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SOMMAIRE

L’ADN primase initie la réplication de I’ADN en synthétisant de courtes
amorces d’ARN. La petite sous-unité de I’ADN primase est codée par le géne PRIM1
chez les eucaryotes. Nous avons cartographié¢ le géne PRIM1 humain dans la région
12q13 [43] et identifié une nouvelle protéine de fusion, PRIM-NAC [80], exprimée
dans certaines leucémies, qui peut agir comme oncogene. De plus, nous avons trouvé
que le géne PRIM1 est amplifié dans 40% des ostéosarcomes chez I’homme [5]. Nous
avons cloné et sequencé le promoteur du gene PRIMI1. L’expérience de
synchronisation des cellules nous montre que I’expression du géne PRIMI est
dépendante du cycle cellulaire [4]. Les objectifs de nos études ont été de déterminer
les mécanismes moléculaires de contrle d’expression du gene PRIMI et surtout
d’étudier la répression d’activité du promoteur PRIM1. Nous avons cloné le
promoteur PRIM1 dans un vecteur contenant le géne rapporteur CAT pour étudier
son activité. Nous avons démontré qu’un répresseur de transcription, le facteur GCF
est un répresseur putatif du promoteur PRIM1 [104]. D’autre part, nous avons
identifié que la thrombine et le FVII activé activent indirectement par certaines voies
de signalisation non identifiées, le promoteur de géne PRIM1 [48], tandis que
1’antithrombine III a un effet opposé. Nous avons construit des mutants de délétion et
des mutants ponctuels pour identifier les sites importants pour la transcription du géne
PRIMI, ainsi que les sites ciblés par ’antithrombine III et le facteur GCF. Ces
résultats nous ont permis d’élaborer certains mécanismes d’activation et de répression
du promoteur PRIMI. Certains anticoagulants et le facteur GCF peuvent se présenter

comme des choix supplémentaires de traitement du cancer.

Mots clés: ADN primase; Promoteur; Facteur de transcription; Facteur GCF;

Antithrombine III; Thrombine; PRIM1; PRIM-NAC; Facteur VII activé.
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SUMMARY

DNA primase initiates the DNA replication by synthesizing short RNA
primers. The small subunit of DNA primase is encoded by PRIMI1 gene in
eukaryotes. We mapped the human gene PRIMI to chromosome 12q13 [43] and
found a novel fusion protein, PRIM-NAC [80], expressed in some types of leukemia,
which can act as an oncogene. In addition, we have found that the PRIM1 gene is
amplified in 40% of human osteosarcoma [5]. We cloned and sequenced the PRIM1
promoter. Cell synchronization experiments have shown that PRIM1 gene expression
is cell cycle dependant [4]. The goal of our study was to determine the molecular
mechanisms of expression control of PRIMI gene and particularly to study the
repression of PRIM1 promoter activity. We have subcloned the PRIM1 promoter into
expression plasmids upstream of the CAT reporter gene. We have demonstrated that a
transcriptional repressor, the GCF factor is a putative repressor of the PRIMI
promoter [104]. We have identified that thrombin and activated FVII indirectly
activate, through their respective signal transduction pathways, the PRIM1 promotef
(48], while antithrombin III has the opposite effect. We have generated series of
deletion and point mutation constructs, to identify some sequences important for the
PRIM1 transcription, as well as to look for sites responding to antithrombine III and
GCF factor. These results helped us to reveal some of the mechanismes of activation
and repression of the PRIM1 promoter. Some anticoagulants and the GCF factor may

prove useful for cancer treatement.

Keywords : DNA primase; Promoter; Transcription factor; GCF Factor; Antithrombin
[1I; Thrombin; PRIM1; PRIM-NAC; Activated factorVIL.
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INTRODUCTION

I) L’ADN PRIMASE

L’ ADN primase est I’enzyme qui initie la synthése de nouveaux brins d’ADN
en synthétisant des courtes amorces d’ARN en présence d’une matrice simple brin

d’ADN.

I-a ) Structure

Les génes qui codent les sous-unités de I’ ADN polymérase a-primase ont été
identifiés, clonés et exprimés chez I’homme, la souris, le rat, la drosophile,
Drosophila melanogaster et les levures Saccharomyces cerevisiae et
Schizosaccharomyces pombe [45, 58, 68]. L’ ADN primase est constituée de deux
sous-unités chez les eucaryotes. Elle a une petite sous-unité d’environ 49 kDa et une
grande sous-unité de 58 kDa. Les deux sous-unités de la primase forment un
complexe avec les deux sous-unités de I’ADN polymérase o, (voir figure 1). Cette
derniére a une grande sous-unité de 180 kDa et une petite sous-unité de 70 kDa [33].
La sous-unité p180 est responsable de I’activité de I’ ADN polymérase et elle est
phosphorylée en fonction des phases du cycle cellulaire. La sous-unité p180 se lie a la
sous-unité p70 (B) qui est elle aussi phosphorylée dépendemment des phases du cycle
cellulaire [30, 31, 32]. Par ailleurs, la sous-unité p180 se lie également aux deux sous-
unités de I’ADN primase, la p49 et la p58. La p49 est la sous-unité catalytique de
1’ ADN primase. La sous-unité p58 contient un signal de localisation cellulaire lui
permettant de diriger le complexe p49-p58 au noyau [36, 34]. La p58 sert également
de pont entre la sous-unité p180 de I’ADN polymérase a et la sous-unité p49 de
1’ADN primase [35, 37]. Des études effectuées sur la primase démontrent que 1’action
de la sous-unité p49 dépend étroitement de la présence de la sous-unité p58 pour
initier la synthése d’amorce. L association des deux sous-unités est trés importante

pour la stabilité enzymatique de la primase [38, 39, 35].




Source : Frick ND, and Richardson CC. Annu Rev Biochem, 70 : 39-80, 2001 [78].

Figure 1. Les quatre sous-unités de I’ ADN polymérase a-primase. L’ADN
polymérase a et sa sous-unité B forment un complexe avec les deux sous-unités de
1’ADN primase. La grande sous-unité de ’ADN primase est codée par le géne PRIM2
(Pri2) alors que sa petite sous-unité est codée par le géne PRIM1 (Pril).




La primase eucaryotique est un membre de la famille des x nucléotidyl-
transférases incluant les enzymes diverses comme I’ADN polymérase B, la transférase
terminale et plusieurs nucléotidyl transférases [41]. Les aspartates D109, D111 et

D306 de la sous-unité p49 sont importante pour son activité [42].

Chez ’homme, nous avons cartographié la petite sous-unité de la primase
(p49) sur le bras long du chromosome 12. Elle est codée par le géne PRIMI. La
grande sous-unité de la primase (p58) a ét¢ cartographiée sur le chromosome 6 a deux

loci. Cette derniére est le produit du géne PRIM2 [43, 44].

Plusieurs études ont été effectuées sur la structure protéique de I’ADN
primase. Cependant, les structures promotrices des génes codant les sous-unités de la
primase ne sont pas connues. Par exemple, la séquence du promoteur du géne PRIM1
n’est pas publiée et les activateurs et les répresseurs de la transcription de ce géne ne

sont pas connus.

I-b) Fonction

Une des étapes fondamentales dans la réplication d’ADN est la synthése de

courtes amorces d’ ARN par I’ADN primase.

La duplication fidéle de I’information génétique résulte de la réplication
d’ADN [60]. Selon le modéle proposé par Watson et Crick en 1953, pendant la
réplication, le double brin d’ADN s’ouvre et chaque brin parental d’ADN sert de
matrice pour la synthése d’un brin complémentaire [59]. Donc, la réplication du
duplex d’ADN a chaque fourche est semi-conservatrice : chaque duplex fils consiste
en un brin parental et son complémentaire nouvellement formé. Le mécanisme de

réplication implique la collaboration de plusieurs protéines (voir figure 2).
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Source : Frick ND, and Richardson CC. Annu Rev Biochem, 70 : 39-80, 2001 [78].

Figure 2. La fourche de réplication et les protéines impliquées dans la réplication. La
fourche de réplication progresse de gauche a droite. L’ADN bicaténaire est une hélice
a brin antiparalléle. Le brin avancé s’allonge continuellement. Le brin retardé
s’allonge de fagon discontinue. Les ADN hélicases glissent sur le duplex d’ADN et
en séparent les brins. La réassociation des brins détordus est contrecarrée par les
protéines de liaison a I’ ADN simple brin. L’ ADN primase initie la synthése du brin
retardé en synthétisant des courtes amorces d’ ARN. Ces amorces vont étre ensuite

transférées a I’ADN polymeérase.



L’ADN hélicoidal est un duplex de brins antiparalléles : un brin dans le sens
5" - 3’, Pautre dans le sens 3° # 5°. Le modéle de la réplication semi-discontinue a
été proposé pour expliquer la croissance unidirectionelle des deux brins d’ADN, étant
donné que I’ADN polymérase opére dans une seule direction ( 5” #3’) en ajoutant
des nucléotides a I’extrémité 3’de la chaine naissante. Donc, un des brins que 'on
appelle le brin avancé est continuellement synthétisé, alors que 1’autre brin, le brin

retardé, est synthétisé en petits fragments, les fragments d’Okazaki.

La réplication d’ADN commence par |’élimination de la structure super-
enroulée de PADN a I’aide des topoisomérases et des ADN gyrases. Ensuite, les
ADN hélicases ouvrent la double hélice en éliminant des ponts hydrogéne qui
unissent les bases complémentaires. Dés I"ouverture des deux brins, les SSB (single
strand DNA binding proteins) se lient & I’ ADN simple brin pour empécher le
réappariement des brins complémentaires. La prochaine étape est la synthése de
nouveaux brins d’ADN par les ADN polymérases [77]. Parmi les ADN polymérases,
aucune ne peut amorcer une chaine de novo [64]. Elles ont besoin de I’extrémité 3’
d’une amorce préexistante pour synthétiser les nouveaux brins en allongeant ces
amorces. L’ADN primase est I’enzyme responsable qui synthétise ces courtes
amorces d’ARN mentionnées. L’ ADN primase catalyse la syntheése des
oligoribonucléotides en cing étapes : liaison 4 I’ADN simple brin, liaison aux NTPs,
initiation de la synthése d’amorce, extension de 1’amorce jusqu’environ 10
nucléotides, transfére de ’amorce & I’ADN polymérase [78]. Les primases
eucaryotiques préférent la présence des pyrimidines dans la matrice ADN simple brin
et lient les matrices riches en pyrimidine plus efficacement que les matrices riches en

purine [73, 74].

L’ADN primase commence la synthése du brin avancé par la synthése de
courtes amorces d’ARN qui ont habituellement une longueur de 8 a 12 nucléotides
[40, 69, 70]. Ces amorces fournissent un groupement 3’°-hydroxyl [65, 75, 79] afin de
permettre leur élongation par I’ ADN polymérase & [66, 67]. L’élongation du brin

avancé se fait de facon continue. La synthése du brin retardé débute également par la




synthése de courtes amorces d’ARN par la primase et est suivie par I’élongation de
cette amorce par I’ADN polymérase a [62, 63]. Le résultat de cette élongation est la
synthése des fragments d’Okazaki [71]. Chaque fragment d’Okazaki doit se lier au
fragment précédent pour que la polymérisation du brin retardé soit complétée [61].
Pour cela, ’amorce d’ARN doit étre éliminer par les enzymes Rnase H et
’exonucléase 5°—» 3’ [72]. L’espace produit doit étre rempli par les ADN

polymérases & et ¢ et les fragments d’Okazaki doivent étre liés par la ligase [60, 72].

Les rapports publiés aident & comprendre les étapes de la réplication d’ADN
et le role important de I’ ADN primase (PRIM1) dans la réplication. Cependant, la
fonction de I’ ADN primase est directement liée & son profil d’expression au cours du
cycle cellulaire. Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation
d’expression de PRIM1, ainsi que les mécanismes de contrdle de son expression sont

inconnus.
I-c) Régulation de I’expression du géne PRIM1

L’ ADN primase est essentielle pour la réplication d’ADN, car I’ADN
polymérase n’est pas capable d’initier la réplication par elle-méme. Par conséquent, le
produit du géne PRIM1 est un facteur essentiel a la progression de la phase G1 a4 S du
cycle cellulaire. Des études effectuées sur I’expression des quatre sous-unités de
I’ADN polymérase a-primase chez la souris démontrent que I’expression des quatre
sous-unités est induite par 1’activation de la prolifération cellulaire. Ces études ont
aussi démontré que I’expression génique des deux sous-unités de ’ADN primase
commence avec le début de la phase réplicative du cycle cellulaire, elle augmente de
5 a 6 fois pendant la phase S et diminue au niveau basal apres la phase S du cycle
cellulaire [4, 19, 27]. Chez la levure, le niveau de I’ARNm de ’ADN polymérase-a,
ainsi que des deux sous-unités de I’ADN primase, atteint son maximum dans les
phases G1/S du cycle cellulaire [21, 22, 23]. Ainsi, il a été montré que la capacité de

I’ ADN polymérase a-primase a initier la réplication de ’ADN est a son maximum




lors de la phase G1-S, diminue 4 la fin de la phase S et atteint son minimum dans les

phases G2 et M [4] (voir figure 3 pour les différentes étapes du cycle cellulaire).




12-96 heures /
Point de 4
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Source : Israels ED, and Israels LG. Stem Cells, 19 : 88-91, 2001 [6].

Figure 3. Représentation schématique du cycle cellulaire (le temps marqué n’est
qu’un exemple). Les quatre phases du cycle cellulaire sont : G1, S, G2, et M. La
phase G1 est la pauée entre la mitose (M) et la phase de synthése d’ADN (S). La
progression au début de phase G1 est dépendante de facteurs de croissance, mais
aprés un certain temps suite a la mitose, les cellules avancent et effectuent un cycle
complet méme en absence de facteur de croissance. La phase G2 est la pause entre la
phase S (la phase dans laquelle les chromosomes se répliquent) et la phase M. La
phase M est la mitose. Chaque phase ne peut commencer que si la précédente est
totalement terminée. Le complexe cycline E/CDK2 est nécessaire pour le passage de
phase G1 4 la phase S. Par la suite, le complexe cycline A/CDK2 se forme et la
synthése d’ADN commence. Le taux des cyclines mitotiques (cycline A et cycline B)
augmente au cours des phases S et G2. Plus tard, les cyclines A et B s’associent avec

le CDK1 pour déclencher la mitose.



1l existe plusieurs explications potentielles pour les variations de ’activité de
I’ ADN primase obsérvées durant le cycle cellulaire. Un des mécanismes possibles
pour la régulation d’activité de I’ADN polymérase a-primase est la modification
posttraductionnelle. L’ ADN polymérase o est phosphorylée dépendemment du cycle
cellulaire. Deux kinases ont été identifiées pour effectuer la phosphorylation : La
cycline E/CDK2 qui régule la transition de Glvers la phase S et la cycline A/CDK2
qui agit dés la fin de la phase G1 [24, 25]. Chez la levure, la souris et I’homme, la
phosphorylaﬁon de I’ADN polymérase a-primase par la cycline A/CDK2 cause
I’inhibition de 1’activité du complexe ADN polymérase a-primase, alors que le
cycline E/CDK2 stimule Iactivité du complexe ADN polymérase a [4, 24,25]. La
régulation d’expression de I’ ADN polymérase o-primase durant le cycle cellulaire
peut aussi expliquer les variations de I’activité de I’ADN polymérase a-primase
durant ce cycle. Deux autres mécanismes pour expliquer les variations d’activité de
1’ ADN polymérase a-primase durant le cycle cellulaire sont les régulations
transcriptionnelles (I’activation/répression de son géne) et posttranscriptionelles (la
dégradation rapide de I' ARN m) [4]. Nos études portent sur les mécanismes de
régulation d’expression du géne PRIM1 au niveau du promoteur du gene, ¢’est a dire

sur les régulations transcriptionelles.

La régulation de transcription des deux sous-unités de I’ADN primase de la
souris (le p46 et le p54) a été étudice [82]. Il a ét¢ démontré que le promoteur du geéne
de la petite sous-unité p46 de I’ADN primase de la souris est dépourvu de la boite
TATA. Les facteurs impliqués dans la régulation de la transcription basale ne sont pas
connus. Cependant, des sites de liaison & E2F proche du site d’initiation de la
transcription ont été démontrés expérimentalement [82]. Le facteur E2F est un facteur
de transcription qui active la transcription de certains genes requis pour le passage a
travers le point R (par exemple, les genes codant pour la thymidine kinase ou pour les
cyclines A ou E) ou des génes impliqués dans la réplication d’ADN (gene codant
pour I’ADN polymérase a ou PCNA) [13, 14, 15, 16]. Ce facteur de transcription est
essentiel pour la transcription des génes p46 et p54 suite & une stimulation de

croissance cellulaire [82]. Cependant, rien n’est connu sur le controle d’expression du
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géne PRIM1 humain. A cet égard, nous avons cloné et séquencé le promoteur du géne
PRIM1. L homologie entre les séquences du promoteur du gene codant la sous-unité
p46 de la souris et celles du promoteur du géne codant la sous-unité p49 de ’homme
est de 40% [80]. La recherche TESS nous a révél¢ des sites de liaison pour le facteur
E2F dans les séquences promotrices du géne PRIM1. Ce facteur pourrait étre

important dans la régulation de ’expression du géne PRIMI1.

IT) L’ADN PRIMASE ET LE CANCER

Un systéme dépourvu d”’ADN primase, serait dans ’incapacité d’initier la
réplication. L’étude des mécanismes de controle de I’expression du géne PRIMI, le
géne qui code la sous-unité catalytique de la primase, est utile pour la recherche de
nouvelles thérapies pour certaines maladies reli¢es a une augmentation de la

prolifération cellulaire tel que le cancer.

Certaines études ont démontré une augmentation d’expression significative
(10 a 40 fois) de I’ARN messager de la polymérase o—primase, ainsi qu’une
augmentation de son activité enzymatique dans les cellules humaines transformées
[28, 31]. L’amplification d’expression génique de ’ADN pélymérase a, se produit
aux niveaux transcriptionnel et posttranscriptionnel suivant la transformation
cellulaire [3]. Quant & I’ADN primase, nous avons démontré que son géne, le PRIM1,

est amplifié dans les ostéosarcomes [5].

L’expression de I’ ARN messager de PRIM1 est régulée durant le cycle
cellulaire par I’activation /répression de sa transcription et une dégradation rapide de
son ARNm [4]. Une dérégulation du géne encodant la sous-unité catalytique de
1’ ADN primase (PRIM1) peut mener & une perte de contrdle de la synthése d’ADN en
phase S. A ce moment, I’ADN primase pourrait devenir un facteur majeur dans la
progression néoplasique. Chez les eucaryotes, il existe des mécanismes spécifiques de
régulation, ainsi que des points de restriction (R) durant le cycle cellulaire [1, 2]. Le

point R est un moment dans la phase G1 aprés lequel les cellules peuvent proliférer
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indépendamment des stimulus extérieurs [9,10]. Les cellules tumorales ne sont plus
sujettes aux mécanismes qui controlent le cycle cellulaire et continuent de se
proliférer, méme en absence de stimulus extracellulaire. Le phénomeéne d’inhibition
de contact est perdu chez les cellules tumorales. Le résultat de cette perte de controle
du cycle cellulaire est une dérégulation d’expression des genes dont I’expression est
dépendante du cycle cellulaire. Une cible obligatoire des étapes de ’oncogénese dans
presque tous les cancers, est la voie pRb. L’interaction entre p16, cycline D/CDK et
pRL/E2F constitue une unité fonctionnelle qu’on appelle la voie pRb [17, 18] (voir la
figure 4 pour la voie pRb et sa régulation). Chacune des composantes de la voie Rb
peut étre dérégulé dans un processus cancéreux. Un exemple est le facteur E2F qui
sous sa forme libre peut activer la transcription des génes impliqués dans la

réplication ( par exemple ADN polymérase o-primase) [13, 14, 15, 16].

L’expression génique des deux sous-unités de I’ADN primase, p49 et p58,
diminue dans les cellules différentiées. Cette diminution d’expression est causée en
parti par une réduction de I’initiation de la transcription [26]. Par contre, ’expression
génique du complexe I’ADN polymérase a-primase est ¢élevée dans les cellules
transformées qui ne se différentient pas et continuent de se proliférer, méme en
absence des facteurs de croissance ou méme au cas de contact cellulaire [20]. Donc,
la surexpression du géne PRIM1 pourrait étre la conséquence de la transformation

cellulaire.
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d'un gene

Source : Israels ED, and Israels LG. Stem Cells, 19 : 88-91, 2001 [6].

Figure 4. Le mécanisme de régulation de la voie pRb. Le cycle cellulaire commence
4 G1 avec une augmentation d’expression des cyclines D (D1, D2, D3). Les cyclines
D s’associent avec les CDK4 et CDK6 et le résultat de cette association est
Iactivation des CDKs. Ces derniéres a leur tours phosphorylent la protéine du
rétinoblastome. La pRb est la gardienne de la porte du point R. Cette protéine, sous sa
forme déphosphorylée exerce une action antiproliférative, puisqu’elle est en
complexe avec les facteurs de transcription de la famille E2F et empéche ces facteurs
d’activer les génes nécessaires a la réplication d’ADN. Les CDKs 4/6 phosphorylent
la pRb et ainsi permettent la dissociation du complexe et la libération des E2Fs. Ces
derniers vont ensuite activer la transcription de certains génes requis pour le passage a
travers le point R. La famille INK4, constituée des protéines p16, p15 et p19, inhibent
spécifiquement les CDK4/6. La protéine p19 participe a la dégradation de la protéine
mdm?2, cette protéine ayant pour fonction de bloquer ’activité transactivatrice de p53.
Une accumulation de p53 induit I’expression de p21. La p21 se lie a tous les
complexes cycline/CDK et inhibe la phosphorylation de pRb. Donc, la cellule reste en
Gl.
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La protéine codée par le géne PRIM1 n’est pas impliquée dans 1’oncogenese.
Cependant, nos études sur la protéine de fusion PRIM-NAC démontrent que la
primase dans ce contexte peut agir comme un oncogene. La protéine de fusion PRIM-
NAC contient les séquences protéiques de I’ADN primasel (PRIM1) et celles de ’a-
NAC qui est un facteur de transcription. Cette protéine est détéctée dans certaines
leucémies. Elle cause la transformation in vitro des cellules NIH3T3 et induit des

tumeurs chez la souris [80].

III) LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION GCF

Les résultats obtenus par la recherche en ligne TESS avec la séquence
promotrice du géne PRIM1 nous montrent la présence de deux sites de liaison
(position 17 211 et —6 & +4) pour un répresseur de la transcription, le facteur GCF.
Le facteur de transcription GCF, composée de 784 acides aminés, est codé par un
ARN messager de trois kb. Cette protéine réprime la transcription des genes qui sont
riche en séquence GC comme les séquences promotrices du géne EGFR codant pour
le récepteur d’un facteur de croissance épidermique et les séquences promotrices du
géne de la B-actin. Des sites de liaison au facteur GCF ont été identifiés dans les
promoteurs d’autres facteurs de croissance ainsi que leurs récepteurs, des oncogenes
et des génes qui contrdlent la croissance cellulaire [85-92 et 104]. En plus, il a ét¢
démontré que le GCF réprime Pactivité du promoteur du géne TGF-a ainsi que le

promoteur du géne codant pour le récepteur d’IGF-I [93, 84].

Le développement des anticorps contre la protéine GCF, exprimée chez les
bactéries, a permis de mieux caractériser la protéine GCF au niveau cellulaire. Le
GCF est un facteur de transcription exprimé dans toutes les cellules a faible
concentration [93]. C’est une protéine stable avec une longue demi-vie. En plus, elle

est nucléaire et également une phosphoprotéine [95].

Un caractére particulier de la protéine GCF est que son extrémité N-terminal

est extrémement basique. Des acides aminés basiques constituent 40% de ses 78
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premiers résidus [94]. Des études de délétions dans différentes régions de cette
protéine avaient démontré que la région basique était responsable de la liaison de
cette protéine & I’ ADN [83]. Mais I’extrémité N-terminal est trop basique pour que la
liaison du faﬁteur de transcription GCF a I’ADN se fasse de fagon spécifique. Une
révision des séquences de I’ADNC a été effectuée et révéla que le GCF auparavant
publié encode pour une protéine chimérique, le produit d’un artefact de clonage [94].
Les premiers 293 nucléotides de I’extrémité 5° de I’ ADNc du GCF viennent d’une
autre protéine appelée LRRFIP1. Les nucléotides allant de 294 jusqu’au 308 existent
seulement dans la protéine chimérique (artefact de clonage). En plus, I’analyse 5°-
RACE (5 -rapid amplification of cDNA end) a révélé que la séquence a Iextrémité 5’
du facteur GCF révisé est différente de celle de la protéine chimérique trouvée apres
la position 308. Une nouvelle séquence de 31 nucléotides a ét¢ identifi¢e a I’extrémité
5°du facteur GCF révisé. De plus, une nouvelle séquence de 114 nucléotides a été
trouvée entre les nucléotides 851 a 852 du facteur GCF publié. Mais, cette séquence

peut étre épissée comme étant un intron.

Le facteur GCF révisé, est codé par 2661 nucléotides. Il est composé de 781
acides aminés dont la partie basique a été remplacée par une nouvelle séquence de

147 acides aminés. La fonction de cette protéine révisée n’est pas connue.

Nous avons utilisé le géne codant pour le facteur GCF chimérique pour
reconstruire le facteur GCF révisé, en enlevant les séquences codant pour le facteur
LRRFIP1. Par la suite, nous avons étudié son effet au niveau du promoteur du géne

PRIMI.
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IV) ROLE DES PROCOAGULANTS ET ANTICOAGULANTS SUR
L’ACTIVITE DU PROMOTEUR DU GENE PRIM1

Une autre partie de notre travail porte sur ’étude du role des facteurs de
coagulation & activité mitogéne tels le FVIIa et la thrombine ainsi qu’un

anticoagulant, I’antithrombine I1I, au niveau du promoteur du géne PRIMI1.

Quelques composantes de la coagulation sanguine comme le facteur FVIIa, le
facteur Xa et la thrombine peuvent stimuler la croissance tumorale, ainsi que le

développment des métastases [106].

Le facteur VIIa se lie a son récepteur cellulaire, le facteur tissulaire. Le facteur
tissulaire est un procoagulant trés bien caractérisé [29, 122]. Le complexe FVIIa/TF
est I'initiateur de la cascade de coagulation [102] ( voir figure 5). Le facteur tissulaire
est exprimé au niveau de plusieurs tumeurs [123]. Il existe une corrélation entre une
surexpression du facteur tissulaire et la métastase des lignées cellulaires tumorales
[124-127]. Une augmentation du nombre des métastases a été observée chez des
lignées cellulaires du mélanome humain suite & une transfection par I’ADN¢ qui
encode le facteur tissulaire humain [126]. Le facteur tissulaire favorise la croissance
tumorale par initiation de la coagulation et par la réorganisation du cytosquelette
tumorale, pour faciliter la migration et I’attachement des cellules tumorales. Un autre
facteur qui joue un role au niveau de la biologie tumorale et le développement de
métastases est le FXa. Il est impliqué dans la croissance tumorale via la production de
la thrombine [129] (voir figure 5 pour la cascade de coagulation). Les études
d’immunohistochimies effectuées, par Zacharski et al [130], ont mis en évidence la
présence de FXa & la surface des cellules d’un carcinome pulmonaire, d’un carcinome

rénal, ainsi que les cellules du mélanome.

L’effet métastatique de la thrombine (une protéine de la cascade de
coagulation) a aussi été démontré. Chez la souris, le traitement des cellules du

mélanome et du carcinome du colon par la thrombine augmente le nombre des
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métastases, ainsi que le volume tumoral [131 et 116]. La thrombine induit I'activité
mitogénique et cause une augmentation de volume au niveau tumoral. L’ajout de la
thrombine aux cellules endothéliales de veines ombilicales humaine en culture,
augmente la synthése d’ADN d’environ quatre fois [119]. L activité mitogenique de

la thrombine chez les lignées cellulaires du mélanome a été aussi démontrée [120].

L’effet métastatique de la thrombine peut étre expliqué par la formation des
polyméres de fibrine et les effets intracellulaires (mitogeniques) produits via les
récepteurs de la thrombine ( PAR 1, PAR 3 et PAR 4)[76,110, 111,112,113 et 115].
L’activation des PARs au niveau des cellules tumorales, par la thrombine, pourrait
stimuler la prolifération cellulaire, ainsi que I’adhésion des cellules aux molécules de

la matrice extracellulaire et I’endothélium vasculaire [106].
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Figure 5. La cascade de coagulation. Une lésion au niveau des vaisseaux sanguins,
meéne a I’exposition des facteurs tissulaires au facteur de coagulations FVIla. Le
complexe TF/FVIla active les facteurs X et IX. Un complexe constitué de facteur Xa,
facteur Va et le calcium, effectue le clivage de la prothrombine en thrombine. Le
facteur V est activé par le Facteur Xa et la thrombine. La propagation de la cascade
de coagulation se fait par la thrombine qui active la voie intrinséque. La thrombine
active les facteurs V, VIII et XI. Le facteur VIII circule en étant 1ié au facteur von
Willebrand. Lorsque le facteur VIII est activé, il se sépare de facteur von Willebrand,
une protéine adhésive importante pour la génération du caillot plaquettaire initial, et
forme un complexe avec le facteur [Xa qui active le facteur X. L’activation du facteur
XI par la thrombine se fait par une autre boucle d’amplification qui mene a la
production de facteur IXa. Cette derniére forme un complexe avec les facteurs X,
VIII activé et le calcium assemblé a la surface cellulaire pour générer le facteur Xa.
La thrombine finalement convertit le fibrinogéne en un monomére de fibrine. Enfin,

la fibrine va étre polymérisée.
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L’antithrombine 111, & cause de son pouvoir d’antagoniser les facteurs
impliqués dans la métastase et la croissance cellulaire (la thrombine et le FVIla) peut

agir comme un agent antimétastastatique et antitumoral [108 et 109].

T a été observé que la stimulation de la coagulation suivant une chirurgie, est
liée 4 une augmentation significative des métastases et qu’elle est supprimée par les
anticoagulants [121]. A cet égard, certaines études portant sur des métastases
expérimantales chez la souris ont révélé que les inhibiteurs de la thrombine peuvent

empécher le développement des métastases [102, 103,114, 118,116, 117,120-131].

Donc les anticoagulants inhibent la progression des tumeurs en inhibant la
croissance tumorale et en empéchant les métastases. Cependant, les mécanismes par
lesquels ces anticoagulants agissent pour produire ces effets ne sont pas connus. Bas¢
sur le fait que la thrombine et les autres procoagulants en tant qu’agents mitogenes
augmentant I’expression de PRIM1 [48], notre hypothése de travail était que les
anticoagulants peuvent, par contre, diminuer I’expression du géne PRIM1, ce qui
méne 2 une diminution de la réplication d’ADN et la prolifération cellulaire. Ainsi,
une partie de notre travail portait sur la vérification de I’effet d’un anticoagulant,

’antithrombine 111, sur 1’activité du promoteur du géne PRIMI.
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OBJECTIFS

Rien n’est connu sur les mécanismes de contrdle d’expression du géne PRIM1
au niveau de son promoteur, qui doivent expliquer la différence entre les niveaux de
I’ARNm pour PRIM1 pendant les différentes étapes du cycle cellulaire. Nos études
ciblent a élucider ces mécanismes. L objectif de notre étude est d’identifier des sites
importants du promoteur PRIM1 pour Iactivation et la répression de ’expression du
géne PRIM1. L étude des mécanismes de controle négatif d’expression du géne
PRIM1 est un outil trés intéressant pour le développement de meilleurs traitements
des cancers ou le géne PRIM1 est amplifié ou surexprimé. Puisque la répression de
Pactivité du promoteur du géne PRIM1 pourrait mener a ’arrét de la réplication de
’ADN et de la prolifération cellulaire incontrélée, 'identification des facteurs
nouveaux ou connus qui inhibent I’expression du géne PRIM1 nous a paru un aspect
intéressant. Ces facteurs peuvent servir comme des agents thérapeutiques
anticancéreux. A cet égard, nous avons cloné et séquencé le promoteur du géne
PRIM1 afin d’étudier les mécanismes de la régulation de son expression et surtout les
mécanismes de sa répression. Notre projet cible certains facteurs qui inhibent
I’expression du géne PRIM1 au niveau de la transcription, soit par un effet direct
(facteur de transcription, répresseur de transcription), soit par un effet indirect (voies
de signalisation) qui ménent & la répression du promoteur PRIM1. La recherche en
ligne par le logiciel TESS nous a proposé un répresseur de transcription, le facteur
GCF, ayant des sites de liaison au niveau du promoteur du géne PRIM1. Done, un de
nos objectifs consistait & voir I’effet du facteur GCF sur le promoteur du géne
PRIM1. De plus, nous avons voulu vérifier ’effet de I’antithrombine 111, étant un
anticoagulant 4 activité antimitogéne, afin d’élucider certains mécanismes
d’inhibition d’expression du géne PRIM1 qui pourraient nous aider a développer des
nouvelles stratégies pour le traitement des cancers. Un autre objectif de notre travail
était d’étudier I’effet de certains facteurs a activité mitogéne (FVIIa et la thrombine)
sur le promoteur du géne PRIM1. La thrombine et le FVIla, ayant la capacité
d’activer I’expression du géne PRIM1, pourraient étre utilisés dans le cas ou une

prolifération cellulaire serait requise.
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MATERIELS ET METHODES

I) CONSTRUCTION DES PLASMIDES

Le géne humain PRIMI a été isolé en criblant une librairie d’ADN génomique
construite dans le vecteur phage lambda [43]. Des séquences du promoteur PRIM1
ont été sous-clonées dans un plasmide d’expression en amont du gene rapporteur
CAT. Le clone PRIM-CAT a été obtenu en insérant le promoteur du géne PRIMI, un
fragment HindIII-Sacl de ~1.8 kb (-1733/+47), dans le vecteur E1b-CAT (voir la
figure 6). Nous avons utilisé le plasmide PRIM-CAT (p1361) pour la génération des

mutants de délétion ou mutants ponctuels.

I-a) Construction des mutants de délétion par digestion avec enzyme de

restriction

Pour le mutant de délétion, p1662 (A -1733/-1085), le plasmide PRIM-CAT a
été digéré avec les enzymes HindlIII et Sphl. Pour la construction du mutant de
délétion, le p1663 (A-1085/ -152), le plasmide PRIM-CAT a été digéré avec les
enzymes Sphl et Mlul. Les enzymes utilisées pour la construction du mutant de
délétion p1664 étaient le Mlul et Sacl. Ensuite, les extrémités cohésives ont été
remplies utilisant le T4 DNA polymérase. Les bouts pleins ont été joints par la
ligation. Les clones ont ¢té analysés par digestion. L’enzyme utilisée pour I’analyse
des clones p1662 et p1663 était le Sacl. L’enzyme utilisée pour ’analyse du clone
p1664 (A-152/ +47) était le HindIII. La longueur des fragments obtenus a été
observée sur un gel d’agarose 1%. Les bouts pleins dans les mutants ont été vérifiés

par séquengage.
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I-b) Construction des mutants de délétion par PCR

D’autres mutants de délétion (délétion du c6té 5°) ont été construits en
utilisant le PCR. Les mutants de délétions, le p1680 (A-1733/-1632), le p1681 (A-
1632/ -1529), p1682 (A-1529/ -1430), p1683 (A-1430/ -1332), p1684 (A -1332/-
1233), ont été produits par amplification des régions appropriées par PCR et le sous-
clonage de ces fragments, digérés par les enzymes de restriction HindIII et Sphl, dans

le vecteur PRIM-CAT qui lui aussi a été digéré par ces enzymes (voir figure 9 A).

Les amorces utilisées pour la construction des mutants de délétion p1680,
1681, 1682, 1683 et 1684 sont respectivement : p1361-F1 (5°-
CCCAAGCTTCCAATACCTGCTTCATGC-3’) ; p1361-F2 (5°-
CCCAAGCTTTGAACCTTTTGAGAGCTG-3 ") ; p1361-F3 (5°-
CCCAAGCTTACAGCTCGCCAAATCAAG-3’) ; p1361-F4 (5°-
CCCAAGCTTCCTTTCATCACAGGGTAT-3’) ; p1361-F5 (5°-
CCCAAGCTTAATCCCAGCACTTTGGGA-3’). L’amorce p1361-R (5°-
TTACAAGCATGCACCACCAT-3) a été utilisée en combinaison avec toutes les

autres amorces pour amplifier les fragments délétés.

Les mutants construits ont été analysés par amplification par PCR. Les
amorces utilisées pour I’analyse des cing mutants sont le SP6 et le p1361-R. La
séquence de I’amorce SP6 est 5°-GATTTAGGTGACACTA-3’ et la séquence de
I’amorce p1361-R est décrite plus haut. La longueur des fragments de PCR a été

vérifiée sur un gel d’agarose 2%.

Quatre autres mutants de délétion ont été construits. Le mutant p1963 (A-
1733/ -152) a été construit en digérant le PRIM-CAT par les enzymes HindIII et
MIul. Les bouts cohésifs générés ont été remplis par T4 DNA polymérase et joints
par la ligation. Les mutants p1962 (A-1733/ -213), 1e p1964 (A-1733/ -102) et le
p1965 (A-1733/ -52) ont été construits par amplification des fragments par PCR
utilisant comme matrice le p1361 (PRIM-CAT). Ensuite, les fragments amplifiés ont
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été digérés par les enzymes HindlIII et Sacl et sous-clonés dans le vecteur PRIM-CAT
digéré avec ces enzymes (voir figure 9 B). Les amorces utilisées pour la construction
des mutants de délétions p1962, p1964 et p1965 sont respectivement : pl1361-F7 (5°-
CCCAAGCTTGATCCTCTTCCTGGAATG-3") ; p1361-F8 (5°-
CCCAAGCTTAAGTGGGAACTACAATTC-3’) ; p1361-F9 (5°-
CCCAAGCTTTCAGACAGCCGACCTCGG-3). L’amorce 5°-UTR-2 (5°-
GCGGCCGCGAGCTCCGGAACTCGCCACGGTAA-3’) a été utilisée en

combinaison avec toutes les autres amorces pour amplifier les fragments délétés.

L’analyse des ces mutants de délétion a été effectuée par PCR. Les amorces
utilisées pour cela sont le SP6 et le 5’-UTR-2 dont les séquences sont décrites plus

haut. La longueur des fragments a ét¢ vérifiée sur un d’agarose a 2%.

I-c¢) Construction des mutations ponctuelles

Quelques mutations ponctuelles ont été introduites dans la séquence du
promoteur du géne PRIM1 par PCR. L’amplification d’une région appropriée par
PCR a donné naissance a des fragments ayant des mutations ponctuelles dans leurs
séquences. Ces fragments amplifiés ont €té ensuite digérés avec les enzymes de
restriction Mlul et Eagl (Sacl pour la construction de mutant 1967) et sous-clonés
dans le vecteur PRIM-CAT digéré avec ces deux enzymes également. Ces mutations
ponctuelles introduites ont donné naissance aux trois mutants : p1673, p1672 et
p1967 (voir figures 10 et 12 A). La matrice pour la construction des mutants p1672 et
p1673 était le plasmide p1361, alors que la matrice utilisée pour le clonage du mutant

p1967 était le plasmide p1672.

Les amorces utilisées pour la construction des mutants p1672, 1673 et 1967
sont respectivement : GCF-F (5°-CCCGAACGCGTGGGCAGATC-3") ; GCF-R (5°-
AGCACGGCCGGCGTCTCTGTGACTGCGCAGG
CGCTTATGG-3’) ; GCF-F (5°-CCCGAACGCGTGGGCAGATC-3’) ; TATA-R (5°-
AGCACGGCCGGCGGCCCCGCGACTGCGCAG
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GCGCTTACGGCCGAGG -3°) ;

GCF-F (5°-CCCGAACGCGTGGGCAGATC-3") ; ’amorce 1361-R2 (5°-
CGCGAGCTCCGGAACTCGCCACGGTAAGGAT
TACCACAGGGAATTGGCTGGAACATCACGTCTGGC-3’.

Les trois mutants ont été séquencés pour confirmer la présence des mutations

ponctuelles dans certains sites.

Deux autres mutants ont été dérivés des clones p1672 et p1967. Le mutant
p1968 a été construit par amplification des fragments appropriés par PCR utilisant
comme amorce, les 1361-F9 et 5°-UTR-2. La matrice pour cette construction était le
clone p1672. Ce fragment a été digéré par les enzymes de restriction HindlIII et Sacl
et cloné dans le plasmide p1672 (décrit plus haut) digéré, lui aussi, avec ces enzymes.
Le mutant p1969 est généré par amplification par PCR utilisant comme matrice le
p1967 et les amorces 1361-F9 et 5-UTR-2. Le clonage a été effectué utilisant les
mémes enzymes que celles utilisées pour la construction du clone p1968 (voir figure

12 B).

La reconstruction du facteur GCF révisé tronqué (p1405) a été effectuée a
partir d’un plasmide fourni par Dr. R. Kageyama, le pSV-2-GCF (p1410). Le pSV2-
GCF qui code pour une protéine chimérique, contenait une partie des génes codant
pour le LRRFIP1, des séquences poly A et les séquences d’un géne appelé GCF. Une
délétion de 327 nucléotides (incluant les génes codant pour la protéine LRRFIP1 et
les séquences poly A) est effectuée via une amplification par PCR. Le fragment
généré a été digéré par les enzymes Kpnl et BglIl. Le fragment Kpnl-BgllI a été
ensuite sous-cloné dans le site KpnI-BglII de pSV2-GCF. Les amorces utilisées pour
la construction du p1405 sont : 1410-F3 (5°-
GGGGTACCGGGCGCTCGGGCCTCG-3%); 1410-R
(5>-TTCACTTTTGAAGATCCACTGC-3").
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L’analyse du clone, le p1405, a ét¢ effectuée par une digestion avec les
enzymes de restriction Kpnl et BglIl. Le séquengage du p1405 a confirmé I’absence

de mutation introduite dans le fragment amplifié par PCR.

Les enzymes de restriction HindIII, Sphl, Sacl, Mlul, Eagl, KpnlI et BglII (
Gibco-BRL,Gaithersburg, MD) ont été utilisées dans les étapes du clonage. Les
digestions et ligations ont été effectuées selon le protocole du manufacturier.
L’enzyme utilisée pour faire les ligations était la ligase (Gibco-BRL,Gaithersburg,
MD ). Le remplissage des bouts cohésifs par la T4 DNA polymérase (Gibco-
BRL,Gaithersburg, MD ) a été fait également selon le protocole du manufacturier.

Les amplifications par PCR ont ét¢é faite selon un protocole déja établi [101].

Les cellules bactériennes utilisées pour faire les transformations sont les
cellules Epicurian coli XL2-Bleu MRF" ultra competent (Stratagene). La
transformation des bactéries a été effectuée selon le protocole du manufacturier.
L’extraction et purification des plasmides ont été effectuées selon un protocole d€ja

établi [101].

La méthode de séquengage utilisée pour la verification des clones, était la
méthode de terminaison de chaine avec des ddNTPs radioactifs (trousse Thermo

Sequenase, Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie d’Urfé, Québec).

IT) CULTURE CELLULAIRE ET TRANSFECTION TRANSITOIRE

Les cellules humaines embryonnaires rénales transformées, les BOSC23 [97],
ont été cultivées dans le DMEM supplémenté avec 15% de sérum de veau feetal (5%
de sérum de veau feetal dans le cas des expériences effectuées avec la thrombine et le
FVIIa) et d’une solution antibiotique/antimycotique, pénicilline G (200 U/ml),
streptomycine sulfate (200 U/ml) et amphotéricine B (0,5 pg/ml) (Gibco-BRL,
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Gaithersburg, MD). Les cellules ont été cultivées en monocouche dans des plaques de

6 puits de 35mm a 37°C et a 5 % de CO2.

Les cellules ont subi un passage quelques jours avant les essais de transfection
et ont été transfectées lorsqu’elles ont été de 50 a 80% confluentes. Les transfections
ont été optimisées par une transfection des cellules BOSC23 avec le plasmide GFP.
Les transfections transitoires des cellules BOSC23 par la lipofectamine (Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD) ont été effectuées selon le protocole du manufacturier. Les
cellules BOSC23 ont été ensuite incubées pendant 4 h a 37°C en présence des
complexes ADN-liposomes dans du milieu DMEM sans sérum. Apres les quatre
heures d’incubation, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM avec sérum et le
FVIIa (100 nM) ou la thrombine (0,1 U/ml) dans les expériences de vérification de
I’effet des procoagulants sur le promoteur du géne PRIMI. L’antithrombine III (2,5
U/ml) a été ajoutée dans les expériences concernant les effets des anticoagulants sur
le promoteur du géne PRIM1. Quarante-huit heures apres les transfections, les
cellules ont été lavées et ramassées avec du PBS sans calcium et magnésium.
L’activité CAT a été mesurée par les essais CAT selon un protocole déja établi [101]
utilisant *H- Acetyl-CoA (Amersham-Pharmacia Biotech, Baie d’Utfe, Québec). Les
cellules BOSC23 non transfectées, ainsi que les cellules BOSC23 transfectées avec le
vecteur contrdle (sans le promoteur PRIM1) ont été utilisées comme controle négatif.
Le plasmide pSV2-CAT (géne CAT sous le contrdle d’un promoteur fort du virus
SV40) a été utilisé comme contrdle pour les variations entre les différentes
transfections. Tous les essais d’expression transitoire ont été répétés au moins trois
fois, dans des expériences séparées. Les analyses statistiques, calcul des déviations
standard et calcul des moyennes, ont été effectuées selon une méthode décrite par

Avran Goldstein [105].
[11) PREPARATION D’EXTRAITS NUCLEAIRES

Des extraits nucléaires des cellules BOSC23 (transfectées par GCF ou non

transfectées) ont été préparés selon une méthode présentée par Chiu et al [100] avec
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quelques modifications. Les cellules sont récoltées dans une solution froide de PBS, 1
mM EDTA. Elles ont été collectées aprés une centrifugation a 20 000g pour 10 sec.
Les culots ont été resuspendus dans 400 pl de tampon A refroidi (10 mM HEPES PH
7.9, 10 mM KCL, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT, 10
pg/ml Aprotinine, 10 pg/ml Pepstatine, 10 pg/ml Leupeptine). Les cellules
resuspendues dans le tampon A ont été laissées sur glace pour 15 minutes. Ensuite 25
pl de NP-40 10% a été ajouté et les tubes ont été vortéxés pendant une minute a

20 000g. Le culot a été ensuite collecté par centrifugation et resuspendu dans 50 pl de
tampon B & 4°C (20 mM HEPES PH 7.9, 400 mM NACL, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 1 mM PMSF, 1mM DTT, 10 pg/ml Aprotinine, 10 pg/ml Pepstatine, 10
ug/ml Leupeptine). Le tout a été remué a 4°C pendant une heure. Les tubes ont ét¢
centrifugés. Le surnageant a été récupére. La concentration des protéines a €té

déterminée par la méthode de Bradford [99]. Les extraits ont été conservés a -80° C.

IV) EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

Des sondes de 63 nucléotides ont été générées par amplification par PCR
utilisant du [0-*?P]-dCTP (Amersham Canada, Baie d’Urfé, Québec). Les amorces
utilisées pour la génération de sondes marquées au 32p sont : 1361-F10 (5°-
GGCCATAAGCGCCTGCGCAG-3") et 1361-R3 (5°-
ACCACAGGAATTGGCGGGAA-3"). Les oligonucléotides suivants sont utilisés
comme sonde ou compétiteur : PRIM-GCF, 5°-
GGCCATAAGCGCCTGCGCAGTCGCGGGGCCGC
CGGCCGTGCTGTTCCCGCCAATTCCTGTGGT-3’; PRIM-GCF2M, 5’-
GGCCATAAGC GCCTGCGCAGTCTCTGTGTCGCCTGTCGTGTTGTT
CCCGCCAATTCCTGTGGT.

Les sondes ont &té incubées avec 5 pg d’extrait nucléaire, 10 mM HEPES, pH
7.5, 50 mM NACI, 2,5 mM DTT, 10% glycétol, 10 000 cpm de sonde marquée et de
sondes froides comme compétiteurs. La réaction de liaison a été effectuée a la

température de la pi¢ce pendant 15 minutes. Les complexes ont été séparés sur un gel
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de polyacrilamyde 4% dans un tampon d’électrophorése de basse force ionique (IM
Tris- HCI, pH 7.9, 1M Acétate de sodium, 0,5M EDTA, pH 8,0) a 100 V [98]. Le gel
a été exposé a un film XAR (Kodak) a -80°C, avec des écrans d’amplification du

signal.
V) BASES DE DONNEES ET LOGICIELS UTILISES

Prophet 5.0 a été utilisé pour choisir les enzymes de restriction et les amorces
utilisées pour faire les constructions (BBN Systems and Technologies, Burlington,

MA, and NIH, Bethesda, MD).

Une recherche en ligne par le logiciel TESS (Transcription element search
software) a été utilisée pour établir les sites de liaison potentiels a certains facteurs de
transcription comme le facteur GCF dans la région promotrice de PRIMI1 (http: //

www.cbil.upenn.edu/tess).
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RESULTATS :

I) ANALYSE STRUCTURELLE DU PROMOTEUR PRIM1

Le clone PRIM-CAT (p1361), contenant le fragment HindIII-SacI (-1733 &
+47) placé en amont du vecteur E1b CAT, a été utilisé pour la construction de nos
mutants. Le promoteur PRIM1 contient des sites de réstriction pour les enzymes
HindIIl, Sphl, Mlul et Sacl. Ces sites de restriction ont €t¢ utilisés pour la
construction des mutants de délétion (voir figure 6). Les résultats obtenus aprés avoir
soumis la séquence du promoteur du géne PRIM1 au logiciel TESS montrent la
présence de plusieurs sites de liaison pour quelques facteurs de transcription. La
plupart de ceux-ci se trouvent pres du codon d’initiation de la transcription. Ainsi, la
présence des sites de liaison putatifs pour les facteurs de transcription Sp1 (-188 a -
183, -150 & -145, -82 4-77, -31 4 -24 et +7 4 +12), E2F-1 (+5 a +12 et +43 2 +50) et
GCF (-17 a-11 et -6 4 +4) dans la région entre les sites de restriction pour Mlul et

Sacl située & I’extrémité 3’ du promoteur PRIM1, a été démontrée (voir figure 7).
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HindIll (-1733)  Sphl (-1085)  MIul(-152) Sacl (+47)
L | ] ]

p1361

CAT

Figure 6. Présentation des sites de restriction HindIII, Sphl, Mlul et Sacl dans le
promoteur du géne PRIM1. Les coordonnées des sites de restriction sont marquées

entre parenthese.
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-0229 ATTCCCACCTTTGGATCCTCTTCCTGGAATGGACGCGCCTTCTGCCCACA

-0179 AGAGCGGTGGCCCTAGTGCCCGAACGCGTGGGCAGATCGCARRCTCTGCG

-0129 TCTCCCGCAGCCCCCGCGCGCACCAAGTGGGAACTACAATTCCCGGCGGL
<.__

-0079 CCCGGCGGACTGCGGGCCGCCGGGTCAGACAGCCGACCTCGGCCATAAGC

---Sp1 . TmT== > TBP
------ > TFIID
-0029 GCCTGCGCAGTCGCGGEGGCCGCCGGCCGTGCTGTTCCCGCCAATTCCTGT
GCF <—==m—====  —==—————- > GCF
<mmmmmm Spl <o Spl = > E2F-1
————— > Spl
+0022 GGTAATCCTTACCGTGGCGAGTTCCGCGCTCAATG (+56)
Met-1
——————— > E2F-1
Transcr.
_>
TCGCGGGGCCGCCBGCCETGCTG
L e ———— >

Figure 7. Présentation d’une partie des séquences promotrices du gene PRIM1
importantes pour sa transcription, ainsi que présentation des sites de liaison pour les
facteurs GCF, Sp1 et E2F-1. Le site putatif d’initiation de la transcription est marqué

par un grand G. La boite TATA proposée par les logiciels informatiques est

soulignée.
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I-a) Analyse des mutants de délétion

Pour identifier les séquences promotrices PRIM1, impliquées dans la
régulation d’expression du géne PRIM1, on a construit quelques mutants de la partie
5°de ce géne. Ces mutants dérivent du clone p1361(voir figure 6). Ce clone et les
mutants ont été transfectés dans les cellules BOSC23 et activité CAT a été mesurée.
La délétion des fragments HindIII-Sphl et SphI-Mlul de la partie 5’ du géne PRIM1
ne diminue pas I’activité du géne CAT, tandis que la délétion du fragment Mlul-Sacl

baisse I’activité CAT de fagon importante (voir figure 8).



32

-1733(HindIII) -152(Mlul)
-1085 (Sphl) +47(Sacl)

p1361

pl662

p1663

pl664

pSV2-
CAT

0 05 1 15 2

CAT activity, fold induction

Figure 8. Activité du promoteur de PRIM1 dans les mutants de délétion p1662,
p1663 et p1664. Les délétions dans la partie 5* du gene PRIM1 ont été effectuées a
1’aide des enzymes de restriction HindIII, Sphl, Mlul et Sacl. Le plasmide pSV2-
CAT constitue le contrdle positif (géne CAT sous le contrdle du promoteur du virus
SV40). L’activité CAT a été exprimée relative a I’activité¢ CAT du p1361. Les

données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.
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Les résultats de la figure 8 nous indiquent que le fragment Mlul-Sacl contient
les séquences essentielles pour I’activité du promoteur PRIM1. Pour déterminer les
régions précises nécessaires pour 1’activité du promoteur PRIM1, nous avons
construit plusieurs autres mutants de délétion (voir figure 9 A et B). La région Sphl-

Mlul contient majoritairement des séquences répétitives Alu.

On n’observe pas de réduction d’activité CAT dans le cas des mutants p1680
a p1683. Cependant, I’augmentation d’activité CAT observée dans le cas de ces
mutants n’est pas significative. La délétion de la région entre -1733 et -1233 dans le
mutant p1684 cause une baisse non significative d’activité CAT. Donc, la région -
1733 2 -1233 ne semble pas étre importante pour I’activité du promoteur du géne

PRIMLI.

Aucune réduction d’activité CAT n’a été observée dans le cas de délétions en
amont de la position -152 (mutants p1962 et p1963). Par contre, la délétion de la
région -1733 4 -102 (mutant p1964) inhibe I’activité CAT a 60% de son niveau
initial. Une délétion allant jusqu’a position -52 (mutant p1965) baisse I’activité du

CAT a 21% de son niveau initial.



A)

-1632 -1430 -1233

-1733 (HindlID -1529 -1332

(B)

p1361

p1962

p1963
p1964
p1965

pSV2-
CAT

-1085 (SphD

-213 -102 +47
-152 -52

Figure 9: voir sa legende a la
page suivante

CAT
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CAT activity, fold induction

CAT activity, fold induction
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Figure 9. Activité transcriptionelle des différentes régions du promoteur PRIM1. (A)
Des mutants de délétions du promoteur PRIM1, p1680 (A-1733/-1632), pl681(A -
1733/ -1529 ), p1682 (A-1733/-1430), p1683 (A-1733/-1332) et p1684 (A-1733/ -
1233), ont été construits et placés en amont du géne rapporteur CAT. (B) Autres
mutants de délétions du promoteur PRIM1 ont été construits et placés en amont du
géne CAT. L’activité CAT des mutants de délétions, p1962 (A-1733/-213), p1963
(A-1733/ -152), p1964 (A-1733/-102) et le p1965 (A-1733/ -52), a été mesurée. Le
pSV2-CAT est utilisé comme contrdle positif. L’activité CAT a été exprimée relative
4 I’activité CAT du p1361. Les données dans la figure 9 A et B représentent la

moyenne de trois expériences indépendantes.

Ces résultats suggérent que la région en aval de -152 est importante pour la
transcription du géne PRIMI1. Cette région contient des sites de liaison putatifs pour

les facteurs de transcription Spl et E2F-1 (voir figure 7).

I-b) Analyse de mutation ponctuelle dans la boite TATA

Enfin, deux recherches informatiques, Promoter recognition NNPP2.1 et
Promoter scan II ont proposé une boite TATA putative a la position -36 a-32 (voir
figure7). Pour confirmer si ces séquences ont la fonction d’une boite TATA, nous
avons introduit une mutation ponctuelle dans la séquence putative de la boite TATA
proposée par les logiciels d’analyse de données. L’introduction d’une mutation
ponctuelle dans la boite TATA putative ne meéne pas a une baisse significative de

I’activité CAT (voir figure 10).
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-152 (Mlul) +47 (Sacl)

l —

p1361

p1673

pSV2-
CAT

1.5

CAT activity, fold induction

Figure 10. Présentation des changements de Pactivité CAT suite a I’introduction
d’une mutation ponctuelle (p1673) dans la boite TATA putative par rapport a
Iactivité du promoteur PRIM1 sauvage (p1361). La mutation ponctuelle est présentée
en caractére gras. Le pSV2-CAT est utilisé comme controdle positif. L’activité CAT a
été exprimée relative a I’activité CAT du p1361. Les données représentent la

moyenne de trois expériences indépendantes.
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L’introduction de mutation ponctuelle dans la séquence suggérée comme étant
une boite TATA, ne baisse pas 1’activité du promoteur. Ceci suggére que le

promoteur PRIM1 n’a pas de boite TATA fonctionnelle.

II) L’EFFET DU FACTEUR GCF SUR LE PROMOTEUR DU GENE PRIM1

Un de nos objectifs était de trouver un répresseur qui puisse inhiber I’activité
du promoteur PRIM1. Comme déja mentionné, la recherche TESS nous suggere deux
sites de liaison pour un facteur répresseur dérivé d’un artefact de clonage, le facteur

GCF (voir figure 11)

GCF GCF

L ! | 9 g |

-1733 (HindII)  -1085 (SphI) -152 (Mlul) +47 (Sacl)

Figure 11. Présentation des deux sites de liason du facteur GCF.

Afin de voir si le facteur GCF révisé (séparé de la protéine LRRFIP1) est un
répresseur du promoteur PRIM1, nous avons enlevé les séquences codant pour la
protéine tronquée LRRFIP1 et nous avons effectu¢ une cotransfection des cellules
BOSC23 par le géne codant pour le facteur GCF reconstruit et le promoteur sauvage
ou le promoteur muté dans les sites de liaison putatifs du facteur GCF (voir figure 12
A). Afin de s’assurer que le facteur GCF réprime le promoteur PRIM1 via les deux
sites de liaison putatifs au facteur GCF (-17 a-11 et -6 a +4), nous avons délété des
séquences riches en GC se trouvant en amont de la position -52 du promoteur PRIM1,

dans les clones 1672 et 1967, ayant des mutations ponctuelles dans les sites de liaison
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du GCF, et nous avons généré deux nouveaux mutants (p1969 et p1968). Les
cotransfections du facteur GCF avec les nouveaux mutants p1969 et p1968, ainsi que

le clone p1965 sont présentées dans la figurel2 B.

On constate une diminution d’activité CAT suite & des cotransfections des
cellules BOSC23 par le géne codant pour le facteur GCF reconstruit et le promoteur
sauvage PRIM1 (p1361). Dans ce cas, I’activité CAT diminue a ~8% de son niveau
initial. Une cotransfection des cellules BOSC23 par le géne codant pour le facteur
GCF reconstruit et le promoteur PRIM1 muté dans un des sites de liaison (-17 a-11)
du facteur GCF (clone p1672), baisse I’activité CAT a 94% de son niveau initial.
Donc, lorsque les sites putatifs de liaison du facteur GCF contiennent des mutations
ponctuelles, I’activité¢ CAT ne baisse pas de fagon significative (dans le cas du
plasmide 1672) suite & une cotransfection de ce clone et le géne codant pour le facteur

GCF.

Le facteur GCF reconstruit (p1405) cotransfecté avec le promoteur minimal
(p1965) sauvage cause une diminution d’activité¢ CAT a 4% de son activité initiale.
Cependant, le facteur GCF ne diminue pas I’activité CAT dans les clones p1968 et
p1969 ayant des mutations ponctuelles dans les sites putatifs de liaison du facteur
GCF. L’activité CAT dans le clone p1968, contenant le promoteur PRIM1 déléte et
muté dans une des sites de liaison putatifs du GCF, est réduite a 84% de son activité
initiale. Dans le cas du clone p1969, contenant le promoteur PRIM1 délété et mute
dans les deux sites putatifs de liaison du GCF, il n’y a pas de réduction d’activité

CAT (voir figure 12 B).



pSV2-
CAT

P1672

P1361

-152 (Mlul) +47 (Sacl)
I J

TCTCTGTGTCGCCGGCCGTGCTG
TCGCGGGGCCGCCGGCCGTGCTG
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Figure 12. (A) L’effet de facteur GCF reconstruit (p1405) sur le promoteur PRIM1

souvage, ainsi que le promoteur PRIM1 muté (p1672). Le clone p1672 comporte

quatre mutations dans un des sites putatifs de liaison 8 GCF. Le clones p1672 et le

promoteur sauvage ont été contransfectés avec le géne codant pour le facteur GCF

reconstruit dans des cellules BOSC23 et ’activité CAT a été mesurée. Les mutations

ponctuelles sont en caractéres gras. L activité CAT a été exprimée relative a I’activité

CAT du p1361. Toutes les transfections ont été répétées trois fois.
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-1733 (HindIlD) -52 +47 (Sacl)
—// ' :
pSV2-
TCTCTGTGTCGCCTGTCGTGTTGTTCCT
TCGCGGGGCCGCCGGCCGTGCTGTTCCC
P1969
TCTCTGTGTCGCCGGCCGTGCTG
TCGCGGGGCCGCCGGCCGTGCTG
P1968
P1965

CAT activity, fold induction

Figure 12. (B) L effet du facteur GCF reconstruit (p1405) sur le promoteur minimal
du géne PRIM1 (p1965), ainsi que sur le promoteur minimal PRIM1 ayant des
mutations ponctuelles dans les sites putatifs de liaison du GCF (les clones p1968 et
p1969). Dans le promoteur minimal les séquences en amont de la position -52 sont
délétées. Les mutations ponctuelles sont en caracteres gras. L’activité CAT a été

exprimée relative a ’activité CAT du p1965. Toutes les transfections ont été répétées

trois fois.
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Selon les résultats, le GCF reconstruit réprime fortement ’activité du
promoteur PRIM1 sauvage. Les résultats de cotransfection du facteur GCF avec le
clone contenant le promoteur muté dans les sites de lisaison du facteur GCF, p1672,
ainsi que les clones délétés et mutés dans les sites putatifs de liaison du facteur GCF,
p1968 et p1969, indiquent que les sites putatifs de liaison du facteur GCF sont
fonctionnels. Les sites putatifs de liaison du facteur GCF couvrent le site du début de

la transcription et 19 nucléotides en amont de ce site (voir figure 7).

Afin de voir §’il y a une liaison du facteur GCF ou d’autres protéines aux sites
de liaison putatifs pour GCF (-17 &-11 et -6 a +4 ), nous avons effectué un EMSA
(electrophoretic mobility shift assay). Les deux sondes radioactives, utilisées pour
faire le EMSA, sont : PRIM GCF et PRIM GCF 2M (contiennent la region allant de -
39 3 +24 du promoteur PRIM1). La derniére est caractérisée par sept mutations
ponctuelles dans les sites putatifs de liaisoh du facteur GCF (voir section matériels et
methodes pour la séquence des sondes radioactives et les compétiteurs). Des
fragments de PCR, générés par les amorces 1361-F10 et 1361-R3, ont été utilisés

comme compétiteur (voir materiels et méthodes pour la séquences des amorces).

La figure 13 A démontre que les protéines dans les extraits nucléaires
provenant des cellules BOSC23 transfectées avec le facteur GCF, & une concentration
de 4 pg/pl, lient la sonde et cause une rétention compléte de la sonde dans la partie
sﬁpérieure du gel (ligne 3). Or, plus on diminue la concentration des extraits
nucléaires, plus on augmente la quantité de la sonde libre (ligne 4, 5 et 6). Donc on
constate qu’il y a des protéines dans les extraits nucléaires qui lient la sonde. Dans la
figure13 B, on voit que les protéines existantes dans les extraits nucléaires provenant
des cellules BOSC23 transfectées avec le facteur GCF se lient a la sonde PRIM-GCF
en absence de compétiteur (ligne 2). Plus on augmente la concentration de sonde non
marquée PRIM-GCF, utilisée comme compétiteur, plus on augmente la quantité de
sonde libre radioactive, la PRIM-GCF (lignes 3, 4 et 5). La bande la moins mobile
dans la figure 13 B, ligne 3 et 4, disparait lorsqu’on augmente la concentration de la

sonde sauvage (PRIM GCF froide) utilisée comme compétiteur (ligne 5). Par contre,
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cette bande ne disparait pas lorsqu’on utilise la sonde mutée (PRIM-GCF 2M) comme
compétiteur (ligne 8). La sonde PRIM-GCF 2M non marquée, mutée dans les motifs
de liaison & GCF est moins efficace comme compétiteur que la sonde PRIM-GCF non
mutée. Cela indique qu’il y a une liaison protéique spécifique (probablement du
facteur GCF) aux motifs de liaison pour le facteur GCF. Selon la figure 13 C, le profil
de liaison protéique 4 la sonde PRIM-GCF 2M, utilisant les extraits nucléaires
provenant des cellules BOSC23 non transfectées (ligne 6), n’est pas différent du
profil de liaison protéique a la méme sonde, utilisant les extraits nucléaires provenant
des cellules BOSC23 transfectées par le géne codant le facteur GCF (ligne 8). Par
contre, le profil de liaison protéique a la sonde PRIM-GCF marquée, utilisant les
extraits nucléaires provenant des cellules BOSC23 non transfectées (ligne 2) est
différent du profil de liaison protéique 4 la méme sonde en présence des extraits
nucléaires provenant des cellules transfectées par le géne codant pour le facteur GCF

(ligne 4).
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Figure 13. (A) Vérification de liaison entre certaines protéines des extraits nucl€aires
et les sites de liaison du facteur GCF, utilisant différentes concentrations d’extrait
nucléaire. L’EMSA (electrophoretic mobility shift assay) a été effectué avec la sonde
PRIM-GCF radioactive et 4 différentes concentrations, 4 pg/ul (ligne 3), 2 pg/pl
(ligne 4), 1ug/pl (ligne 5) et 0,5ug/pl (ligne 6), d’extrait nucléaire provenant des
cellules BOSC23 transfectées avec le géne qui code le facteur GCF. La sonde non
marquée PRIM-GCF 2M a une concentration de 4x a été utilisée comme compétiteur.
Il n’y a pas d’extrait nucléaire pour les lignes 1 et 2. Les fléches correspondent aux

complexes PRIM GCF-protéines.
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(B)
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Figure 13. (B) Vérification de liaison entre certaines protéines des extraits nucléaires
et les sites de liaison du facteur GCF en présence de différentes concentrations de
compétiteur. L EMSA a été effectué en absence (ligne 2) ou en présence de
différentes concentrations (1x, 2x, 4x) de sonde PRIM-GCEF (lignes 3 a 5) et PRIM-
GCF 2M (lignes 6 a 8), non marquées comme compétiteur. La sonde radioactive
utilisée dans cette expérience était le PRIM-GCF. Les extraits nucléaires provenaient
des cellules BOSC23 transfectées avec le géne codant pour le facteur GCF. Pour la

ligne 1, il n’y a pas d’extrait nucléaire. Les fléches correspondent aux complexes

PRIM GCF-protéines.
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Figure 13. (C) Vérification de liaison entre certaines protéines des extraits nucléaires
et les sites de liaison sauvages et mutés pour le facteur GCF. L’EMSA a été effectué
avec les sondes PRIM-GCF (lignes 1 a 4) et PRIM-GCF 2M (lignes 5 a 8) marquées.
Nous avons utilisé des extraits nucléaires provenant des cellules non transfectées
(lignes 2 et 6), ainsi que des extraits nucléaires provenant des cellules transfectées
avec le géne codant le facteur GCF (lignes 4 et 8). La sonde non marquée PRIM-GCF
2M a été utilisée comme compétiteur (concentration 4x ). Les fleches correspondent

aux complexes PRIM GCF-protéines.
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Donc, il semble que le facteur GCF, existant en grande quantité dans les
extraits nucléaires provenant des cellules transfectées avec le géne codant pour le
facteur GCF, agit de fagon directe ou indirecte sur ses sites putatifs de liaison. Le

facteur GCF ne peut pas se lier a I’ADN, lorsque ses sites de liaison sont mutés.

111) ROLE DES PROCOAGULANTS ET ANTICOAGLANTS AU NIVEAU DU
PROMOTEUR DU GENE PRIM1

I1I-a) Role du FVIIa et de la thrombine

Le FVIIa et la thrombine activent une ou plusieurs voies de transduction du

signal finissant par 1’activation de transcription du promoteur PRIMI1.

Les transfections des cellules BOSC23 par le promoteur du géne PRIMI1 en
présence de la thrombine ont montré que cette derniére, a une concetration de 0,1
U/ml, augmente environ 2,5 fois le niveau d’activit¢ CAT. D’autre part, ’ajout du

FVIla (100 nM) augmente environ 2 fois le niveau d’activité CAT (voir figure 14).
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Figure 14. L’effet de la thrombine (0,1 U/ml) et de FVIIa (100 nM) sur le promoteur
PRIMI. Le pSV2-CAT est utilisé comme contrdle positif. L’activité CAT a été
exprimée relative a Iactivité CAT du p1361 (PRIM-CAT). Toutes les transfections

ont été répétées trois fois.
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I1I-b) Réle de ’antithrombine III sur Pactivité du promoteur de PRIM1

Le produit du géne PRIMI est nécessaire pour I’initiation de la réplication. Le
promoteur PRIM1 est activé par la thrombine (agent mitogénique), le facteur VII
activé. L antithrombine I1I par sa fonction d’antagoniste de la thrombine et du facteur
VII activé est une excellente candidate pour ’inhibition de 1’expression du géne
PRIM1. Donc, nous avons vérifié I’effet de cet anticoagulant sur le promoteur

PRIMI.

Les transfections des cellules BOSC23 par le promoteur du géne PRIM1 en
présence de I’antithrombine I11 ont montré que cette derniére (2,5 U/ml) diminue
deux fois I’activité CAT (voir ﬁgure 15). Ces résultats nous ont mené a chercher les

séquences du promoteur qui répondent a 1’antithrombine II1.

Pour trouver la région du promoteur qui répond & 1’antithrombine III, nous
avons effectué des transfections des cellules BOSC23 par les mutants de délétion
p1682 (A -1529/ -1432), p1683 (A -1432/ -1332), p1684 (A -1332/-1233), p1662 (A -
1733/ -1085), p1962 (A -1733/ -213), p1963 (A -1733/ -152), p1964 (A -1733/-102)
et p1965 (A -1733/ -52) et nous avons veérifié ’effet de I’antithrombine III (voir figure
15 A et B). Tel que représenté sur la figure, |’ antithrombine III diminue environ deux
fois Pactivité CAT dans les mutants de délétion p1682, 1683, 1684, 1662 et 1962.
Cependant, lorsque 1’ antithrombine III est ajoutée aux cellules transfectées par les
clones p1963, p1964 et p1965, on n’observe pas de diminution significative de
Jactivité CAT par I’antithrombine III. Autrement dit, ’inhibition de I’activité du
promoteur PRIM1 par I’antithrombine IIT est conservée aprés une délétion de toutes
les séquences en amont de la position -213, tandis que I’inhibition de I’activité du
promoteur PRIM1 par I’antithrombine [1I n’est pas conservée lorsque les séquences

se trouvant en aval de la position -213 sont délétées.
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Figure 15. (A) Résultats préliminaires d’identification des séquences du promoteur
PRIM1 qui répondent & 1’antithrombine III. L’activité CAT a été mesurée aprés une
transfection des cellules BOSC23 par le promoteur sauvage PRIM1 et les mutants de
délétion p1682 (A -1520/ -1430), p1683 (A -1420/-1332 ), p1684 (A -1332/-1232) et
p1662 (A -1085/-1133) en présence d’une quantité de 2,5 unités/ml d’antithrombine
I1. (B) L’activité CAT a été mesurée aprés une transfection des cellules BOSC23 par
le promoteur sauvage (p1361) et les mutants de délétion p1962 (A-1733/-213), p1963
(A -1733/-152), p1964 (A -1733/ -102) et p1965 (A-1733/ -52) en présence d’une
quantité de 2,5 unités/ml d’antithrombine III. L’activité¢ CAT a été exprimée relative a

I’activité CAT du p1361. Toutes les transfections ont été répétées trois fois.

L’antithombine III, & une concentration de 2,5 U/ml, inhibe Iactivité du
promoteur PRIM1. Ce résultat nous a mené a chercher les séquences du promoteur

qui répondent & I’antithrombine IIL

D’aprés les résultats des transfections des cellules BOSC23 par les mutants de
délétion en présence de I’antithrombine II, la région qui répond a I’antithrombine III

est située entre la position -203 et -152 du promoteur PRIM1.
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DISCUSSION

Nous avons analysé les différentes régions du promoteur du géne PRIM1.
Nous avons utilisé des constructions PRIM-CAT pour étudier ’activation et la
répression du promoteur PRIM1. L’activité CAT a été mésurée en valeur absolue
(comptes par minute). L’activité CAT en valeur absolue augmente selon le temps
d’incubation des extraits des cellules transfectées en présence du liquide de
scintillation avant les comptages. Dans nos expériences, les valeurs absolues de
activité CAT étaient trés variables d’une expérience a une autre, parce que le temps
d’incubation des extraits cellulaires n’était pas le méme dans toutes les expériences.
Donc, nous avons présenté les résultats (Iactivité CAT) en valeur relative. Selon nos
résultats, le promoteur du géne PRIM1 n’a pas de boite TATA fonctionelle.
Cependant, il contient des séquences riches en GC. Les séquences riches en GC sont
des éléments typiques pour plusieurs promoteurs des génes qu’on appelle constitutif
et les oncogeénes cellulaires [7, 11, 12, 81et 96]. La plupart des promoteurs qui n’ont
pas de boite TATA contiennent plusieurs sites de liaison pour le facteur Spl. Le
facteur Sp1 interagit avec le TAF110 et il est impliqué dans I’activation de
transcription de plusieurs promoteurs qui n’ont pas de boite TATA [8]. D’aprés les
recherches TESS, le promoteur du géne PRIM1 contient plusieurs sites de liaison
putatifs pour le facteur Sp1. Il a été démontré chez la souris que la transcription
basale des trois sous-unités de I’ ADN polymérase a-primase, p54, p180 et p68, est
contrdlée par le facteur Spl. Cependant, la sous-unité p46 ne lie pas le facteur Spl.
Les facteurs impliqués dans la transcription basale de cette sous-unité ne sont pas
connus [11 et 82]. Pour evaluer le rdle de Sp1 dans la transcription basale du
promoteur PRIM], il faut voir si les sites putatifs de liaison au facteur Sp1 sont
fonctionnels. Pour identifier des séquences importantes pour la régulation de la
transcription du géne PRIM1, nous avons construit des mutants de délétion. Les
transfections transitoires des cellules BOSC23 par ces constructions ont montré que
’enlévement des séquences en amont de la position -152 n’affecte pas I'activité du
promoteur. Par contre, la délétion de la région allant de -152 a +47 du promoteur

PRIM1 inhibe complétement I’activité du promoteur PRIM1. Cette région contient
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les séquences rich en GC. Pour détérminer de fagon plus précise les séquences
importantes pour I’activité du promoteur PRIM1, nous avons disséqué la région -152
a+47. Les résultats de transfection montrent que les séquences entre -152 a -52 sont
importantes pour la transcription du géne PRIMI. 1l existe des sites de liaison putatifs
(-150 4 -145, -82 a -77) pour le facteur Sp1 dans cette région. Ainsi, lorsqu’on enléve
cette région on constate une diminution significative d’activité du promoteur PRIM1,
mais activité du promoteur n’est pas complétement perdue. Donc, il y a des
séquences nécessaires pour 1’activité du promoteur PRIM1 dans la région -52 a +47.
Cette derniére contient des motifs de liaison pour Sp1 (-31 a —24 et +7 a +12), GCF (-
17411 et —6 4 +4) et E2F-1 (+5 a +12 et +43 4 +50). Notre étude n’exclut pas un
r6le potentiel de Spl dans la transcription basale du gene PRIM1. Nous nous sommes
attardés sur le facteur GCF, connu comme étant un répresseur de transcription. Le
facteur Sp1 et le facteur GCF reconnaissent les séquences riches en GC. Il est
possible qu’un équilibre entre le GCF (régulateur négatif ) et le Sp1 (régulateur
positif) puisse jouer un rle important dans la régulation du géne PRIM1. Cependant,
toutes les séquences riches en GC ne sont pas reconnues par ces facteurs. Par
exemple, le facteur Sp1 n’interagit pas avec certains sites de liaison du facteur Spl
dans le promoteur EGFR [95]. L’affinité avec laquelle un facteur se lie 2 une

séquence doit aussi étre considérée.

11 existe un site de liaison putatif du facteur E2F-1 dans le promoteur du gene
PRIM1, comme on a déja mentionné précédemment. Des études effectuées sur la
régulation de transcription des sous-unités de I’ADN polymérase a-primase chez la
souris ont montré que le facteur E2F-1 augmente la transcription dépendant de la
croissance [82]. Les études effectuées sur le promoteur de la petite sous-unité de la
primase chez la souris ont également démonté que les sites de liaison du facteur E2F-
1 sont localisés proche du site d’initiation de la transcription, ce qui concorde bien
avec la présence d’un site putatif pour le E2F-1 a la position +5 a +12 du promoteur
PRIMI chez ’homme. Cependant, ’effet de ce facteur au niveau du promoteur
PRIM1, ainsi que sa liaison 4 ce site reste & détérminer. Notre étude sur le controle de

transcription du géne PRIM1 n’est pas exhaustive. Il y a d’autres facteurs qui peuvent
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jouer un rdle important au niveau du promoteur du géne PRIM1. Par exemple, un site
putatif de liaison au NFxB a été suggéré par la recherche informatique TESS.
Cependant, dans le cas de NFxB, ce site n’a pas été révélé quand la recherche a été
effectuée a plus haute stringence. Ceci suggere que le NFxB probablement n’est pas
un facteur majeur dans le contrdle de transcription du géne PRIM1. Donc nous

n’avons pas ciblé le réle du NFxB au niveau du promoteur PRIM1 dans nos études.

A part I’identification des sites importants pour la transcription du géne
PRIM1, nos recherches consistaient a trouver les mécanismes de répression du géne
PRIM], afin d’inhiber sa transcription et eventuellement inhiber le développement
des tumeurs liées a la surexpression du géne PRIM1. A cet égard, nous avons
approfondi nos études sur I’effet du facteur GCF et des anticoagulants au niveau du
promoteur PRIM1, plutdt que d’étudier le role des facteurs Spl ou E2F-1. La fonction
du facteur GCF reconstruit (séparé des domaines protéiques appartenant a la protéine
LRRFIP1) n’est pas encore connue, a I’exception de nos données ci- présentées. Dans
nos travaux, nous avons constaté que le GCF est un répresseur de la transcription du
géne PRIMI. L’introduction des mutations ponctuelles dans les sites putatifs de
liaison du facteur GCF conduit 4 une diminution de répression de ’activité du
promoteur PRIMI par ce facteur. Les expériences de cotransfection du facteur GCF
~ avec le promoteur minimal PRIM1 (ot toutes les séquences en amont de la position -
52 ont été enlevées) montrent une diminution de I’activité du promoteur PRIMI. Par
contre, les cotransfections effectuées avec le promoteur minimal PRIM1, mais ayant
des mutations ponctuelles dans les sites putatifs de liaison du GCF ont révélé une
diminution de répression de I’activité du promoteur du géne PRIM1 par le facteur
GCF. Ces résultats suggérent que le facteur GCF réprime I’activité du promoteur
PRIMI via ses sites de liaison qui se trouvent en aval de la position -52. Des essais
d’EMSA ont été effectués pour déterminer la présence des protéines (GCF ou autre)
qui se lient aux sites de liaison du facteur GCF. Dans nos expériences d’EMSA, nous
avons constaté la présence de protéines dans les extraits nucléaires BOSC23 qui lient
les sites putatifs de liaison du facteur GCF. Ces protéines n’ont pas €té identifiées.

Des essais supershift doivent étre effectués pour voir si ces protéines incluent le
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facteur GCF. Les essais de compétition avec deux différents compétiteurs, ont montré
que la sonde non marquée, mutée dans les sites de liaison du GCF, ne peut pas faire la
compétition avec la sonde marquée sauvage. Cela indique qu’il y a des protéines dans
les extraits nucléaires, qui lient les motifs de liaison du facteur GCF de fagon
spécifique. Dans les essais ’EMSA effectués avec la sonde sauvage pour le site de
liaison du facteur GCF, on a constaté une différence dans le profil de liaison
protéine/sonde lorsque I’extrait nucléaire provenait des cellules non transfectées (voir
résultat) par rapport au profil de liaison sonde/ protéine lorsque I’extrait provenait des
cellules transfectées par le géne codant le facteur GCF (voir résultat). Cependant, les
expériences d’EMSA, effectuées avec la sonde mutée dans les sites de liaison au
facteur GCF utilisant les extraits nucléaires provenant des cellules transfectées ou non
transfectées ne montrent pas de différence au niveau du profil de liaison
protéine/sonde. Donc, il est possible que le GCF, se trouvant en grande concentration
dans les extraits nucléaires des cellules transfectées, soit le facteur qui lie directement
ces motifs de liaison, mais ne lie pas ces motifs lorsqu’ils sont mutés. Il a ét¢ démonté
que le facteur GCF se trouve dans toutes les cellules, mais en trés faible concentration
[95]. Nos résultats pourraient confirmer la présence d’une quantité trés faible du
facteur GCF dans les cellules. Le facteur GCF endogéne existant en tres faible
quantité n’intérfére pas avec nos résultats de transfection effectuée avec les mutants
de délétion décrits plus haut. Le mécanisme par lequel le GCF agit pour réprimer le
promoteur PRIM1 n’est pas connu. Pour confirmer la liaison directe du facteur GCF
au promoteur PRIM1, des essais supershift devraient étre effectués utilisant des

anticorps contre le facteur GCF (travail en progrés dans notre laboratoire).

Vu que le facteur GCF est un répresseur fort d’expression du géne PRIM1, il
serait trés intéressant de voir si I’induction de GCF peut reverser le phénotype des
cellules transformées. Si cela se confirme, le GCF, livré par un vecteur viral par
exemple, pourrait étre utiliser pour inhiber la transcription du PRIMI et ralentir le
développement des tumeurs. Il sera également intéressant de vérifier si le phénotype

oncogénique de certaines cellules qui surexpriment la PRIM1 (par exemple certaines
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lignées cellulaires d’ostéosarcome) ou bien si le caractere tumorigénique des cellules

qui expriment la protéine de fusion PRIM-NAC sera supprimé par le GCF.

Un de nos objectifs était de vérifier I’effet des procoagulants a activité
mitogéne sur le promoteur PRIM1. 1l a ét¢ démontré que le FVIla et la thrombine
(composants de la voie de coagulation sanguine) aident a promouvoir la progression
tumorale [106,122]. Ces composants induisent plusieurs effets au niveau des cellules.
Un des effets cellulaires produit par ces composants est I’induction de I’activité
mitogénique. Selon nos résultats, la thrombine, a une concentration de 0,1 U/ml,
augmente 1’activité du promoteur PRIM1. Le facteurVIla est un autre procoagulant
qui induit activité du promoteur PRIM1 en présence de son récepteur, le facteur
tissulaire [48 et voir résultats]. Nos résultats, non présentés dans ce mémoire,
démontrent que 1’activation du promoteur PRIM1 produite par la thrombine est
dépendante du récepteur PAR1, tandis que I’activation du promoteur générée par le
FVIla est dépendante des facteurs tissulaires et les récepteurs PAR?2 [48]. Donc deux
voies de signalisations distinctes sont impliquées dans I’induction d’activité du
promoteur PRIM1 par les facteurs de coagulations. Il est intéressant de trouver
1’élément qui répond au FVIIa dans le promoteur PRIM1. Le FVIIa et la thrombine
pourraient étre utilisé afin de stimuler la prolifération cellulaire dans certaines
conditions médicales dont une croissance cellulaire est requise, par exemple la
guérison des lésions traumatiques et les brilures. Nous avons déja certaines données

préliminaires a ce sujet.

Nos résultats montrent que la thrombine et le FVIIa peuvent activer le
promoteur PRIM1. Donc, il est possible que ces procoagulants aident la progression
tumorale par 1’augmentation d’expression du gene PRIM1. Cependant, I’effet de
1’ antithrombine III, & cause de son pouvoir d’antagoniser les facteurs impliqués dans
la métastase et la croissance cellulaire (la thrombine, le FX et le FVIIa/facteur
tissulaire), a été vérifié au niveau du promoteur du gene PRIM1. Nous avons constaté
que I’antithrombine III humaine, & une concentration de 2,5 U/ml, inhibe I’expression

du géne PRIM1 d’environ deux fois. L’inhibition d’expression du géne PRIM1 par
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I’antithrombine III n’est pas trés efficace dans notre systéme d’étude, car nous avons
effectué nos travaux in vitro qui ne contient pas tous les éléments du systéme de
coagulation et d’anticoagulation qui se trouvent in vivo. Par exemple, 1’antithrombine
111, seule, n’est pas un inhibiteur trés efficace. Cependant, I’héparine présent & la
surface des cellules endothéliales stimule P’activité de ’antithrombine III [107, 114].
Plusieurs protéines générées durant 1’activation de la coagulation comme la
thrombine, les facteurs IXa, Xa, et Xla sont inhibés par 1’antithrombine III qui est un
inhibiteur des sérines protéases [117, 132]. Il a été démontré que I’antithrombine III
avec ou sans héparine réduit la quantité des facteurs VIIa liés aux facteurs tissulaires
a la surface des cellules [103, 114, 118]. L’antithrombine III et les autres agents
anticoagulahts, pour leur pouvoir d’inhibiteur d’expression de la primase sont des
agents intéressants pour le traitement du cancer et les maladies ou I’ ADN primase est
surexprimée. Quelques études ont été effectuées sur I’effet anticancéreux des
anticoagulants warfarine et héparine [117]. Cependant, les mécanismes par lesquels
ces agents agissent pour inhiber la progression tumorale ne sont pas connus. D’apres
nos résultats, un des mécanismes par lequel I’antithrombine III exerce sont effet
antimétastastatique et antitumoral pourrait étre par I’inhibition d’expression du géne
PRIM1. Méme si ce dernier n’est pas le mécanisme principal de I’action
antinéoplasique des anticoagulants, notre systéme promoteur PRIM1-gene rapporteur
CAT peut nous servir comme outil dans les études sur les effets anticancéreux des
anticoagulants et dans le criblage des molécules les plus prometteuses pour le

traitement des cancers a 1’aide des anticoagulants.

Afin de trouver ’élément qui répond & I’antithrombine III dans le promoteur
du géne PRIM1, nous avons vérifié I’effet de I’antithrombine III sur nos différents
mutants de délétions décrits précédemment. Selon nos résultats préliminaires, la
diminution d’activité du promoteur PRIM1 par I’antithrombine III est conservée
lorsque toutes les séquences en amont de la position -213 sont enlevées. Cependant,
la délétion de la région se trouvant entre -213 et -152 supprime la diminution
d’activité du promoteur PRIM1 produite en présence de I’antithrombine III. Donc, il

est probable que la région située entre la position -213 et -152 contient les éléments
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de réponse a I'antithrombine II1. Cependant, il reste a trouver de fagon plus précise
ces éléments existant dans le promoteur du géne PRIM1, ainsi que les facteurs de
transcription qui se lient 4 ces éléments de réponse(un facteur de transcription, le
facteur Spl, ayant un site de liaison dans cette région a été suggéré par le logiciel
TESS). D’autre part, il sera intéréssant de vérifier la supression des métastases par

I’antithrombine III dans un modéle animal.

Les inhibiteurs de ’ADN primase sont utiles non seulement pour étudier des
différentes voies de signalisation biochimique, mais aussi pour développer des agents
qui bloquent la prolifération cellulaire. Ces agents peuvent étre utilisés comme des
agents anticancéreux. La majorité des composants qui inhibent la primase sont des
analogues de nucléotides. Les analogues de nucléotides ont certains désavantages : a)
ils causent des dommages aux niveaux de I’ADN des cellules non cancéreuses; b) ils
ne sont pas trés efficaces dans les cas du surexpression de la protéine PRIMI, parce
que les doses requises pour neutraliser la quantité augmentée de PRIM1 seront encore
plus toxiques pour les cellules normales du patient. A cet égard, le ciblage du géne
PRIM1 au niveau de sa transcription pourrait se traduire dans des nouvelles

approches pour le traitement du cancer.
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CONCLUSION

Nos études d’identification des séquences promotrices PRIM1 impliquées
dans la régulation d’expression du géne PRIM1 ont permis de conclure que le
promoteur PRIM1 n’a pas de boite TATA. Cependant, a ’aide de plusieurs mutants
de délétions, nous avons identifié des séquences importantes pour activité du
promoteur du géne PRIM1. Ces séquences sont situées en aval de la position -152 du
promoteur du géne PRIM1. Ces séquences, étant riches en GC, pourraient jouer un
role important dans la transcription basale du géne PRIM1. Les recherches
informatiques de facteur de transcription ont révélé la présence des sites de liaison
pour les facteurs de transcription Sp1 (-150 & -145, -82 4 -77,-31 2 -24 et +7 4 +12) et
E2F-1 (+5 a +12). De plus, nos recherches de mécanismes d’inhibition de Iactivité
du promoteur PRIM1 nous ont mené & identifier le facteur GCF comme un répresseur
de Iactivité du promoteur PRIM1. Nos études ont démontré que le facteur GCF
réprime le promoteur PRIM1 via ses deux sites de liaison (-17 2 -11 et -6 4 +4),
proposés par la recherche TESS. Cependant, pour confirmer la liaison du facteur GCF

a ces sites, d’autres expériences doivent étre effectuer (essais supershift et foolprint).

L’étude de Peffet de la thrombine et le FVIia (facteurs a activité mitogéne) a
demontré que ces procoagulants augmentent Iactivité du promoteur PRIM1.
Cependant, d’autres études sont nécessaires pour identifier les voies de signalisation
empruntées par ces procoagulants pour activer 1’expression du géne PRIM1. Enfin,
nos études ont démontré que I’antithrombine III, étant un anticoagulant, inhibe
’expression du géne PRIM1. Les mécanismes par lequels I’antithrombine III agit

pour inhiber I’expression du géne PRIM1 ne sont pas connus.

Ces études nous ont permis de développer un systéme simple pour étudier la
régulation d’expression du géne PRIM1 et identifier des facteurs connus ou nouveaux
qui sont des inhibiteurs de I’activité du promoteur PRIM1. Ces agents peuvent servir

pour traiter les cancers et les maladies reliées a une surexpression de I’ ADN primase.
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