaù-e

(moms de 50%), et proviennent de deux gènes distincts, ayant chacun leur

propre promoteur. Elles sont distribuées de façon 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 isofonnes : la fonne B et la forme C. Une troisième

isofomie. A, fut caractérisée chez l'humam.

Il appert que le ER contient lui aussi plusieurs promoteurs utilisés de

façon différentielle, et même tissu-spécifîque. Chaque promoteur possède sa

propre région 5' non-traduite mimédiatement en aval, transcrite en ARNm et

ùnmédiatement 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 l'ARNm et la longueur

excessive du 5f UTR peuvent conférer un potentiel régulateur bien
réel.

Cette conclusion s'impose d'elle-même quand on compare les résultats

obtenus suite à la dissection moléculaire des régions 5' non-traduites étudiées

dans le cadre de ce projet. Les résultats sont schématisés à la Figure 4.3.

L'hypothèse de la présence d'activateurs traductionnels fût formulée et

vérifiée par bon nombre d'investigateurs, afin d'expliquer l'activation ou

l'extmction de la traduction de plusieurs protéines très ùnportantes pour la vie

cellulaù-e, et même chez certams virus, comme HIV. Cette hypothèse trouve

son inspù-ation dans la compréhension des mécanismes moléculaù-es

généralement admis de l'mitiation de la transcription chez les procaryotes

comme chez les eucaryotes. L'hypothèse des activateurs traductioimels propose

la liaison de facteurs actifs en trans, comme des protémes, à des

séquences-consensus retrouvées au niveau de la région 5' non-traduite de

plusieurs ARNm, plus particulièrement au niveau d'éventuelles stmctures
secondaù-es. L'attachement de la protéme IRE-BP à certames séquences

spécifiques de l'ARNm de la ferritme constitue un bon exemple pour illustrer
ce fait (Klausner et al., 1989).
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Regulation conférée par la présence de diverses structures de
l'ARNm dans la région 5' non-traduite: Comparaison des
efficacités d'extinction sur la traduction, par rapport à JMC100.

1. La baisse la plus marquée est conférée par l'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 façon tout aussi considérable, dans les deux
lignées cellulaires considérées.
(Suggéré par JMC111 , JMC106, et les comparaisons JMC103-
JMC104, et JMC103-JMC106).
Efficacité d'extinction : 9,0 / 10, cellules COS-7

8,5 /10, cellules HTC

3. La présence d'un sOfîF provoque une baisse très nette du taux de
traduction d'un ARNm, sans nécessiter d'allongement
considerable du 5'UTR.
(Suggéré 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 façon moins efficace qu'un
sORF. L'addition de ces structures possède un effet d'extinction
cumulatif considérable.
(Suggéré par JMC104 et JMC112).
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,
possède moins d'efficacité d'extinction sur la traduction.
(Suggéré parJMC108)
Efficacité d'extinction : 6,0 / 10, cellules COS-7

1,5/10, cellules HTC

6. Un allongement modéré de la région 5'UTR avec des séquences de
nucléotides ne conférant ni structure secondaire, ni sORF, ne
possède 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.

u 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 COS-7. L'amplitude de la régulation montre des variations
significatives d'un type cellulaire a l'autre.
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Figure 4.3. Les sORF, les structures secondaires de l'ARNm et la longueur
excessive du 5'UTR peuvent conférer un pouvoir régulateur bien réel.
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Une façon sùnple de neutraliser l'effet des sites de liaison putatifs tout en

conservant les stmctures secondaires dans lesquels ils se trouvent consiste à

mverser l'orientation naturelle 5'-3' de ces séquences. Une autre façon est

offerte par les techniques de la mutagénèse dirigée. Dans ce projet, les

sequences d'ADN plasmidique correspondant à celles de la strucùu-e
secondaù-e stable de -37,7 kcal/mol retrouvée au niveau de l'exon 1B fiirent

isolées, et mversées. Cette mversion s'accompagne d'une forte dùnùiution de

l'expression du gène rapporteur dans tous les types cellulaù-es testés. A priori,

l'inversion d'un site de liaison à un éventuel facteur traductionnel entraînerait

l'absence d'une liaison. Si le facteur est un mhibiteur, son absence de liaison

sigiiifîerait la levée d'une mhibition, 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 plutôt un activateur de la traduction. Si un tel

activateur traductioimel existait vraùnent, son action serait plutôt négligeable,

car la constmction JMC104 ne favorise la traduction du gène rapporteur que

dans une faible mesure (figure 3.9 et 3.10). Amsi, l'hypothèse de la présence
d'un site de liaison au niveau de l'exon l B ne serait pas valide.

Fmalement, un mécanisme de régulation supplémentaire, qui ftit proposé

pour expliquer le phénomène de l'autorégulation de la tubulme, consiste en des

événements très particuliers faisant appel aux notions renconti-ées dans l'étude

de la gymiiastique du ribosome. Dans la plupart des cas, ces mécanismes se
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produisent au niveau de certaines séquences glissantes retrouvées dans les
systèmes viraux ou bactériens, qui ne sont pas retrouvées au niveau de l'ARNm
du GR de rat. De plus, ces événements ne se produisent que lorsque le
ribosome est déjà engagé dans la phase d'élongation 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

l'ontogénèse et au cours de revolution.

En général, la comparaison des niveaux d'activité luciférase obtenus

dans les différents types cellulaù-es utilisés lors de ce projet de recherche
suggère que les cellules de rat et de primate montrent des réponses assez
sùnilaù-es. On remarque toutefois l'existence de quelques variations au niveau

de l'activité luciférase conférée par certaines chùnères génétiques particulières.

Par exemple, les niveaux d'expression des constmctions JMC102 et JMC
103 sont relativement smùlaires à ceux de JMC104 dans les cellules de foie de

rat, mais pas dans les fîbroblastes de primate. Les niveaux d'expression
conférés par rallongement modéré du 5' UTR (JMC108) sont également
modérés dans les cellules de prùnate, si on les compare aux niveaux plus
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considérables observés dans les cellules de rat.

Plus concrètement, les variations observées au niveau des différents

types cellulaires, comme les cellules HTC, COS-7 et L6, apportent un élément

de réflexion supplémentaù-e au sujet des mécanismes de la régulation de

l'efficacité de la û-aduction. D'une manière générale, un sORF ou une sta-ucture

secondaù-e stable dùnmueront considérablement l'efficacité de la faraduction.

Cependant, cette régulation négative semble plus marquée dans les

cellules COS-7 que dans les cellules HTC. Ainsi, l'amplitude de la réponse

observée semble varier d'un type cellulaù'e à l'autre. Une gamme très étendue

d'mtensités de régulation négative ou même positive pourrait exister d'un type

cellulaù'e à l'autre, ou même d'un organe à l'auti'e.

En outre, les essais effectués sur des myoblastes de rat (cellules L6)

suggèrent que le tissu musculaù'e squelettique de cet organisme réagit de la

même façon que le tissu hépatique, sur la base de la comparaison des activités

du gène rapporteur de quelques constructions. Ce manque de tissu-spécifîcité

dans la réponse observée, de même que cette unifonnité de réponse chez le rat

et le smge, suggère que les mécanismes de régulation observés ici avec des

sequences propres au GR peuvent facilement se comparer dans différents tissus

et différents organismes. Cela pourrait suggérer que ces mécanismes aient été

conserves au cours de revolution, et même au cours du processus de

l'ontogénèse, dont le résultat final mène à l'obtention des différents tissus de
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l'organisme.

L'effet de l'utilisation des séquences régulatrices d'exon l B au niveau de

I'ARN/T! suggère un mécanisme pouvant également se retrouver au niveau du

GR humain. Amsi, 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 moms grande proportion au niveau des tissus sains

(Gearing et al., 1993). Ce transcrit d'exon 1B de rat est tores homologue au

cDNA de GR humain, qui correspond à l'unique exon l (Encio &

Detera-Wadleigh, 1991). Cette séquence d'exon 1B de rat pourrait être

mipUquée dans l'extmction de la traduction du gène lui étant associé. Des

résultats similaires fiirent obtenus en testant les séquences d'ARNm conférées

par l'exon 1B sur des cellules HeLa, avec X-gal comme gène rapporteur

(Jacobson, 1991). Cette baisse de l'efficacité de la traduction observée dans les

cellules en culture suggère que l'exon l chez l'humain pourrait avoir un rôle

sunilaire à l'exon 1B chez le rat. L'examen des séquences d'exon l humam

(Encio & Detera-Wadleigh, 1991) démontre l'existence d'un codon AUG en

position +36 par rapport au premier nucléotide de l'exon l. U est également

situé dans un contexte favorable, avec un résidu guanme en position +4. Un

épissage correc de cet exon l avec l'exon 2 permet de compléter un cadre de

lecture avec un codon d'arrêt, situé ùnmédiatement en amont du codon de

départ du GR hiunam. Un tel sORF code pour une agnoprotéme d'exactement
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50 acides ammés, pouvant êti-e traduite à partù- de ce sORF, suite à l'épissage

correct de l'intron enti-e l'exon l et l'exon 2 du GR:

5'.. .promoteur.. .caa^GGAGACTTTCTTAAATAGGGGCTCTCCCCCCCACCC^ TG

GAG AAA GGG GCG GCT GTT TAC TTC CTT TTT TTA GAA AAA AAA AAT ATA

TTT CGC TCC TGC TCC TTC TGC GrT CAC AAG CTA AGT TOT TTA TCT

CGG CTG CGG CGC GAA CTG CGG ACG GTG GCG GGC GAG CGG CTC

CTC TGC CAGfa.Gataaaaaa...intron1...ttttcitaaT TGA TATTCACTG ATG GAC
TCC...exon2...

On voit que la distance très courte entre le codon d'arrêt du sORF et le codon

de départ du GR proprement dit (l'exon 2), ne permet pas une grande efficacité

de rémitiation (Kozak, 1986). La figure 4.2 nous mdique que l'expression du

GR humam se fait à partir d'un seul promoteur, lequel est situé à 4,1 kb en

amont de l'exon 2.

Si l'exon l n'est pas retenu lors du processus d'épissage {default RNA

spljcmg), 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 l'mitiation de la traduction. Un

épissage incomplet, se soldant par l'absence de l'exon l et la rétention d'une

certaine partie de l'mtron ùmnédiatement en amont de l'exon 2, pourrait foiimù'

une région 5' non-traduite plus longue, donc, plus efficace à promouvoù-
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n l'mitiation de la traduction. De même, un épissage correct menant à l'annexion

de l'exon l tout entier ùnmédiatement en amont de l'exon 2, conformément à la

règle de Chambon, dùnmuerait le niveau de traduction, à cause de la présence

du sORF ainsi positionné en amont de la région codante de l'ARNm. Nous

serions donc en présence d'un mécanisme fort sùnple, mais élégant, pour

contrôler le taux de GR dans les cellules, et une variation plus fine serait

probablement offerte par la nature des différents types cellulaù-es dans lesquels

se produiraient ces phénomènes. La figure 4,4 retrouvée à la page suivante,

illustre comment un épissage mcomplet peut allonger le 5'UTR du GR humam:
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ATG
^

l. /<J^1 kb •[ 2

Organisation du gêne du GR humain : un seul promoteur,
et un seul exon 5'UTR.

^1 kbf^lz.
l 2

Aucune rétention de l'exon l

3.

Epissage normal, rétention de
1'exon I

^ kb^J

1—2

4, ^ kb^1

l 2

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

Figure 4.4. Un modèle moléculaire de régulation
post-transcriptionnelle du GR chez l'humain.

Schéma 1 : Rappel de l'organisation du gène du GR humain.
Schéma 2 : Aucun épissage : 5'UTR très court et inefficace.

Schéma 3 : Epissage correct : Introduction d'un sORF et mauvais taux de traduction.
Schéma 4 : Épissage incomplet, et formation d'un 5'UTR efficace.
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CHAPITRE 5 : CONCLUSION

Les résultats de cette recherche exploratoire ouvrent des perspectives

très intéressantes en ce qui concerne certains éléments du contrôle

post-transcriptionnel du récepteur des glucocorticoïdes, et suggèrent a

posteriori que ces éléments de contrôle au niveau de l'mitiation de la traduction

pourraient se retrouver au niveau de d'autres protémes d'ùnportance majeure
dans les mécanismes gouvernant la vie cellulaire.

Un des premiers constats qui s'ùnpose de lui-même est que

l'interprétation des résultats obtenus s'appuie sur une hypothèse fondamentale

qui n'a pas été vérifiée. On suppose que les ARNm nouvellement synthétisés

dans les cellules transfonnées avec les différentes chùnères génétiques

constituaient bel et bien des transcrits pleme longueur et complets. Ceci

sous-entend que le site de départ de la transcription se retrouve au niveau du

promoteur viral RSV, et non à 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 à une trentame de nucléotides en aval de la boîte TATA. Dans le cas des

promoteurs dépourvus de cette séquence-consensus, on pourrait supposer que
le site de départ de la transcription se retrouve à l'mtérieur du promoteur.
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Il est claù- que des expériences d'élongation d'amorce par PCR RACE,

suivies d'expériences de séquençage, auraient dû être effectuées pour

caractériser les transcrits d'ARNm cellulaires d'une manière tores précise, et

confirmer que les plasmides transfectés auraient fait l'objet d'une transcription

complète, tel que supposé au départ. De même, les constmctions ti-ansfectées

auraient dû elles-même faire l'objet d'expériences de séquençage, afîû de

s'assurer qu'aucun dommage, deletion ou msertion n'auraient interrompu les

cadres de lecture attendus, et confînner la solidité des conclusions tirées lors de

cette étude pioimière, donc, peu exhaustive.

Il est clau' que des investigations encore plus poussées sont nécessaù'es

afin de mieux caractériser les phénomènes rapportés ici, et d'en reproduù-e les

résultats en utilisant des outils d'mvestigation plus variés.

Ainsi, des expériences de séquençage sont requises afin de confirmer

définitivement non seulement l'existence, mais aussi l'effet des cadres de lecture

ouverts retrouvés ici, soit naturellement, soit par inadvertance, sur l'expression

du gène rapporteur. De même, des expériences de mutagénèse dùigée (Kunkel

et al., 1986) devraient être effectuées au niveau de plusieurs constmctions

utilisées dans le cadre de cette recherche, notamment JMC100, afin de corriger

l'effet d'interférence provoqués par les codons ATG artificiels propres au site de

clonage multiple. Ces expériences apporteraient une confînnation

supplémentaire au sujet de l'application des lois mtervenant dans l'mitiation de
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la traduction.

Il se pourrait que les résultats obtenus au niveau cellulaù-e puissent, en

fait, constituer des artefacts reproductibles, qui se répéteraient de façon

consistante, soit à cause de la présence de composantes ceUulaires pouvant

mterférer ou fausser les données expérimentales, ou soit à cause d'une variation

trop aléatoù'e au niveau des efBcacités de transfection. Un système de

traduction acellulaù-e aurait pu être utilisé afm de tester la traduction in vitro

des ARN/n transcrits à partir des chimères génétiques JMC, et de voir si les

mêmes résultats se répéteraient. En effet, un système comme l'utilisation de

lysats de réticulocytes devrait reproduù'e fidèlement les résultats expérimentaux

obtenus jusqu'ici, et confirmer plus solidement les conclusions tirées quant au

rôle de ces séquences 5' non-traduites de GR sur la régulation du produit du
gène rapporteur.

Les cellules en culture in vitro peuvent également être utilisées pour

effectuer des transfections stables, mamtenues longtemps en culture,

co-transfectées avec la construction pRSV-néo, et sélectionnées avec la

néomycme (G-418). Amsi, les chimères génétiques, séquencées au préalable,

seraient mtégrées de façon permanente dans le génome. Les résultats

d'expression observées avec les clones stables ainsi obtenus donneraient des

mdications sur l'ùnplication des ordres élevés de stmcture de la chromatme

(comme la fibre de 30 nanometres ou les boucles radiales) en taat qu'éléments
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essentiels ou non à la sélectivité et à la spécificité des réponses observées

jusqu'ici. Ces travaux devraient êti-e effectués sur des lignées cellulaù-es

mimortalisées.

Il faut également souligner que les cellules ùnmortaUsées sont des

cellules transformées, dont les mécanismes de régulation de la croissance n'ont

rien à voù- avec ceux des cellules pmnaù-es isolées à partù- de tissus sams.

L'absence d'mhibition de contact en apporte une démonstration, tout comme la

dichotomie observée au niveau de la distribution des différentes isoformes

d'ARNm de GR enti-e les cellules de foie et les cellules HTC.

Il existe une variante des cellules HTC qui fut auparavant sélectionnée et

caractérisée (Vanderbilt et al., 1987) et qui contient jusqu'à quatre fois plus de

GR que dans la souche originelle. Ce sont les cellules 19G11, qui pourraient

également fau'e 1'objet d'essais fonctionnels sùnilaires à ceux effectués dans le

cadre de ce projet. On pourrait aussi se demander si le phénomène de

phosphorylation du récepteur ne constituerait pas lui aussi un mécanisme de

regulation, qui se produù-ait, cette fois, au niveau post-traductionnel, donc, au

niveau de la protéme.

Les cellules en culhu-e pourraient aussi être utilisées afin de tester la

presence des différentes fonnes d'ARNw de GR que l'on s'attendrait de

renconta-er dans le cytoplasme, suite à différents traitements, ou lors de

certaines étapes du cycle cellulaù'e. Des cellules en croissance synchronisée
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pourraient êti-e utilisées dans ce but. Ainsi, les cellules transfonnées de façon

stable ou transitoire pourraient être traitées avec différents stùnulants ou

mhibiteurs, tels du dexaméthasone, du RU 486 ou de la forskolme, pour ensuite

être récoltées en vue d'une extraction d'ARN total eVou d'ARNm. Des

buvardages de Northern et des hybridations avec des sondes complémentaires

aux séquences propres à l'exon l A ou à l'exon 1B pourraient démontrer de

façon claire la présence ou l'absence des différentes espèces d'ARNm pouvant

être suspectées selon les traitements.

En outre, les techniques de l'histologie et de la microscopie pourraient

être utilisées pour détecter les événements qui se produiraient in vivo, dans des

rats normaux et adrénalectomisés, suite à différents traitements. Ainsi, les

hybridations in situ pourraient apporter une confînnation supplémentaù-e au

sujet de la présence des différentes isofonnes d'ARNm dans des organismes

entiers, par hybridation avec les mêmes sondes d'ARN que celles utilisées lors

des analyses de buvardage.

De plus, étant donnée la forte homologie qui existe au niveau des

sequences génétiques 5' non-traduites du GR humam et de rat, on pourrait se

demander si les séquences d'exon 1B pourraient avoir leur équivalent

physiologique au niveau de différentes lignées cellulaù-es humâmes, à la suite

d'un épissage incomplet (Figure 4.4). Cette hypothèse pourrait être vérifiée en

dépistant les différentes isoformes d'ARNm retrouvées chez la ligiiée 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'inscrivent comme étant des exceptions dans le vaste répertoù'e des

observations de régulation négative du récepteur des glucocorticoides dans les

tissus humains, car ces lignées cellulaù'es sont régulées de façon positive

(up-regulated) en présence du ligand.

Ce projet constitue donc une étude pionnière, qui pourrait ouvrir tout un

champ d'études de plus en plus détaillées. Toutes ces expériences apporteraient

une compréhension plus exhaustive des mécanismes pouvant êtare ùnpliqués non

seulement au niveau du contrôle du récepteur des glucocorticoïdes, mais aussi

au niveau du contrôle de nombre de récepteurs stéroïdiens, et de bon nombre

d'autres molécules ùnportantes pour le maintien de la vie cellulaire. On pourrait

donc penser aux protémes impliquées dans l'oncogénèse, la sénescence,

l'apoptose, la croissance, 1c développement, et bien d'autres processus.
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