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RSUM

Les MAP kinases font partie des enzymes les plus étudiées en signalisation cellulaire

car elles jouent un rôle clé dans le contrôle de plusieurs réponses cellulaires telles la

prolifération, la différenciation, la réponse aux stress et l’apoptose. ERK4 est une

MAP kinase atypique qui contrairement aux MAP kinases classiques ERK1/2, JNK et

p38, possède un motif SEG plutôt que le très conservé TXY dans sa boucle

d’activation. Aucune kinase activatrice, ni aucun substrat n’ont été identifiés pour

ERK4. De plus, la fonction de cette enzyme demeure inconnue. Nous avons d’abord

analysé la séquence de ERK4 humain. Le séquençage du cDNA initialement cloné a

révélé la présence de 5 nucléotides suplémentaires ce qui entraîne un changement

au niveau du cadre de lecture de la protéine. Nous présentons ici une séquence

révisée de la forme humaine de la protéine ERK4. Nous avons ensuite analysé la

structure du gène Mapk4 murin. Les résultats ont démontré que le gène Mapk4

murin est composé de 6 exons répartis sur 1 40 kb. Finalement, l’objectif principal

de notre projet était de développer une stratégie de délétion causant l’inactivation

du gène Mapk4 dans les cellules ES dans le but de générer des souris dont la

fonction de ERK4 est inactive. Cette délétion est causée par l’insertion du gène de

la GFP dans le 2e exon, permettant dans un même temps d’analyser le profil

d’expression spatio-temporel du gène Mapk4. De plus, le gène de la RFP a été utilisé

dans la construction du vecteur de ciblage comme marqueur de sélection négatif.

Suite au criblage de 300 clones, nous avons identifié trois clones présentant le profil

de l’allèle muté. Le clone 148 a été sélectionné pour l’injection de blastocystes de

souris. Par conséquent, la première étape dans la génération de souris dont le gène

Mapk4 est inactivé a été franchie avec succès. La création de ce modèle animal

nous renseignera grandement sur les fonctions jusqu’ici inconnues de cette MAP

kinase atypique.

Mots clées : Mapk4, ERK4, étude de fonction, stratégie d’inactivation, construction

de ciblage,délétion génique, gène rapporteur, criblage, cellules ES, analyse de

séquences.
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SUMMARY

MAP kinases are among the most studied enzymes in ceil signalling because of the

key role they play in controlling many cellular responses such as proliferation,

differentiation, stress response and apoptosis. Contrarily to classical MAP kinases

such as ERK1 /2, JNKs and p38 family members, ERK4 is an atypical MAP kinase that

contains an SEG sequence instead of the welI conserved TXY motif in its activation

Ioop. No upstream kinase nor substrates have been identified for ERK4.

Furthermore, ERK4 function remains unknown. We first analysed the human ERK4

sequence. Sequencing of the initially cloned cDNA revealed 5 additional nucleotides

that shift the open reading frame of the protein. Here we propose a revised

sequence for the human form of ERK4 protein. Next, we analysed the structure of

the mouse Mapk4 gene hat is composed of 6 exons spanning over 1 40 kb. Finally,

the main objective of our project was to develop a strategy to inactivate Mapk4

(Erk4) gene in ES ceTi in an attempt to generate ERK4 knockout mice. The gene for

GFP was inserted in the inactivation cassette, thus allowing spatio-temporal analysis

of Mapk4 gene expression. Moreover, the RFP gene was used in the targeting vector

as a negative selection marker. Among 300 clones screened, 3 positives clones that

displayed a correctly targetted allele were identified. Clone 1 48 was selected for

mouse blastocyst injection. This animal model wilI be of invaluable value in

establishing the yet unknown functions of the atypical MAP kinase ERK4.

Key words : Mapk4, ERK4, function studies, inactivation strategy, gene targeting,

knock out, knock in, ES cells, sequence analysis.
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1. INTRODUCTION

1.1 Considérations générales

Les MAP (mitogen-activated protein») kinases sont des sérines/thréonines

kinases impliquées dans plusieurs voies de signalisation cellulaire. Ces voies de

signalisation permettent l’intégration de signaux provenant de divers stimuli

extracellulaires pour que la cellule puisse répondre de façon adéquate aux

changements environnants. Ainsi, les MAP kinases sont des enzymes clés impliquées

lors de processus contrôlant l’embryogénèse, la prolifération et la différenciation

cellulaires, la réponse au stress ainsi que l’apoptose [1-3]. Les premières MAP

kinases ont d’abord été désignées MBP/MAP2 kinases suite à leur caractérisation

enzymatique mesurée par leur capacité à phosphoryler les substrats MBP (.xmyelin

basic protein») ainsi que MAP2 (<cmicrotubule-associated protein 2») [4, 5]. Par la

suite, l’acronyme MAP a plutôt été utilisé pour définir ces enzymes comme étant

activées en réponse à divers agents mitogéniques, d’où l’appellation «mitogen

activated protein» [6].

Chez les eukaryotes, les MAP kinases définissent une grande famille

d’enzymes très conservées dans l’évolution, de la levure jusqu’à l’homme (revue

dans [3]). Ces enzymes font parties intégrantes d’un module kinase dont

l’activation implique la phosphorylation en série de trois kinases soit une MAP kinase

kinase kinase (MAPKKK ou MEKK), une MAP kinase kinase (MAPKK ou MEK) et une

MAP kinase (MAPK) (Figure 1, page 2). La famille de MAP kinases de mammifères

comprend 1 4 membres ERKJ et ERK2 (<extracellular signal-regulated kinase»), JNK

1,2 et 3(«c-]un N-terminal kinase») et p38 ci, 13, ô et y, considérées comme les MAP

kinases classiques, ainsi que les sous-familles ERK5, ERK7, NLK (xnemo like kinase»),

ERK3 et ERK4. Ces dernières sont considérées comme non conventionnelles par

leurs particularités respectives en comparaison aux MAP kinases classiques.
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Stimuli

K

Réponse
cellulaire

Figure 1 Module MAP kinase. L’activation du module kinase implique la phosphorylation

en série de trois kinases soit une MAPKKK, une MAPKK et une MAPK.

1 .2 MAP kinases classiques ERK1 /2, JNK et p38

1 .2.1 Identification

ERK1 a été la première Map kinase identifiée comme une sérine/thréonine

kinase, elle même phosphorylée sur deux résidus, tyrosine et thréonine, en réponse

à l’insuline [4]. Cette kinase s’avéra être la même enzyme caractérisée par

différents groupes comme étant phosphorylée sur un résidu tyrosine en réponse à

d’autres facteurs de croissance tels le PDGF (cplatelet-derived growth factorx’) et

l’EGF («epidermal growth factor»)[7], ainsi que par les esters de phorbol [8]. Au

début des années 90, le cDNA de cette protéine a été isolé par le groupe de Mélanie

Cobb[9], suivi peu de temps après par celui de ERK2 [10].

JNK, aussi appelé SAPK pour «stress-activated protein kinase», a d’abord été

caractérisée et purifiée à partir du foie de rat traité à la cycloheximide [11], puis

comme une kinase capable de lier et de phosphoryler le N-terminal du facteur de

transcription c-Jun en réponse aux rayons ultraviolets [1 2, 1 3]. L’isolation du cDNA

[1 4, 1 5] a permis de mettre en évidence la présence de trois gènes ]NKJ ,2 et 3,

dont l’épissage alternatif entraîne la formation d’au moins 10 isoformes [16].
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p38 (p38a) a été identifiée comme étant phosphorylée en tyrosine en

réponse à des endotoxines et suite à un choc osmotique [17], et comme la kinase

activatrice de la MAPKAP («MAP kinase-activated protein») kinase 2 dans les cellules

traitées à I’interlukine 1 et à l’arsenite [1 8] . L’isolation du cDNA puis la

caractérisation de cette protéine comme une cible de l’inhibiteur pharmacologique

SB203580, capable d’empêcher la synthèse de TNFa («tumor necrosis factor»)

dans les monocytes [1 9], lui valut aussi le nom de CSBP pour «cytokine-suppressive

anti-inflammatory drug-binding protein». L’identification de trois autres gènes a

permis d’identifier trois autres isoformes, soit p383 [20], p38y [21] et p38ô [22].

1 .2.2 Identité protéique

ERK1 et ERK2 sont des protéines de 44 et 42 kDa respectivement qui

montrent 85% d’homologie entre elles ainsi qu’une grande homologie avec deux

kinases de levure, Kssl [23] et Fus3 [24], impliquées dans la régulation du cycle

cellulaire en réponse aux facteurs de conjugaison. Les différentes forme de JNK

présentent 40% d’homologie avec ERK2 au niveau du domaine kinase et 87%

d’homologie entre elles. L’extension C-terminale de longueur variable engendre des

protéines de 46 et 54 kDa. Les différentes formes de p38, de 38 kDa à 43 kDa,

présentent entre 40 et 50% d’homologie avec ERK2 à l’intérieur du domaine kinase

et une homologie de plus de 60% entre elles. Tout comme ERKJ/2, p38a possède

une grande homologie avec une kinase de levure, Hogi [25], impliquée dans la

réponse à un choc osmotique.

1.2.3 Structure protéique

La structure des kinases est définie par la présence d’un domaine

catalytique, aussi appelé domaine kinase, qui s’étend sur 250 à 300 acides aminés,

subdivisé en 1 2 sous domaines. L’alignement de la structure primaire de plusieurs

kinases a permis de définir la présence de résidus très conservés à l’intérieur de ce

domaine, tels les motifs DEG et APE, ainsi que la présence de motifs plus spécifiques

aux MAP kinases, dont le motif TXY dans la boucle d’activation [26, 27], ou X

représente un acide glutamique pour ERKJ/2, une proline pour JNK et une glycine

pour p38.
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Dans les années 90, plusieurs études dont la crystallographie de la kinase

cAMP (cyclic adénosine monophosphate») dépendante [28], ainsi que celle de

ERK2 [29] sous la forme phosphorylée et non phosphorylée, ont permis d’élucider la

structure tertiaire des MAP kinases. L’analyse structurale a démontré que ces

enzymes sont constituées de deux lobes, soit le domaine N-terminal composé

majoritairement de feuillets béta et le domaine C-terminal majoritairement composé

d’hélices alpha. Ces deux domaines sont séparés à leur interface par le site

catalytique à l’intérieur duquel se lie l’AfP (<cadenosine triphosphate»). Le domaine

N-terminal contient aussi une région riche en glycine permettant le positionnement

de l’ATP ainsi qu’un résidu lysine essentiel à la catalyse [30]. Le domaine C-terminal

contient le site nécessaire à la reconnaissance du substrat, appelé le site P+1, qui lie

spécifiquement les substrats qui contiennent la séquence consensus Pro-X-Ser/fhr

Pro. Le site P+1 est contigu avec une petite boucle, appelée la boucle d’activation,

sur laquelle se trouvent les résidus Thr/Tyr (motif TXY) dont la phosphorylation

engendre l’activation de la kinase.

Lors de l’activation, la phosphorylation de ces deux résidus induit le

rapprochement des deux lobes, l’alignement des résidus essentiels à la catalyse ainsi

qu’un changement de conformation du site P+7 permettant la liaison du substrat

[29, 31]. La phosphorylation des deux résidus est essentielle à l’activité

enzymatique puisque, tel que démontré pour ERK1/2, le remplacement de la Tyr 183

ou la Thr 185 par un résidu alanine ou phénylalanine, respectivement, abolit

totalement cette activité [32]. Cependant, la mutation de ces deux résidus par des

résidus phosphomimétiques, tel l’acide glutamique, ne rends pas les MAP kinases

constitutivement actives [33]. Ceci vient renforcer l’importance de cette double

phosphorylation et l’implication de ces deux résidus sur le changement de

conformation et l’activation de la kinase.

Les MAP kinases contiennent aussi des domaines d’interactions protéine

protéine. Parmis ceux-ci, le motif composé de résidus acides DXX(D/E), conservé

parmi les MAP kinases, a été identifié comme un domaine d’interaction protéine

protéine [34, 35]. Ce domaine, appelé le domaine CD (ccommon docking domain»)
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permet une interaction avec les substrats qui possèdent un motif composé de

résidus basiques suivi de résidus hydrophobes (LXL et/ou un triplet de résidus

hydrophobes). Ce motif, aussi appelé le domaine D (docking domain»), est présent

sur plusieurs substrats des MAP kinases tels Elk-1 et c-]un , sur des kinases

activatrices tel MEKJ, ainsi que sur les phosphotyrosines phosphatases et sur

toutes les MAP kinases phosphatases [34, 36, 37]. Un autre motif, FXFP, présent

sur plusieurs substrats, dont les facteurs de transcription SAP-1 et Elkl, a d’abord

été identifié comme étant un motif d’interaction spécifique à ERKJ/2 [38].

Récemment, il a été démontré que la présence de ce motif augmentait la

phosphorylation des substrats par p38 [39]. Le motif FXFP permet la liaison du

substrat avec la kinase de manière indépendente ou en plus de l’interaction du

substrat avec le domaine CD.

J .2.4 Profil d’expression

ERKJ et ERK2 sont exprimées de façon ubiquitaire tout en présentant un

patron d’expression variable selon le tissu et le type cellulaire. L’ARNm est

fortement exprimé dans les cellules très différenciées, ainsi que dans le système

nerveux où l’expressions augmente au cours du développement neuronal [10].

L’ARNm de JNKJ et ]NK2 est exprimé de façon ubiquitaire alors que l’expression de

JNK3 semble limitée au système nerveux et au coeur [40]. Selon le profil

d’expression de l’ARNm, p38a et p38f3 sont aussi exprimées de façon ubiquitaire

[20], alors que p38y et p38 sont exprimées de manière différentielle dans

différents tissus. L’expression de p38y est aussi induite lors de la différenciation

musculaire alors que l’expression de p38 semble être régulée au cours du

développement [41, 42].

1 .2.5 Voies de signalisation

Chez les mammifères, trois voies de signalisation ont été particulièrement

caractérisées, soit la voie ERKJ/2, la voie JNK et la voie p38 (figure 2, page 6).

L’activation spécifique des différentes voies de signalisation implique différents

types de récepteurs membranaires et protéines adaptatrices ainsi que différentes

petites GTPases. Suite à la phosphorylation du module kinase, les MAP kinases
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phosphorylent une grande variété de substrats afin d’assurer une réponse cellulaire

adéquate.

Stress, GPCR,
SUm ulus Growth Factors, Xntlammatory Cytoknes,

Mitogens. GPCR Growth Factors

/
MAPKXK fB.R&c.Rat, MLK3, TAK,

Mos, Tp2 OLK ASKI

1
MAPKK ( MEK 112 dMKK3I6 (MKK6/7)

1’ 1 1
MAPK ERK1t2 ) 8MAPKr4II3tT (sAPK)

/
Biological Growth, Intiammation,
Response DifferenUallon. Apoptosis,

Development Growth.
Ditferentiation

Figure 2 : Voie de signalisation ERK, JNK et p38 chez les mammifères. Suite à un

stimulus extracellulaire, les différentes voies de signalisation sont activées via la

phosphorylation en série de trois kinases composant le module kinase ( tiré [43] ).

1.2.5.1 Stimuli et récepteurs

Les MAP kinases sont activées par une grande variété de stimuli dont

certains sont impliqués dans l’activation de plusieurs voies de signalisation. ERK1/2

sont principalement activées en réponse aux facteurs de croissance (EGF, PDGF,

NGF) et à l’insuline [10], alors que JNK et p38 sont principalement activées par

différents stress cellulaires (hyperosmolarité, rayons ultraviolets (UV)) [1 7, 1 9]

ainsi qu’en réponse aux cytokines (IL-1, INFa) [44] [45, 46]. La spécificité

d’activation des différentes MAP kinases dépend non seulement du type de stimuli

mais du type cellulaire. Ainsi, dans certains types cellulaires, ERKJ/2 peuvent aussi

être activées suite à l’irradiation UV [47] ainsi qu’en réponse à certaines cytokines

[48, 49] alors que JNK [14] et p38 [50, 51] peuvent être activées par des

facteurs de croissance.
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L’activation de ERKJ/2 implique principalement les récepteurs à activité

tyrosine kinase, activés par des facteurs de croissance, ainsi que différentes classes

de GPCR («G protein couple receptor»). Dans le cas des récepteurs tyrosines

kinases, la liaison du substrat entraîne l’autophosphorylation du récepteur et le

recrutement de la petite GTPase Ras qui, suite à des mécanismes encore peu

connus, est en mesure d’activer Raf, la première MAPKKK. Pour ce qui est des

GPCRs, l’activation de Raf peut se faire via des mécanismes qui dépendent ou non

de l’activation de Ras (revue en [3, 52, 53].

L’activation de ]NK et de p38 implique plusieurs types de récepteurs dont

les récepteurs de cytokines TNFR1/2 («tumor necrotic factor receptor»), via le

recrutement de TRAF2 (TNFR-associated factor») [54, 55], et le récepteur à l’IL-l

(<interleukin 1») qui recrute TRAF6 [56]. Différentes classes de GPCR [57, 58]

ainsi que les petites GTPases de la sous famille Rho, dont Rac et Cdc42, ont aussi

été impliquées dans l’activation de JNK [59] et p38 [60]. Pour ce qui est des

mécanismes d’activation suite à un stress cellulaire, ils sont encore jusqu’à

maintenant très peu caractérisés.

1 .2.5.2 Module kinase

L’activation du module kinase ERK1/2 implique en premier lieu l’activation

des MAP kinases kinases kinases de la sous-famille Raf, telles Raf 1 [61], A-Raf

[62] ou B-Raf [63]. Ces kinases vont par la suite activer les MAP kinases kinases

MEK1 et MEK2 t64-66], qui à leur tour vont phosphoryler les MAP kinases ERK1 et

ERK2. D’autres MAP kinases kinases kinases telles MEKK1 ,2,3 sont capables

d’activer plus d’une voie de signalisation, dont la voie ERKJ/2 [67, 68]. Cependant,

les MAP kinases kinases MEK1 et MEK2 n’ont jusqu’à maintenant aucun autres

substrats connus que ERKJ et ERK2 [69].

Les MAP kinases kinases kinases impliquées dans l’activation de JNK et p38

sont très nombreuses. Leur implication a été démontrée suite à des études de

surexpression ainsi que par des expériences de dominant négatif et des expériences

de phosphorylation in vitro. La plupart sont d’ailleurs capables d’engendrer
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l’activation de ces deux MAP kinases et ce à différentes échelles. Par conséquent, la

spécificité de ces enzymes au niveau physiologique reste encore ambiguê. Parmi

elles, on retrouve TAK1 (.xTGF-(3-activated kinase») [70] et ASKJ (apoptosis signal

regulating kinase») [71]. MEKK 1-3 [68, 72, 73] , MLK2/3 (mixed lineage kinase»)

[74, 75] et DLK («dual-leucine zipper kinasex’)[76] semblent quand à elles plus

spécifiques à la voie JNK, alors que TAO 1 (<cthousand and one kinase») [77] ainsi

que PAK (<cp2l-activated Ser/Thr kinase») [60, 78] semblent plus spécitiques à la

voie p38.

Les MAP kinases kinases activatrices de ]NK sont MKK4 [79] et MKK7[80],

qui semblent moins spécifiques que MEK1/2 puisqu’elles sont aussi capables

d’activer p38, du moins lorsque surexprimées et in vitro [81]. Par contre,

l’activation de p38 est spécifiquement assurée par les deux MAP kinases kinases

MKK3 [82] et MKK6 [83, 84].

1 .2.5.3 Substrats et fonctions

ERKJ/2 possèdent une grande diversité de substrats dont les protéines

kinases RSK («p90 ribosomal S6 kinase») et MNK 1/2 (xmitogen and stress

activated kinase»)(revue en [85]) , la phospholipase A2 cytoplasmique [86], ainsi

qu’un grand nombre de facteurs de transcription dont E1k1 [87], Sapl [88], c-Fos

[89] et c-Myc [90]. Les substrats de JNK sont presqu’exclusivement des facteurs

de transcription dont c-Jun [14], ATF-2 [91], p53 [92] et Elk-1 [93]. Ce dernier

est d’ailleurs un point de convergence entre la voie ERKJ/2 et JNK [93]. p38

compte aussi parmi ses substrats plusieurs facteurs de transcription dont ATF-2

[45] et Sap-1 [94], point de convergence entre la voie ERKJ/2 et p38 [95], ainsi

que des protéines kinases dont MAPKAP kinases 2/3 (xmitogen-activated protein

kinase-activated protein ») [18] et MNK1/2 [85].

Les MAP kinases jouent un rôle important au niveau de l’embryogénèse, la

prolifération et la différenciation cellulaires, la régulation du cycle cellulaire, la

réponse au stress ainsi que l’apoptose et la survie cellulaire. Leur capacité à

phosphoryler un large éventail de protéines cytoplasmiques ainsi que plusieurs
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facteurs de transcription, afin de réguler l’expression génique, explique cette grande

diversité au niveau fonctionnel. En général, ERKJ/2 sont davantages impliquées

dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Par exemple, il a été démontré

que l’utilisation de dominant négatif de ERKJ pouvait inhiber de façon marquée la

prolifération cellulaire [96, 97] et qu’une activation soutenue de la voie ERK 1/2

dans les fibroblastes était requise pour passer le point de restriction en phase G1 du

cycle cellulaire [98].

Cependant, les différentes fonctions accomplies par les MAP kinases

dépendent aussi du type de stimuli, du type cellulaire, de la durée de l’activation

ainsi que de la coactivation de différentes voies de signalisation. Dans les cellules

PCi 2 par exemple, l’activation de ERK1/2 par l’EGF entraîne la prolifération des

cellules alors que l’activation par un autre facteur de croissance, le NGF, entraîne la

différenciation [99]. Parallèlement, l’absence de NGF dans ces cellules entraîne

l’apoptose due à l’inhibition de ERK1/2 (en conjonction avec l’activation de JNK et

p38), ce qui implique que dans ce contexte ERKJ/2 joue un rôle dans la survie

cellulaire [1 00].

JNK et p38 ont été caractérisées principalement suite à la réponse au stress

ainsi que pour leurs rôles dans l’apoptose. L’implication de plusieurs voies de

signalisation et le contexte cellulaire pourraient expliquer les différentes fonctions

de JNK et ainsi le rôle contradictoire de cette kinase impliquée dans l’apoptose et la

survie cellulaire (revue en [101]). Cette double fonction, soit pro et anti

apoptotique semble aussi s’appliquer à p38 [1 02-1 04]. p38 joue aussi un rôle

majeur dans la production de cytokine pro-inflammatoire tel l’IL-i et le TNF-a [1 9,

1 05], et tout comme JNK, est impliquée dans la prolifération et la différenciation

des cellules immunitaires [1 06-1 09].

Tel que mentionné, plusieurs substrats des MAP kinases sont des facteurs

de transcription qui permettent de contrôler l’expression génique. Par exemple, les

facteurs de transciption de la famille TCF (<fTernary complex factors»), dont Sap-1

et Elk-i, lorsqu’activés par ERK et/ou JNK et/ou p38, vont former des
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hétérodimères avec les facteurs de transcription de la famile SRF (.xserum response

factors»). Ce dimère va par la suite lier l’élément de réponse SRE (<serum response

element») présent dans la région promotrice du gène c-Fos et ainsi réguler

l’expression de ce dernier [87, 88, J 1 0, 1 11]. Un autre exemple concerne

l’activation, par JNK et p38, de l’hétérodimère c-Jun et ATF-2 qui lient la région de

contrôle TRE («TPA (J 2-0-tetradecanoylphorbal-J 3-acetate) response element»)

présente dans la région promotrice du gène c-Jun, ce qui permet ainsi de moduler

l’expression de c-Jun [45, 91, 1 1 2]. De plus, l’expression des facteurs de

transcription de la famille Jun et Fos permet entre autre la formation du complexe

AP-1 qui se lie à des éléments de contrôle spécifique dans les régions promotrices

des gènes impliqués dans la prolitération et la différenciation cellulaires [108].

Les différentes fonctions de ces kinases seront aussi abordées à la section

J .7 en rapport aux phénotypes observés suite à l’inactivation du gène chez la

souris.

1 .2.6 Régulation

1 .2.6.1 Phosphorylation/Déphosphorylation

Tel que mentionné, les MAP kinases sont activées par double

phosphorylation sur des résidues tyrosine et thréonine présents dans la boucle

d’activation. La phosphorylation des deux résidus est essentielle et nécessaire afin

d’activer la kinase. Bien que la durée de cette activation puisse varier, dans des

conditions physiologiques, l’activation des MAP kinases est majoritairement

transitoire et la quantité des MAP kinases ne varie pas au cours de la stimulation.

Ainsi, l’état de phosphorylation doit être régulé de manière rapide et précise. Cet

état de phosphorylation dépend de l’équilibre entre la phosphorylation par des

kinases activatrices et la déphosphorylation par plusieurs types de phosphatases,

dont les sérines/thréonines phosphatases telles PPQ<protein phosphatase») 2A et

PP2C, les tyrosines phosphatases dont PTP-SL (<STEP-like protein phosphatase»)

ainsi que les phosphatases à double spécificités DUSPs («dual spéciticity

phosphatases»), aussi appelées MKPs («MAP kinase phosphatase»).



La spécificité des différentes phosphatases, leur mode de régulation ainsi

que leur localisation permettent de réguler de façon spécifique les différentes MAP

kinases de manière spatio-temporelle. Par exemple, PP2A, qui est majoritairement

cytosolique et impliquée dans la déphosphorylation de ERK1/2 et MEK1/2, est elle-

même régulée par son état de phosphorylation suite à une stimulation par des

facteurs de croissance [1 1 3]. PP2C semble pour sa part spécifique à la voie JNK et

p38 où elle est capable d’inactiver p38 ainsi que MKK4 et MKK6 in vitro et in vivo

[11 4]. Pour ce qui est de PTP-SL, cette phosphatase démontre une spécificité pour

ERK1/2 ainsi que p38 et semble aussi posséder la capacité de retenir ERK2 dans le

cytosol [115].

Les MKPs sont principalement régulées au niveau transcriptionnel et

localisées dans le noyau tel que MKP-1, ou alors activées de façon post

transcriptionnelle et majoritairement cytosoliques tel que MKP3 [11 6]. Plusieurs

stimuli des voies MAP kinases sont d’ailleurs capables d’induire leur expression

[11 7], ce qui implique que ces enzymes font aussi parties d’un mécanisme négatif

de régulation rétroactif. Les MKPs démontrent aussi une grande spécificité envers

les différentes MAP kinases. Ainsi MKP-3 est spécifique à ERKJ/2 [118], MKP-5 et

M3/6 à JNK et p38 [11 8, 11 9]. MKP-1 est quand à elle capable de déphosphoryler

ERKJ/2, JNK et p38 [120].

1 .2.6.2 Protéines d’échafaudage

La protéine de levure Ste5 est l’une des protéines qui a été le mieux

caractérisée pour sa capacité d’échafauder plusieurs protéines ensemble. Cette

protéine d’échafaudage est capable de recruter et de lier ensemble les dittérentes

protéines spécifiques au module kinase impliqué dans la réponse aux phéromones

(revue en [121]). Les protéines d’échafaudage permettent donc de séquestrer les

protéines d’un même module. Ceci permet d’assurer une réponse plus spécifique et

une activation rapide du module protéique en question, en raison de la proximité des

différentes composantes. De plus, cela permet de localiser différentes protéines en

un lieu et à un moment donné ou encore d’empêcher certaines protéines d’interagir

avec d’autre protéines afin de prévenir une activation inadéquate.
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Chez les mammifères, l’implication des protéines d’échafaudages est

beaucoup moins connue que chez les organismes inférieurs tel que la levure.

Cependant, quelques protéines d’échataudages putatives ont été identitiées. Parmi

elles, deux protéines ont été identifiées comme étant capables de lier MEK et ERK,

soit MP1 («MEK partner 1») qui est spécifique à MEK1 et ERK1 et capable de

faciliter leur activation [1 22] ainsi que KSR 1 («kinase suppressor of Ras») capable

de lier directement MEK1/2 ainsi que ERKJ/2 [123]. De plus, ces protéines

semblent impliquées dans la localisation des MAP kinases au site d’activation. Dans

le cas de MP-1, le complexe ainsi formé est localisé à la surface des endosomes

tardifs/lysosomes où ERKJ pourrait participer par exemple à la signalisation suite à

I’internalisation des récepteurs. Pour ce qui est de KSR-J , elle-même relocalisée à la

membrane, elle permet de recruter à ce site MEK et ERK [1 23] afin d’assurer une

réponse rapide suite à l’activation des récepteurs membranaires.

Chez les mammifères, JIP-1 (.x]NK interacting proteins») est la protéine qui

jusqu’à maintenant ressemble le plus à la protéine d’échafaudage Ste5 chez la

levure de par sa capacité à lier directement toutes les composantes du module

kinase JNK, dont spécifiquement MLK3/DLK, MKK7 et JNK1/2, ce qui permet

d’augmenter l’activation des JNKs[124]. Une autre isoforme, JIP-2, a quant à elle

aussi été impliquée dans l’échafaudage de MKK3 et p38[1 25].

1 .3 La MAP kinase ERK5

1.3.1 Identification et particularités

ERK5, aussi appelée BMK1 pour «big MAP kinase 1», a été identifiée par la

méthode de double hybride utilisée dans le but d’identifier des substrats potentiels

de la MAP kinase kinase MEKS [1 26], ainsi qu’en utilisant une approche de PCR

dégénéré afin d’identifier de nouvelles kinases [1 27].

Cette MAP kinase contient dans la boucle d’activation le motif TXY, très

conservé chez les MAP kinases classiques, ou X est un acide glutamique tout comme

ERK1/2. L’homologie de la séquence protéique au niveau du domaine kinase avec
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ERK2 est de 51%. ERK5 est cependant différente des autres MAP kinases, puisque

la protéine de 81 6 acides aminés possède une extension C-terminale de 400 acides

aminés qui n’est pas présente chez les MAP kinases classiques avec un poids

moléculaire d’environ 1 00 kDa. Le rôle fonctionnel de cette extension reste pour

l’instant inconnu. Cependant, cette région C-terminale possède plusieurs motifs

consensus de phosphorylation MAP kinase dépendant, qui pourraient aussi être des

sites d’autophosphorylation [1 28]. Le domaine C-terminal contient aussi une région

riche en proline ainsi qu’une région contenant plusieurs petites répétitions de

résidus proline-alanine [1 26]. Les régions riches en proline représentent souvent

des sites de liaison pour les protéines qui contiennent un domaine SH3 tandis que

les répétitions proline-alanine pourraient être impliquées dans la localisation de

certaines protéines. Par exemple, il a été démontré que la présence de ce motif

(proline-alaninine) dans la kinase myosine à chaîne légère (<.Myosin light chainx’)

permet à cette dernière de lier directement l’actin et ainsi d’être localisée à des

endroits spécifiques dans la cellule [1 29].

1 .3.2 Profil d’expression

L’ARNm de ERK5 est exprimé dans plusieurs tissus à des niveaux variables

mais principalement dans le coeur, le placenta, les poumons et les reins[7 26, 1 27].

1 .3.3 La voie de signalisation ERK5

ERK5 est activée en réponse aux facteurs de croissance tel que l’EGF [1 30]

et le NGF[131], en réponse au stress tel que l’oxidation (H202), les chocs

osmotiques (sorbitol) [1 32] et les forces de cisaillement provoquées par le passage

du sang dans les vaisseaux [1 33].

La voie de signalisation ERK5 n’a été caractérisée que récemment. Les

récepteurs capables d’activer cette voie sont les récepteurs tyrosines kinases [1311

ainsi que les récepteurs couplés aux protéines G [1 34]. L’activation du module

kinase semble, dans certains types cellulaires, être dépendant de Ras [1 28, 1 30],

impliquer la tyrosine kinase c-Src en réponse au stress oxidatif [1 34], et tout

récemment, impliquer la kinase WNK-1(xwith no lysine (K)») [735]. L’activation de



M

ce module kinase nécessite les MAP kinases kinases kinases MEKK2([7 36],[1 35] et

MEKK3 [1 35, 137], une seule MAP kinase kinase, MEK5 [1 26, 1 38], et finalement la

MAP kinase ERK5, dont les substrats sont principalement des facteurs de

transcription dont MEF2C (xmyocyte enhencer factor2») [1 38] et le facteur de

transcription Sap-la [731].

ERK5 joue un rôle dans la réponse au stress, comme par exemple en réponse

à un stress oxidatif [1 39], dans la prolifération cellulaire, tel que montré suite à une

stimulation par l’EGF [1 30], dans l’expression de génes précoces, induite par MEF2C

en réponse au sérum [138], ainsi que dans la survie neuronale (revue en [140]).

1 .4 Les MAP kinases atypiques ERK3/ERK4

7.4.7 Identification

ERK3 a d’abord été identifiée à partir d’une banque de cDNA de rat à l’aide

d’une sonde dérivée de ERK7 [7 0]. La séquence protéique déduite à partir du cDNA

caractérisa ERK3 comme une protéine de 543 acides aminés et de masse

moléculaire de 63 kDa [70]. Par la suite, le cDNA humain fut isolé et l’analyse de la

séquence protéique démontra que la forme humaine, 92% homologue à celle du rat,

possédait une extension C-terminale de 1 78 acides aminés et ainsi, tel que

démontré par transcription in vitro, une masse moléculaire de 100 kDa [147, 142].

Malgré le fait que les analyses de Nothern blot n’ont révélé la présence que d’un

seul transcrit d’ARN messager [742], l’homologie élevée entre ces deux orthologues

laissait alors envisager la possibilité d’un épissage alternatif ou encore, tel que

démontrée par Southern blot, l’existence possible de plusieurs gènes apparentés à

ERK3 [10, 741].

Au début des années 2000, Turgeon et al., dans notre laboratoire ont isolé

le cDNA de ERK3 chez la souris [143]. Suite à des analyses biochimiques et

génomiques, les résultats obtenus ont confirmé que ERK3 est le produit d’un seul

gène dont l’expression engendre une protéine unique de 720 acides aminés avec

une masse moléculaire de 100 kDa [743, 744]. Le reséquençage du cDNA de rat
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révéla que la séquence protéique qui avait été déduite à partir du cDNA était

incorrecte et incomplète en raison d’une erreur de séquençage omettant un

nucléotide (guanine) entre les codons 502 et 503. L’addition d’un seul résidu à

cette position entraîne le déplacement du cadre de lecture, maintenant aligné avec

celui de ERK3 humain/souris, et ainsi l’expression d’une protéine de 720 acides

aminés avec 94% d’homologie [143].

ERK4 est le deuxième membre de la sous-famille ERK3 des MAP kinases. Le

cDNA de ERK4 a été isolé, il y a plus d’une dizaine d’années, à partir d’une banque

de cDNA humain [145] et de rat [146] à l’aide d’une sonde dérivée de ERK1.

L’identification du cDNA humain a permis de déduire une protéine de masse

moléculaire de 63 kDa, alors que le cDNA de rat n’apporte aucune information à ce

sujet puisque la séquence analysée était incomplète et ne concernait que le domaine

kinase, qui montre cependant 94.4% d’homologie avec celui de l’humain. Suite au

séquençage du génome de la souris, nous avons constaté une divergence

importante au niveau de la séquence protéique C-terminal entre la forme humaine et

celle retrouvée chez la souris. De plus, en comparant la séquence du cDNA humain

publié par le groupe de Gonzalez et al. [1 45] avec la séquence putative du cDNA

humain, déduite à partir de la séquence génomique, quelques régions étaient

divergentes. Nous avons donc fait séquencer à nouveau le cDNA humain de ERK4 et

cette analyse sera présentée dans la partie des résultats à la section 4.1.

1 .4.2 Identité protéique et particularités

ERK3 et ERK4 sont des protéines de 1 00 kDa et 63 kDa, respectivement,

qui présentent une homologie au niveau du domaine kinase de 73%, alors que cette

homologie diminue grandement au niveau de la partie C-terminale. À l’intérieur du

domaine C-terminal, ERK4 possède une région riche en proline qui n’est pas

présente chez ERK3. Par rapport à ERK1/2, l’homologie à l’intérieur du domaine

kinase est de 50% pour ERK3 et 42% pour ERK4. Tout comme ERK5, ERK3 et ERK4

possèdent une longue extention en C-terminal, ce qui les différencient des MAP

kinases classiques. Cependant, il existe deux autres différences majeures au niveau

de la séquence protéique qui font que les membres de cette famille sont considérés
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comme des MAP kinases atypiques. La première concerne la présence du motif SEG

qui vient remplacer le motif TXY très conservé chez les autres MAP kinases. La

présence de cette sérine (1 89 pour ERK3, 1 86 pour ERK4) confère ainsi un seul site

phosphoaccepteur au niveau de la boucle d’activation. La deuxième différence

concerne la présence du motif SPR, situé dans le sous-domaine XII, au lieu d’un autre

motif très conservé chez les MAP kinases classiques, soit le motif APE.

1 .4.3 Caractéristiques géniques

L’existence de plusieurs gènes apparentés à ERK3 a été envisagée suite à

des expériences de Southern blot, chez l’humain et chez le rat, qui démontraient

plusieurs bandes d’ADN génomique s’hybridant avec une sonde dérivée du cDNA de

ERK3 [141] [10]. Paradoxalement, chez la souris une seule bande avait été révélée

par Southern blot [1 43]. De plus, des études d’hybridation fluorescente in situ

utilisant le cDNA pleine longueur ont localisé le gène MAPK6 (ERK3) à un seul locus

situé sur le chromosome humain 1 5q21 [141]. Une analyse plus détaillée démontra

par la suite que ERK3 est en fait le produit d’un seul gène et que la présence des

différentes bandes d’ADN génomique retrouvées par Southern blot pouvait

s’expliquer par la présence de plusieurs pseudogènes, dont un chez la souris et six

chez l’humain [144]. Chez la souris , le gène Mapk6 est localisé sur le chromosome

9 adjacent à la mutation dilute [143] et chez l’humain sur le 1 5q21 [141].

La caractérisation du gène MAPK4 (ERK4) se résume à l’analyse effectuée

en comparant l’alignement de la séquence du cDNA avec la séquence d’ADN

génomique retrouvée dans les banques de données (NCBI). Tout comme MAPK6, le

gène MAPK4 semble situé sur un seul locus. Ce locus se trouve sur le chromosome

1 8q21 chez l’humain et sur le chromosome 1 8 chez la souris.

Au niveau structural, le gène Mapk6 mutin s’étend sur une région de 20kb et

comprend 6 exons. L’exon 1 ainsi qu’une partie de l’exon 6 génèrent les séquences

5’ et 3’ non codantes de I’ARNm. Le site d’initiation de la traduction protéique se

trouve à l’intérieur de l’exon 2. L’organisation intron/exon est très similaire à celle

retrouvée pour le gène humain, bien que ce dernier soit deux fois plus long. Cette
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qui a trait à l’organisation exonique encodant les différents sous domaines kinases

de la protéine. Par contre, à cet égard, la structure du gène MAPK6 est très similaire

à celle de MAPK4, ce qui laisse supposer que ces deux gènes sont le résultat de la

duplication d’un gène ancestral commun [1 44]. Bien que l’organisation intron/exon

soit similaire entre ces deux gènes, l’analyse du gène MAPK4 à partir des banques

de données révèle la présence de seulement 5 exons chez l’humain [144], alors que

chez la souris le gène Mapk4 semble posséder 6 exons. Nous avons donc analysé la

structure du gène Mapk4 de souris. Cette analyse sera présentée à la partie résultat

à la section 4.2.

Contrairement aux MAP kinases classiques, les gènes MAPK6 et MAPK4 ne

semblent pas avoir été conservés au cours de l’évolution. Aucun orthologue du gène

MAPK6 et MAPK4 n’a jusqu’à maintenant été identifiés chez les invertébrés ou chez

les plantes [1 44]. Récemment, un homologue de ERK3 a été identifié chez le

zebrafish (notre laboratoire, non publié) ainsi que chez un autre poisson, le Fugu

rubripes [1 47].

1 .4.4 Profil d’expression

L’ARNm de ERK3 est exprimé de façon ubiquitaire à des niveaux variables

dans différents tissus adultes avec une expression plus prononcée dans le système

nerveux, les muscles squelettiques et l’intestin [1 41, 1 44]. Lors du développement

embryonnaire chez la souris, l’expression de l’ARNm de ERK3 augmente

considérablement entre le jour 9 et 11 puis diminue graduellement jusqu’à la

naissance [144]. Ceci est en accord avec le taux d’expression élevé observé lors du

développement de la moélle épinière et de l’hypothalamus chez le rat [1 0]. De plus,

il a été démontré que l’expression de l’ARNm de ERK3 augmente lors de la

différentiation des cellules de carcinome embryonnaires P1 9 vers une lignée

neuronale ou musculaire [10], ainsi que lorsque des cellules de lymphome de Burkitt

(Raji) sont traitées avec des inhibiteurs de croissance [1 48].
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L’expression de l’ARNm de ERK4 semble plus limitée que celle de ERK3 et

est principalement détectée dans le coeur, les poumons et le système nerveux

[1 45]. Des expériences d’hybridation in situ sur le cerveau de rat semble

restreindre davantage cette expression au niveau du plexus choroîde et de

l’hyppocampe [1 46].

1 .4.5 Module kinase et activité kinase

ERK3 et plus particulièrement ERK4 sont des protéines très peu

caractérisées et dont les différentes composantes du module kinase n’ont jusqu’à

maintenant pas été identifiées. L’utilisation de plusieurs stimuli connus comme étant

capables d’activer les différentes voies des MAP kinases classiques ne permettent

pas de démontrer l’activation de ERK3 et ERK4. Bien que la purification d’une kinase

putative capable de phosphoryler ERK3 ait été rapportée [1 49], cette kinase n’a

pas été caractérisée d’avantage et n’a pas encore été identifiée. Ainsi, les enzymes

capables d’activer ces deux kinases restent pour l’instant inconnues.

En ce qui concerne l’activité kinase de ERK3 et de ERK4, les essais kinases

utilisant les substrats classiques des MAP kinases, comme le MBP, n’ont pas permis

de déceler l’activité kinase de ces deux enzymes. Cependant, ERK3 est capable de

s’autophosphoryler in vitro sur la sérine 1 89 (SEG) présente dans la bouble

d’activation [1 50], ce qui démontre que la protéine possède une activité

phosphotransférase. De plus, il a été démontré que la sérine 1 89 est phosphorylée

in vivo [150, 151] et que, contrairement à ERKJ/2, cette phosphorylation est

constitutive dans les cellules privées de sérum[151]. Pour ce qui est de ERK4, nous

avons démontré que la sérine 1 86 (SEG), l’équivalent de la sérine 1 89 de ERK3, est

aussi phosphorylée in vivo (non publié).

1 .4.6 Substrats et fonctions

Jusqu’à tout récement, ERK3 ne possèdait aucun substrat connu.

Dernièrement, MK5 («MAPK-activated protein kinase») a été identifiée par trois

groupes comme étant un substrat potentiel de ERK3 [1 52, 1 53]. MK5 fut d’abord

identifiée comme étant un substrat de la MAP kinase p38, d’où son autre appellation
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PRAK («p38-regulated/activated kinase») . Cependant, le rôle physiologique de p38

comme étant un régulateur de l’activité et de la localisation de MKS a récement été

remis en cause puisque, bien que MK5 soit un substrat de p38 en surexpression

[1 54, 1 55], MK5 endogène n’est pas activée en réponse aux stimuli capables

d’activer p38 et aucune interaction entre ces deux protéines n’a été observée au

niveau endogène[1 56].

Les trois groupes qui ont identifié MK5 comme substrat potentiel de ERK3

s’entendent pour dire que ERK3 et MK5 intéragissent ensembles in vitro et in vivo

et que ERK3 est impliquée dans la relocalisation de MK5 dans le cytoplasme [1 52,

1 53]. Cependant, ils arrivent à une conclusion différente en ce qui a trait à

l’activation de MK5 et donc au rôle de ERK3 dans la phosphorylation de MK5. L’un

démontre que l’activation de MKS implique son autophosphorylation [1 53] alors que

l’autre groupe démontre que l’activation dépend de la phosphorylation de MK5 par

ERK3 [1 52]. D’autres expériences sont donc nécessaires afin d’éclaircir ce point.

Jusqu’à présent la fonction de ERK3 est toujours inconnue. Cependant,

l’augmentation du niveau d’expression de l’ARNm de ERK3 au cours du

développement embryonaire murin [1 43] et lors de la différenciation des cellules

embryonaires de carcinome P19 en cellules neuronales ou musculaires [10] laisse

suggérer que ERK3 pourrait avoir un rôle au niveau de la différenciation cellulaire. De

plus, l’accumulation de ERK3 a été observée lors de la différenciation des

phaeochromocytomes PCi 2 en cellules neuronales et des myoblastes C2C1 2 en

cellules musculaires [1 51]. lI a aussi été démontré que la surexpression de ERK3

entraîne un arrêt de la prolifération en inhibant l’entrée des cellules en phase S, ce

qui suggère que dans certains contextes cellulaire, ERK3 pourrait agir comme

régulateur négatif du cycle cellulaire [151].

Pour ce qui est de ERK4, aucun substrat n’a jusqu’à maintenant été identifié

et en ce qui concerne la fonction de cette kinase, celle-ci reste aussi jusqu’à présent

inconnue. De plus, nous avons effectué des expériences préliminaires qui semblent
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démontrer que, contrairement à ERK3, dans les cellules HEK293, la protéine ne

semble pas avoir d’effet au niveau de la prolifération cellulaire (non publié).

1 .4.7 Régulation

1.4.7.1 Dégradation protéique

ERK3 est la première MAP kinase à être identifiée comme étant une protéine

instable. Cette protéine d’une demi-vie de 30 minutes est dégradée de manière

constitutive par le système ubiquitine protéasome dans les cellules en prolifération,

et ce indépendamment de son activité kinase et de l’extension C-terminale de la

protéine [1 51]. Par contre, à l’aide de protéines chimériques entre ERK3 et ERKJ,

deux régions soit NDRJ («N-terminal degradation region») et NDR2 ont été

identifiées comme des régions nécessaires et suffisantes pour que la protéine soit

ubiquitinée et dirigée vers le protéasome afin d’être dégradée [1 51]. De plus, il a

été démontré que l’ubiquitination de la protéine se fait de manière lysine

indépendante, c’est-à-dire non pas sur les lysines internes, sur lesquelles les

molécules d’ubiquitines sont généralement attachées, mais plutôt sur le N-terminal

de la protéine.

ERK4, contrairement à ERK3, semble être une protéine stable. Lorsque les

cellules sont traitées avec la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique,

la protéine transfectée n’est pas dégradée même après 6 heures suivant le

traitement (non publié) . D’ailleurs, au niveau de la séquence protéique, la région

NDR1 qui confère l’instabilité de ERK3, est très peu conservée entre ERK4 et ERK3

ce qui pourrait expliquer cette plus grande stabilité.

1 .4.7.2 Localisation subcellulaire

La première étude sur la localisation de ERK3 a été réalisé par Cheng et al.,

qui ont montré que ERK3 est une protéine exclusivement nucléaire [1 50].

Cependant, les résultats obtenus sont sujets à controverse car au moment de

cette étude ERK3 était considérée comme une protéine de 62 kDa et non de

1 00 kDa. Par conséquent, les anticorps anti-ERK3 dérivés de la séquence du cDNA
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de rat ont été caractérisés afin d’identifier une protéine de 62 kDa, ce qui

complique l’analyse des résultats et met en doute la spécificité des anticorps

utilisés afin d’observer la localisation de la protéine endogène.

La deuxième étude sur la localisation de ERK3 a été réalisé par Julien et al.

dans notre laboratoire. Cette étude caractérise ERK3 comme une protéine

constitutivement cytoplasmique et nucléaire dont la localisation ne dépend pas de

son activité enzymatique ou de l’état de phosphorylation de la sérine 1 89 présente

dans la boucle d’activation [1 57]. La localisation cytoplasmique de ERK3 semble

impliquer le système d’export nucléaire actif dépendant de la protéine CRM-1, tel

que démontré par l’accumulation nucléaire de ERK3 lorsque les cellules sont traitées

à la leptomycine B, un inhibiteur spécifique de CRM-1 [1 57]. Bien qu’aucune

séquence consensus à la séquence riche en leucine caractérisant les NES (.xnuclear

export signal») et nécessaire à l’export par le récepteur CRM-1 n’ait été identifiée, il

a été démontré que la région contenant les acides aminés 399-542 est nécessaire

pour exporter ERK3 hors du noyau. Cette région pourrait possiblement contenir un

ou plusieurs signaux d’export nucléaire quelque peu divergents de la séquence

consensus des NES classiques [1 57]. Cette étude a aussi démontré que l’import et

l’export de la protéine est nécessaire à l’arrêt de la prolifération[1 57]. L’arrêt de la

prolifération avait été auparavant observé lorsqu’une forme stable de ERK3 était

surexprimée dans les cellules NIH3T3 [151].

Tout récemment, une troisième étude a été réalisée par Bind et al., qui ont

démontré que ERK3 est une protéine principalement extranucléaire localisée dans le

Golgi, ainsi que les compartiments intermédiaires du reticulum endoplasmique et du

Golgi [1 58]. Cette étude démontre aussi que la protéine existe sous une forme

tronquée dont la localisation est maintenant nucléaire et dont cette relocalisation

augmente parrallèlement avec l’entrée des cellules en phase S [1 58]. Les résultats

contradictoires sur la localisation de ERK3 ainsi que sur l’impact de la localisation

nucléaire de la protéine sur le cycle cellulaire laisse donc place à plusieurs questions

pour lesquelles d’autres études seront nécessaires afin d’y répondre.
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Contrairement à ERK3, des études préliminaires sur la localisation de ERK4,

effectuées à l’aide de la protéine transfectée, semblent démontrer que la protéine

est principalement cytoplasmique. Tout comme ERK3, l’activité enzymatique de

ERK4 et son état de phosphorylation dans la boucle d’activation ne semble pas

influencer la localisation de l’enzyme. De plus, tout comme pour ERK3,

l’accumulation de ERK4 dans le compartiment nucléaire suite au traitement des

cellules à la leptomycine B, laisse suggérer l’existence d’un mécanisme d’export

nucléaire actif dépendant de CRM-1 (Julien et al., non publié).

1 .5 Les autres MAP kinases ERK7 et NLK

1.5.1 ERK7

ERK7 fut identifiée en criblant une banque de cDNA de rat [1 59]. Cette

protéine possède dans la boucle d’activation le motif TXY très conservé chez les

MAP kinases classiques ou X est un acide glutamique tout comme ERK1 /2 et ERK5.

Par rapport à ERK2, l’homologie au niveau du domaine kinase est de 40% et tout

comme ERK5, ERK3 et ERK4, cette protéine de 546 acides aminés contient une

extension C-terminale qui n’est pas présente chez les autres MAP kinases. Jusqu’à

maintenant cette kinase a été très peu caractérisée et tout comme ERK3 et ERK4

elle n’est pas activée par les stimuli connus pour activer les MAP kinases classiques

[1 59]. lI a été démontré que ERK7 ectopique est constitutivement phosphorylée

dans la boucle d’activation et que la protéine possède une activité kinase [1 59].

Cependant, bien qu’en surexpression ERK7 soit capable d’agir en tant que régulateur

négatif de la prolifération cellulaire, ceci se fait indépendement de son activité

kinase [1 59]. Au niveau de sa régulation, tout comme ERK3, la protéine est régulée

via le système ubiquitine protéasome [1 60]. Aucun substrat n’a pour l’instant été

identifié pour cette kinase.

1.5.2 NLK

NLK (xnemo like kinase») fut identifiée chez la souris comme un homologue

de la protéine nemo chez la drosophile [1 61]. Cette kinase a des caractéristiques

communes avec les MAP kinases ainsi qu’avec les cdks (xcyclin dependent kinase»).



23

Bien que l’homolgie du domaine kinase soit de 45% par rapport à ERK2, la protéine

présente dans la boucle d’activation le motif TQE au lieu du motif TXY très conservé

chez les MAP kinases classiques. Par conséquent, tout comme ERK3 et ERK4, cette

kinase possède un seul site phosphoaccepteur. Jusqu’à maintemant les MAP kinases

kinases capables d’activer NLK sont inconnues. Cependant, il a été démontré que la

MAP kinase kinase kinase TAK-1 est impliquée dans l’activation de NLK et que cette

activation engendre l’inhibition de la voie de signalisation Wnt [1 62].

1 .6 tude de fonction via l’inactivation génique

1.6.1 La souris : un modèle expérimental unique

Bien que le séquençage du génome humain a permis de révéler la séquence

et la localisation d’environ 35 000 gènes, l’information dont nous disposons sur la

fonction respective de ces gènes ne représente environ que 1 5% d’entre eux [1 63].

Jusqu’à présent la souris s’est avérée un excellent modèle expérimental afin

d’étudier la fonction de plusieurs gènes humains puisque du point de vue

anatomique, physiologique et génétique elle est très similaire à l’humain. De plus, la

souris est un outil indispensable puisque son génome peut être manipulé afin

d’insérer n’importe quels types de mutations dans les cellules germinales pour qu’il

y ait par la suite transmission de la mutation aux générations futures.

La manipulation génétique du génome de souris afin de modifier un gène de

façon spécifique est aujourd’hui rendue possible grâce à l’avancement de deux

technologies bien précises. La première concerne la possibilité d’isoler et de mettre

en culture des cellules embryonaires souches (ES) [1 64, 1 65] qui peuvent par la

suite être réinjectées dans un blastocyste en gardant leur potentiel à contribuer à

toutes les cellules somatiques ainsi qu’aux cellules germinales[1 66]. La seconde

concerne le dévelopement de méthodes de ciblage génétique (gene targeting»)

permettant d’insérer un fragment d’ADN exogène par recombinaison homologue

entre ce fragment et une séquence homologue présente in situ sur le chromosome

[1 67, 1 68].
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Le premier exemple de ciblage génétique par recombinaison homologue dans

les cellules ES a été réalisé en ciblant le gène de l’hypoxanthine guanine

phosphoribosyltransférase (HPRT) [1 69, 1 70]. L’un des premiers exemples de la

transmission germinale suite à la manipulation génétique des cellules ES a aussi été

réalisé en ciblant le locus de ce gène [1 71]. Depuis, le ciblage génétique par

recombinaison homologue a permis de modifier le génome de la souris soit en

insérant des mutations subtiles, comme la mutation, la délétion ou l’insertion d’un

seul ou d’un petit nombre de nucléotides, soit en générant des mutations nulles

(knock out) en inactivant un gène bien précis, soit en insérant un gène (knock in) à

un endroit bien précis, soit en générant des réarrangements chromosomiques,

comme des délétions, des inversions et des translocations, ou encore en générant

des mutations conditionnelles qui pourront par la suite être exprimées de manière

spatio-temporelle [1 72].

Par conséquent, la souris est un modèle animal unique afin d’analyser, via

une ou plusieurs modifications géniques, le phénotype engendré par ces mutations

et ainsi apporter de l’information sur plusieurs aspects de la fonction d’un gène et

ce dans un contexte physiologique.

1 .6.2 Génération de souris nulles (Knock out)

1.6.2.1 Principes généraux

La génération de souris nulles est l’une des approches couramment utilisée

afin d’étudier la fonction d’un gène. Principalement, cette méthode consiste à

inactiver un gène en enlevant une partie du gène ou en insérant un nouvelle

séquence atin de compromettre l’intégrité du gène et ainsi empêcher l’expression

de la protéine endogène.

Après avoir construit un vecteur de ciblage contenant la mutation désirée, le

vecteur est électroporé dans les cellules embryonnaires souches (ES) de souris. Ces

cellules sont pat la suite mises en culture en présence d’un agent de sélection afin

d’éliminer les cellules qui n’ont pas incorporé de manière stable la construction dans
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leur génome. Les cellules ES qui survivent sont ensuite isolées et criblées par PCR

ou par Southern blot afin de vérifier l’intégration adéquate de la construction au

locus ciblé . Celles qui contiennent l’allèle muté sont par la suite injectées dans un

blastocyste pour ensuite être transférées dans l’utérus d’une mère porteuse.

La progéniture est ensuite analysée afin de déterminer le degré de chimérisme des

souris, c’est-à-dire le pourcentage du bagage génétique pour lequel les cellules ES

ont contribué. Les mâles qui possèdent un fort degré de chimérisme vont

s’accoupler avec des femelles de type sauvage afin de transmettre la mutation dans

les cellules germinales de la première portée (Fi) (figure 3, page 25). Les souris

hétérozygotes seront ensuite croisées entre elles afin de générer des souris

homozygotes qui possèdent la mutation désirée sur les deux allèles d’un même

locus [173].

IL +

G

Figure 3 : Procédure pour la génération de souris mutantes. A) Construction du

vecteur de ciblage B) lectroporation des cellules ES C) Culture des cellules ES en milieu de

sélection. D) Identification des clones recombinants E) Injection dans un blastocyste F)

génération de souris chimériques et G) Génération de souris hétérozygotes (Fi) dont la

mutation a été établie dans les cellules germinales (Tiré de [1 73]).
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1.62.2 Vecteurs de ciblage

La stratégie d’inactivation d’un gène comporte plusieurs aspects dont le

choix du vecteur de ciblage pour le type de mutation désirée ainsi que le choix du

marqueur de sélection qui permet de sélectionner les cellules qui ont intégré de

manière stable la mutation dans leur génome [173]. Cette intégration par

recombinaison homologue dépend de l’accessibilité du locus ciblé, mais aussi de la

stratégie utilisée pour construire le vecteur de ciblage. Les caractéristiques de ce

vecteur peuvent affecter la fréquence à laquelle la recombinaison se produit et ainsi

diminuer l’intégration au hasard dans le génome, qui est un événement beaucoup

plus fréquent que la recombinaison homologue chez les mammifères.

Le vecteur de ciblage est composé minimalement de deux séquences

homologues à la séquence génomique ciblée ainsi que d’un marqueur de sélection

inséré entre ces deux séquences. La fréquence de recombinaison homologue

augmente avec la longueur des fragments recombinants composant le vecteur. Ces

séquences totalisent généralement entre 6 et 1 0kb et doivent avoir un minimum de

1kb de chaque coté du marqueur de sélection [1 74]. lI existe deux types de

vecteurs, soit le vecteur de remplacement et le vecteur d’insertion (figure 4, page

27). Ces deux vecteurs diffèrent principalement à l’endroit où ils sont linéarisés, ce

qui par conséquent modifie la manière dont ils sont intégrés au Iocus ciblé. Le

vecteur de remplacement est linéarisé de manière à ce que la séquence du vecteur

reste colinéaire avec la séquence génomique ciblée. Par conséquent, le vecteur de

ciblage, composé de deux séquences recombinantes homologues à celle du gène,

est inséré par double recombinaison homologue. À l’opposé, le vecteur d’insertion

est linéarisé à l’intérieur de la région d’homologie ce qui fait que la recombinaison

homologue implique une seule étape de recombinaison qui engendre l’insertion de la

totalité du vecteur de ciblage. Par conséquent, en plus d’insérer la construction,

cette insertion entraîne la duplication des séquences homologues au sein du locus

ciblé [173]. Dans les deux cas l’intégrité du gène est compromise dans le but

d’empêcher l’expression de ce dernier.
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Figure 4 Classification des vecteurs de ciblage. A) Vecteur de remplacement : La

linéarisation du vecteur à l’extérieur des séquences recombinantes homologues permet une

double recombinaison ce qui engendre l’insertion du vecteur et le remplacement de la région

ciblée. B) Vecteur d’insertion : La linéarisation du vecteur de ciblage à l’intérieur de la

séquence recombinante homologue permet une seule recombinaison qui entraîne l’insertion

du vecteur et la duplication de la région ciblée (Tiré de [1 73]).

Bien que la fréquence de recombinaison homologue du vecteur d’insertion

soit 5 à 20 fois supérieure à celle du vecteur de remplacement [175] la majorité

des souris nulles ont été générées en utilisant le vecteur de remplacement. Ceci

s’explique en partie par le fait que le vecteur de remplacement permet d’enlever une

partie du gène et d’insérer à un endroit spécifique un gène tel un gène rapporteur.

Cette méthode appelée «knock in» est souvent utilisée afin de connaître

l’expression du gène ciblé. Dans la majorité des cas le gène rapporteur utilisé est le

gène Lac Z qui code pour la B-galactosidase. Ce gène est placé en phase avec l’ATG

initiateur de la traduction de la protéine endogène. Ceci permet non seulement

d’inactiver le gène ciblé, mais puisque que l’insertion ne pertube pas le cadre de

lecture, cela permet aussi d’obtenir de l’information supplémentaire sur le profil

d’expression spatio-temporel du gène d’intérêt, mesuré par la présence de la B

galactosidase [1 76].
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1 .6.2.3 Marqueurs de sélection

La sélection positive des clones ES qui ont intégré de manière stable la

mutation dans leur génome est basée sur la présence d’un gène qui contère une

résistance permettant aux cellules qui ont intégré ce dernier de survivre. Le

marqueur de sélection le plus souvent utilisé est une cassette contenant le gène de

résistance à la néomycine (neor) qui exprime une protéine aminoglycoside

phosphotransférase qui rend les cellules résistantes à l’antibiotique G41 8 [1 77].

Le gène Neor est souvent sous le controle d’un promoteur fort. Il est donc

important de prendre en considération que la présence d’un promoteur fort peut

venir interférer avec l’expression des gènes avoisinants. Par exemple, il a été

démontré que la délétion du site 5’HS(DNAse-hypersensitive site») 2 présent dans

la région contrôle du locus(LCR) du gène de la p-globine n’était pas responsable du

phénotype observé qui était plutôt dû à la présence du marqueur de sélection

[1 78]. Une solution alternative, lorsque le gène d’intérêt est exprimé dans les

cellules ES, est d’insérer le gène de résistance Neor sous le contrôle du promoteur

endogène du gène ciblé. Une autre soulution consiste à ajouter des sites loxP de

part et d’autre de la cassette Neor. Ceci permet par la suite de «floxer» la cassette

néo et ainsi de se débarasser du marqueur de sélection et de son promoteur [1 79].

Cette approche sera discutée plus en détail à la section 1 .6.3 puisque cette

méthode est le principe de base utilisé pour générer des souris avec des mutations

conditionnelles.

Un marqueur de sélection peut aussi être utilisé afin d’augmenter le nombre

de cellules qui ont incorporé la mutation par recombinaison homologue. Cette

sélection, contrairement à la sélection utilisant le gène Neor, est une sélection

négative qui permet d’éliminer les cellules ayant intégré la mutation au hasard dans

leur gémome. Le gène le plus souvent utilisé est le gène HSV-ltk. Ce gène est

inséré dans le vecteur de ciblage à l’extérieur de la séquence contenant les

fragments recombinants. Par conséquent, l’intégration de ce dernier n’arrive

généralement que lorsque les cellules ont intégré la construction au hasard dans leur

génome. Ce gène exprime la protéine thymidine kinase (1K) qui facilite l’intégration
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de l’agent de sélection FIAU, un analogue nucléotidique toxique, lots de la réplication

de l’ADN. Cette analogue bloque ainsi l’addition de nouveaux nucléotides ce qui

entraîne un arrêt de la réplication et subséquemment la mort cellulaire. Par

conséquent, cette méthode permet d’enrichir de 3 à 1 0 fois le nombre de cellules

dont l’incorporation s’est faite par recombinaison homologue [1 80].

1 .6.2.4 Criblage des cellules ES recombinantes

Suite à la sélection, les clones ES qui ont survécu sont analysés par

Southern blot ou par PCR (polymerase chain reaction») afin de s’assurer que la

construction de ciblage a été insérée correctement et intégralement au locus ciblé

[1 76]. Lorsque la méthode utilisée est celle du PCR, un des oligo nucléotiques est

dérivé à partir de la séquence présente uniquement dans la construction du vecteur,

tandis que l’autre oligo nucléotique est dérivé de la séquence génomique autre que

les séquences utilisées pour construire le vecteur de ciblage. L’analyse par Southern

blot est basée sur le profil de digestion unique du locus ciblé, révélé en utilisant une

sonde spécifique dérivée de séquences génomiques en 5’ ou en 3’ de la

construction.

1 .6.3 Génération de souris nulles conditionnelles

La génération de souris nulles classique comporte deux désavantages

majeurs. Le premier concerne le cas ou l’inactivation du gène est létale au cours du

développement embryonnaire de la souris. Par conséquent, la fonction du gène ne

peut être investiguée dans les stades de dévelopements subséquents et

conséquemment chez adulte. Le deuxième concerne les gènes qui ont un large

spectre d’expression et dont l’inactivation entraîne un phénotype complexe qui

affecte plusieurs tissus.

Afin de remédier à ces limitations, plusieurs groupes ont mis au point

différentes stratégies pour rendre l’expression de la mutation conditionnelle [1 811

[1 72]. Ces stratégies sont basées sur la propriété du système Cre/IoxP. La protéine

Cre est une recombinase identifiée chez le bactériophage P1. Cette protéine

reconnaît une séquence composée de 34 paires de bases, appelée le site IoxP, et
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catalyse la recombinaison de l’ADN présent entre deux sites IoxP [1 82]. Ainsi, la

recombinaison entre deux sites IoxP situés en cis et orientés dans la même direction

se traduit par l’excision du fragment inséré entre ces deux sites, ou lorsque orientés

dans des directions opposés, par l’inversion du fragment (figure 5, page 30).

En utilisant cette approche, il est alors possible de générer des souris dont le

gène ciblé à été modifié, de façon à ce que la séquence à enlever permettrant

l’inactivation du gène, se retrouve entre deux sites IoxP. Les souris contenant ces

sites IoxP , lorsque croisées avec des souris exprimant la Cre recombinase sous le

contrôle d’un promoteur spécifique actif dans un tissu en particulier, permettront

d’inactiver le gène de manière tissu dépendant [1 81].

A

X X

L

_____ ___

Cre —

Ioxf’ j

+ —+ — 4—

çoc

I)III.rn

Figure 5 : Recombinaison des sites IoxP en cis. A) L’orientation des sites IoxP dans la

même direction engendre la délétion de la séquence présente entre ces deux sites. B)

L’orientation des site IoxP dans une direction opposée engendre l’inversion de la séquence

présente entre ces deux sites . (Tiré de[1 72])

En plus d’inactiver un gène dans un tissu spécifique, il est aussi possible

d’inactiver un gène à un temps précis en utilisant un système inductible permettant

l’expression de la Cre recombinase à un moment bien précis. Par exemple, l’un des

systèmes souvent utilisé est celui basé sur les propriétés opérateur/répresseur qui

régulent l’opéron bactériologique tetracycline (tet) (revue en [1 83]). Brièvement, la
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méthode classique implique l’expression de la Cre recombinase sous le contrôle d’un

promoteur minimal contenant l’opérateur tet dont la transactivation dépend de

l’ajout ou non de la tétracycline (figure 6, page 31). Parrallèlement, un autre

promoteur, celui-ci transactivé de manière tissu dépendant, permet l’expression

d’une protéine de fusion appelée tIA qui est composée du represseur tet et du

domaine de transactivation viral VP1 6. En l’absence de tétracycline, tTA se lie au

promoteur de la Cre recombinase et induit la transcription de la Cre. À l’opposé,

l’ajout de la tétracycline libère la protéine du promoteur empêchant ainsi

l’expresssion de la Cre.

Système tet classique

i. sun, tel

f—’

I ra 1 jcr. I
lêtOp.M CMVmn

2. avec lct• tar dozj

—

ITA I C j
l.LOp.t CMVrnn

Figure 6 : Induction de la Cre recombinase par le système tétracyline(tet)

classique. En absence de tétracycline, la protéine de fusion tTA-VP1 6 , sous le contrôle

d’un promoteur spécifique pour un tissu, se lie à l’opérateur tet et induit l’expression de la

Cre recombinase alors qu’en présence de tétracycline la tTA-VP1 6 est délogée de

l’opérateur tet, ce qui empêche la transcription de la Cre (tiré de [1 76]).
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1 .7 Fonctions des différentes MAP kinases suite à l’analyse du phénotype engendré

par l’inactivation du gène chez la souris.

1.7.1 ERK1 et ERK2

Les souris nulles ERKJ-/- sont viables et fertiles [184]. Cependant, elles

présentent un défaut au niveau de la prolifération des celllules T en développement

(thymocytes) et au niveau de leur maturation, plus spécifiquement en cellules

simples positives CD8+ ou CD4+. Dans les fibroblastes embrionnaires ERKJ-/-, la

prolifération des cellules stimulées par l’ajout de sérum n’est pas affectée par la

perte de ERK1, bien que l’activité ERKs dans ces cellules soit de 50% par rapport à

celle des cellules de type sauvage. Ceci est en accord avec le fait que ERK2 est

toujours activée dans ces cellules et démontre que ERK2 n’augmente pas afin de

compenser la perte de ERK1. Cependant, l’activation de ERK2 est plus soutenue

dans les celllules ERK1 -/- que dans les cellules de type sauvage. Ceci pourrait

suggérer que l’intensité du signal est plus important que le signal lui-même et que

dans ce cas la stimulation prolongé de ERK2 peut compenser pour la perte de ERK1.

Contrairement aux souris ERKJ-/-, les souris ERK2-/- meurent au cours du

développement embryonnaire. Les conclusions tirées par les trois groupes qui ont

généré ces souris comportent cependant des différences puisque la mort ne

survient pas au même moment au cours du développement. Yao et al. [1 85], dont

les souris meurent au jour 6.5, concluent que le phénotype létal provient de

l’incapacité qu’ont les embryons à induire la formation du mésoderme. Cette

incapacité découlerait d’un problème au niveau de la différenciation cellulaire plûtot

que d’un problème au niveau de la prolifération. Hatano et al. [1 86], dont les souris

meurent au jour 11 .5, concluent que le phénotype létal est dû à un défaut au niveau

du développement normal du placenta. L’analyse du phénotype laisse suggèrer que

ERK2 est nécessaire dans les trophoblastes pour la formation du labyrinte et la

vascularisation adéquate du foetus. Ce résultat est en accord avec la réversion du

phénotype chez les souris provenant de l’aggrégation de cellules tétraploïdes de

type sauvage (contribuants aux trophoblastes) et de cellules diploïde ERK2 -/-.

Enfin, dans notre laboratoire, Saba et al. [1 87], dont les souris meurent entre le jour
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5.5 et 6.5, concluent que le phénotype létal est dû à un défaut au niveau de la

formation de l’ectoderme extraembryonnaire qui génère la partie foetale du placenta

ainsi que les cellules trophoblastes géantes. Bien que ces résultats soient différents,

les trois études démontrent que ERK2 est essencielle au niveau du développement

embryonnaire. Deux d’entres-elles montrent l’implication de ERK2 dans les

trophoblastes et le développement du placenta. De plus, ces études ont permis de

constater que ERK2 possède certaines fonctions qui ne sont pas redondantes à

celles que possède ERK1, puisque ERK7 ne peut compenser pour la perte de ERK2.

7.7.2 JNK], JNK2 et JNK3

Les souris JNKJ-/- sont viables et fertiles. Elles démontrent un défaut au

niveau de la différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices THJ et TH2.

Plus spécifiquement, il a été démontré que les cellules T CD4+ se différencient

préférentiellement en cellules TH2 suite à une stimulation par un antigène et donc

que JNK1 est impliquée dans l’inhibition de cette différenciation [709].

Les souris JNK2-/- ont été produites par deux groupes et tout comme les

souris JNK7-/- elles sont viables et fertiles [788, 789]. Les deux groupes concluent

que le développement des cellules B et des cellules T est normal. Cependant, leurs

conclusions divergent en ce qui a trait à certains phénotypes engendrés par

l’absence de ]NK2. Sabapathy et al. concluent que les souris présentent un

problème général au niveau de l’activation des cellules T ainsi qu’une réponse

apoptotique altérée suite à la stimulation par un antigène [1 89]. Yang et al.

concluent plutôt que JNK2 est impliquée au niveau de la différenciation des cellules

CD4+ matures en cellules effectrices THJ suite à la stimulation par un antigène

[788].

Les souris JNK3 -/- sont aussi viables et fertiles. JNK3 étant exprimée

spécifiquement dans le système nerveux, les études de fonction ont donc été

portées sur le cerveau. Les analyses ont démontré que suite à un stress

neurologique excitotoxique causé par le kainate, les souris ]NK3 -/- ont moins de

convulsions que les souris de type sauvage et un taux de survie plus élevé. Ces
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souris ont démontré une diminution de l’apoptose ainsi qu’un niveau de

phosphorylation plus faible du facteur de transcription c-Jun et AP-7 [40] au niveau

de l’hypothalamus. Les auteurs ont donc conclu que JNK3 joue un rôle essentiel en

tant que facteur pro apoptotique dans le cerveau.

Les différentes souris nulles ont été utilisées afin de générer des souris

doubles nulles. Les souris JNK1/JNK3 -I- ainsi que les souris ]NK2/JNK3 -I- sont

viables et semblent se développer normalement [7 901. Par contre, les souris

JNK1 /]NK2 -/- montrent un défaut sévère au niveau de la régulation de l’apoptose

au cours du développement du cerveau, ce qui entraîne la mort des embryons [7 90,

1 91]. Cependant, les deux groupes qui ont généré ces souris ne s’entendent pas

sur le rôle de JNK. L’un conclu que JNK joue un rôle essentiel dans l’apoptose

[190] alors que l’autre conclu que JNK a un rôle antiapoptotique [791].

JNK1 et JNK2 ont aussi été impliquées au niveau de la prolifération des

cellules T et la régulation de la production de IL-2. Cependant, chez les souris

doubles nulles, la prolifération et de la production de l’IL-2 est augmentées dans les

cellules T, alors que des résultats contraires ont été observés chez les souris

]NK7-/- et les souris JNK2 -/- (revue en [192]). D’autre part, il a été montré que

JNKJ et JNK2 ont un effet inverse sur la prolifération des fibroblastes

embryonnaires de souris (revue en [7 93]) . Les cellules JNK2-/- entrent plus

rapidement en phase S que les cellules de type sauvage, alors que c’est l’inverse qui

se produit dans les cellules ]NKJ-/-. Ces dernières présentent un faible défault de

prolifération alors que les fibroblates JNK2-/- présente un avantage. L’absence de

ces deux JNKs a cependant un effet négatif dramatique sur la prolifération des

fibroblastes.

1.7.3 p38a

Les souris p38a -I- meurent au cours du développement embryonnaire

principalement en raison d’un défaut au niveau de l’angiogénèse du placenta [7 94,

7 95]. lI a aussi été démontré que les embryons ont un myocarde sous-développé
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ainsi qu’une formation anormale des vaisseaux sanguins dans la tête, mais ce groupe

a conclu que ces anormalités étaient secondaires au défaut du placenta [1 95].

1.7.4 ERK5

Les souris ERK5-/- meurent entre les jours 9.5 et 1 0.5 du développement

embryonnaire en raison d’un défaut au niveau de l’angiogénèse et d’un problème au

niveau du développement cardiovasculaire [1 96-1 98]. Le défaut au niveau de

l’angiogénèse touche le placenta ainsi que le cerveau. Au niveau du développement

du coeur la membrane du myocarde est sous-développée et les trabeculaes sont

désorganisées. Les souris ERK5-/- conditionnelles ont été générées par l’inactivation

du gène suite à l’induction du transgène Mxl-Cre dans les souris adultes âgées de 8

semaines. L’inactivation conditionnelle a démontré que les souris meurent quatre

semaines suivant l’induction en raison d’un défaut au niveau de l’intégrité des

cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, engendrant d’importantes

hémorragies [1 99].

1.7.5 ERK3

Les souris ERK3-/- ont été générées récemment dans notre laboratoire par

Turgeon et al.. Les souris ERK3-/- sont non viables et meurent peu après la

naissance. Suite aux différentes analyses effectuées jusqu’à maintenant, le

phénotype létal semblerait dû à un défaut au niveau du développement du poumon

empêchant ainsi les souris de respirer.
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ERK4 est une MAP kinase atypique qui a été identifiée il y a plus d’une

dizaine d’années. Cependant, cette kinase reste jusqu’à maintenant très peu

caractérisée, principalement parce qu’aucun substrat ni kinase activatrice n’ont été

identifiés jusqu’à maintenant. Dans notre laboratoire, nous avons démontré que la

sérine 1 86 (SEG), présente dans la boucle d’activation, est phosphorylée in vivo

dans les cellules en phase exponentielle de croissance. Nous avons aussi démontré,

que contrairement à ERK3, ERK4 est une protéine stable et que la surexpression de

ERK4 n’entraîne pas l’arrêt de la prolifération en phase exponentielle dans les

cellules. Jusqu’à maintenant, la caractérisation des MAP kinases classiques a permis

de démontrer que ces protéines sont indispensables au bon fonctionnement de la

cellule. Elles sont impliquées dans plusieurs voies de signalisation qui contrôlent des

réponses cellulaires comme la croissance, la prolifération et la différenciation, la

réponse au stress et l’apoptose. Par conséquent, il est important de définir la

fonction de la MAP kinase atypique ERK4 et son degré d’implication dans ces

différents processus.

Puisque nous disposons de peu d’information sur ERK4, il peut donc s’avérer

laborieux d’effectuer une étude de fonction via l’utilisation aléatoire d’approches

biochimiques. Par conséquent, afin d’étudier la fonction de cette protéine, nous

avons choisi d’utiliser une approche génétique, soit l’inactivation du gène Mapk4

(ERK4) murin. Cette approche nous permettra d’analyser le phénotype engendré

par l’absence de la protéine et ce dans un contexte physiologique. Notre objectif

est donc dans un premier temps de générer des souris nulles ERK4-/-. Pour ce faire,

nous avons d’abord établi une stratégie d’inactivation, généré un vecteur de ciblage

et ciblé le gène Mapk4 atin d’inactiver ce dernier dans les cellules souches

embryonnaires murines (ES). Ces cellules souches ont par la suite été utilisées afin

de générer des souris chimériques. Les souris chimériques capables de transmettre

la mutation seront ensuite utilisées afin de générer des souris hétérozygotes

ERK4+/-, qui lorsque croisées entre elles vont générer des souris nulles (ERK4-/-)

dont les deux allèles du locus Mapk4 seront inactivés.



3. MATÉRIEL ET MÉTHODES

3.1 Matériel

Les amorces pour les PCRs («polymerase chain reaction») ont été

synthétisées par Invitrogen. Les enzymes de restriction, et la Taq polymérase ont

été achetées chez Invitrogen. La PEU turbo polymérase a été achetée chez

Stratagene. Le milieu de culture DMEM+ («Dulbecco’s modified eagle medium high

glucose») pour les MEFs («mouse embryonic fibroblastx’) ainsi que pour les cellules

souches de souris Svl 29, la L-glutamine, la péniciline et la streptomycine, le sodium

pyruvate, les acides aminés nonessentiels, la trypsin 2,5%, le HBSS («Hank’s

balanced buffer solution»), le PBS («phosphate buffered saline»), le EBS («fetal

bovine serum»), le G41 8 (Geneticin) et le LIE (<Leukemia inhibitory factor») ont été

achetés chez Invitrogen. Le B-mercaptoéthanol a été acheté chez Sigma. Le DMSO

(«diméthylsulfoxide») a été acheté chez Anachemia. Le milieu de culture MEM

(«modified eagle medium») pour les cellules HEK293 a été acheté chez Invitrogen.

Les membranes de nylon Hybond-N ont été achetées chez Amersham. Tous les

autres produits utilisés respectent les normes de qualité standard de laboratoire.

L’analyse des séquences nucléotidiques a été effectuée avec le programme

Sequencher. La traduction des différentes séquences nucléotidiques a été effectuée

avec le programme TRANSEQ. L’analyse des séquences protéiques a été effectuée

avec le programme CLUSTAL W. Ces deux derniers programmes sont disponibles

sur le site EMBL EBI (http://www.ebi.ac.uk/services/).

3.2 Méthodes

3.2.1 Radiomarquage des sondes d’ADN

Les sondes d’ADN ont été radiomarquées avec du {a3Z]dCTP et le système

de marquage aléatoire d’oligonucléotides selon les instructions du manufacturier

(Amersham).
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3.2.2 Criblage de la banque d’ADN génomique de phage ?‘GEMJ 2 de souris Sv 1 29

Les bactéries LE392 ont été utilisées pour l’amplification et le criblage de la

banque d’ADN génomique de souris Svl 29 dans les phages GEMl 2. Les deux

premier tours de criblage ont été effectués en milieu de culture liquide. La présence

de l’exon 2 dans les différentes populations a été révélée par PCR en utilisant la Taq

DNA polymérase: dénaturation 94°C 30 s, liaison des amorces 60°C 30 s, élongation

72°C 1 min pour 40 cycles. Les amorces utilisées sont dérivées de l’exon 2 du gène

Mapk4 murin (5’-TGC AGG TAA CAA CAA CCT TAG CAG CAT CCG-3’(sens) et 5’-

GTC AAT GAA GCG CCC ACC AGG GTC ATA CCC-3’(anti-sens). Les tours de criblage

subséquents ont été effectués sur pétris de 1 0cm, en milieu de culture solide.

Les plages de lyse présentes sur les différentes plaques ont été transférées

sur membrane Hybond-N et hybridées avec une sonde génomique de 0.3 kb

radiomarquée au 3Z dérivée de l’exon 2 du gène Mapk4 murin. L’hybridation a été

faite dans un tampon d’hybridation (5X SSC (SSC est 0.15 M NaCI / 0.01 5 M

sodium citrate) / 0.1% SDS / 5X solution de Denhardt’s (Denhardt’s est 0.02%

Ficoll 400 / 0.02% polyvinyl pyrrolidone / 0.002% BSA) / 50% formamide / 100

ig/ml d’ADN de saumon simple brin) avec la sonde radiomarquée (1x1 06 c.p.m./ml)

pour 1 6 heures à 42° C. Les membranes ont été lavées à une stringence finale de

0.1% SSC / 0.1% SDS à 60° C et analysées par autoradiographie. Les clones positifs

ont été purifiés sur plaques puis caractérisés par PCR dans les mêmes conditions

que mentionné plus haut, afin de déterminer la présence de fragment flanquant en

5’ et en 3’ de l’exon 2 d’une longueur minimale de 4 kb. Les amorces utilisées ont

été dérivées des régions introniques en 5’ et en 3’ de l’exon 2 à partir du gène

Mapk4 murin (région 5’; 5’-GGT TU ACC TGG CAC TGT-3’ (sens) et 5’-CTC AGA

ACT CCG GTG AGT-3’ (anti-sens), région 3’: 5’-GCC CAA GGA GAT GTC ATG 3’

(sens) et 5’-HG AGC CU GCC CAC TCT-3’). Le clone positif a été amplifié en milieu

liquide puis purifié.
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3.2.3 Construction du vecteur de ciblage (Se référer à la figure J 1, page 48 dans la

section 4.3.2 des résultats)

Deux gènes rapporteurs ont été utilisés dans la construction du vecteur de

ciblage, soit le gène exprimant la RFP (xred fluorescent protein») et le gène

exprimant la GEP (.xgreen fluorescent protein»). Dans un premier temps, le site de

multiclonage (MSC) du plasmid pDsRed2-C1 et du plamid pEGFP-C2 ont été enlevés

en digérant parBgAl et Bamhl. La RFP a été amplifiée par PCR dans les mêmes

conditions que mentionné plus haut en utilisant la PEU polymérase et les amorces

5’-CCG CTC GAG CGG CCG CAT AAC CGT ATI ACC GCC ATG C-3’ (sens) contenant

les sites de digestion Xhol et NotI et 5’-CCG GAA lIC GGA CAA ACC ACA ACT AGA

AIG C-3’ (anti-sens) contenant le site de digestion EcoRl. La GEP a été amplifiée

dans les mêmes conditions avec les amorces 5’-CCG GAA TTC CAC CAT GGT GAG

CAA G-3’ (sens) contenant le site de digestion EcoRl et 5’-CCG GGA TCC CGI CGA

CCA CAA CIA GAA TGC AG-3’ (anti-sens) contenant les sites de digestion Sa et

Bamhl. Les fragments recombinants en 5’ et en 3’ ont été amplifiés dans les mêmes

conditions que mentionné plus haut à partir du clone positif comprenant l’exon 2 du

gène Mapk4. Un fragment de 3.5 kb comprenant la partie intronique en 5’ de l’exon

2 et la partie non codante de l’exon 2 jusqu’au codon ATG, marquant le début de la

traduction de la protéine ERK4, a été amplifié avec les amorces 5’-CCG GAA lIC

CU CAA GAA ACI CCA GCI C-3’ (sens) et 5’-CCG GAA TTC TCA GCC ATT GTT

GCC TCA G-3’ (antisens) contenant tous deux le site de digestion EcoRl. Un

fragment de 2.4 kb comprenant le début de la région intronique en 3’ de l’exon 2 a

été amplifié avec les amorces 5’-CGG ACT AGI GGG TGI ClI CAl CAl CCI CTC-3’

(sens) et 5’-CGG ACI AGI CCI ACI AAG AGG AGT GGC AG-3’ (antisens) contenant

tous deux le site de digestion Spel. L’amplification des séquences recombinantes a

ainsi permis de d’enlever la partie codante de l’exon 2 du gène Mapk4.

Les différents fragments ont été sous clonés dans pBluscript. De part et

d’autre des séquences du gène Mapk4 recombinantes, la GFP a été insérée en phase

avec l’AIG de la protéine endogène (ERK4), venant ainsi remplacer la partie de

l’exon 2 condant pour les acides aminées 3à 1 82 de ERK4. La cassette de

résistance à la Neomycine, flanquée de deux sites IoxP, a été insérée en 3’ de la
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GEP. La REP a été insérée en 5’ en dehors de la séquence de ciblage. La

construction a été linéarisée en digérant Nod , résolue par électrophorèse sur gel

d’agarose (low melting point) 0.8 % (w/v) et purifiée par électroélution.

3.2.4 Culture des cellules souches (ES) Sv 1 29 de souris

Les MEFs (mouse embryonic fibroblast») ont été préalablement cultivées

dans un milieu de culture DMEM+ , 1 0 % FBS, 1 00 U/ml de penicilline et 1 00 tg/ml

de steptomycine. Les cellules ES ont été cultivées sur une couche de cellules

nourricières composée de MEFs résistantes à la néomycine adhérées sur de la

gélatine puis les cellules ont été irradiées à 4000 RAD. Les cellules ES ont été

cultivées dans un milieu de culture DMEM+, 20 % EBS (inactivé à la chaleur), 2 mM

L-glutamine, 0.1 mM acides aminés non essentiels, 1 mM sodium pyruvate, 85 tM [3-

mercaptoéthanol, 1 41 0 U/mL de LIE, 1 00 U/ml de penicilline et 1 00 ig/ml de

steptomycine. Les cellules ont été cultivées à 37°C dans un environnement

humidifié composé de 5% C02.

3.2.5 lectroporation des cellules ES et sélection

Le vecteur de ciblage (25 tg ) a été électroporé dans 1 X 1 0 cellules ES

en suspension à 950 tE et 225 V avec un appareil Bio-Rad gene pulser Xcell, puis

les cellules ont été déposées sur les MEFs. Le lendemain, les cellules ont été mises

en sélection dans un milieu de culture contenant 300 ig/ml de G41 8. Après 7 à 8

jours de sélection, les clones résistants au G41 8 ont été piqués dans les pétris,

préalablement rincés avec une solution de HBSS, 1 00 U/ml de penicilline et 1 00

ig/mI de steptomycine puis les clones ont été trypsinisés (PBS / 0.5 mM EDTA /

0.2 % trypsin) et ensememcés individuellement sur des MEFs irradiés dans des

plaques 96 puits. Après 3 jours de culture, les clones ont été trypsinisés (PBS / 0.5

mM EDTA / trypsin 0.1%) puis ensemencés en duplicata. Un des duplicata a été

ensemencé sur des MEEs irradiés puis les clones ont été congelés dans un milieu de

congélation (60 % DMEM+ / 20 % EBS/ 20 % DMSO ).

L’autre duplicata a été ensemensé directement sur la gélatine puis les clones

ont été cultivés jusqu’à confluence. À confluence, les cellules ont été lysées dans
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50d de solution de lyse (TPA (10 mM Tris pH8/2 mM EDTA, 400 mM NaCI) /

0.5% SDS / 700 ig/ml de protéinase K). L’ADN a été précipité à l’éthanol 100 %

froid.

3.2.6 Criblage des clones par Southern blot

L’ADN des différents clones a été digéré puis résolu sur gel 0.8 % (p/v) et

transféré sut membrane de nylon Hybond-N. La membrane a été hybridée avec une

sonde radiomarquée au p32 La première sonde utilisée (se référer à la figure 1 0,

page 47 dans la section 4.3.1 des résultats) a été amplifiée à partir de la région

intronique du gène Mapk4 murin en 5’ à l’extérieur de la séquence utilisée pour la

recombinaison homologue. La deuxième sonde utilisée (se référer à la figure 1 5,

page 52 dans la section 4.3.3 des résultats) a été fabriquée à partit du gène Neor.

L’hybridation et les lavages ont été effectués tel que décrit plus haut puis la

membrane a été analysée par audioradiographie.

3.2.7 Expression de la construction dans les HEK 293

Les cellules HEK 293 ont été cultivées dans un milieu de culture MEM

(modified eagle medium»), 1 0 % FBS, 50 U/ml de pénicilline et 50 tg/ml de

steptomycine à 37°C dans un environnement humidifié composé de 5% C02. Les

cellules (pétri de 60 mm) ont été transfectées avec 6 ig de la construction du

vecteur de ciblage pat co-précipitation au calcium phosphate. Après deux jours de

culture, l’expression de la RFP et de la GFP a été détectée à l’aide d’un microscope

inversé à fluorescence.

3.2.8 Séquençage du cDNA de ERK4

Le cDNA de ERK4 humain a été donné par le Dr. Roger J. Davis. Deux

régions du cDNA de ERK4 ont été séquencées par le centre de séquençage du CHUM

(centre hospitalier de l’Université de Montréal). Les amorces utilisés sont ; région J

5’- AAC CAG AGC CAG CTG TCC A-3’ (sens) et 5’-GTA GTC GGC CTC GAA GGC-3’

(antisens), région 2 5’-AAG CAG GCG GCC GGC G-3’ (sens) et 5’-CGG GAG GTC

CTC GGG CT-3’ (antisens)).



4. RÉSULTATS

4.1 Séquence révisée de ERK4 humain

Lorsque nous avons élaboré notre stratégie d’inactivation nous avons

préalablement analysé les séquences de cDNA et protéique de ERK4 décrites dans la

littérature et les banques de données. En comparant la séquence protéique de ERK4

humain, déduite à partit du cDNA humain cloné par Gonzalez et al. (NCBI

NM002747), avec la séquence protéique déduite à partir du cDNA de souris (NCBI

BC058942), nous avons remarqué que les extrémités C-terminales de ces deux

protéines étaient divergentes et que la protéine murine possédait une extension C-

terminale d’environ 30 acides aminés. Nous avons par la suite comparé la séquence

du cDNA humain (NCBI NM002747) avec la séquence nucléotidique du gène

MAPK4 humain (NCBI : 5596) afin de vérifier si ces deux séquences étaient

divergentes. Suite à cette analyse, trois régions sont différentes au niveau de la

séquence nucléotidique.

Afin de vérifier dans un premier temps si ces différences découlaient d’une

erreur de séquençage, nous avons séquencé à nouveau le cDNA de ERK4 humain

cloné par Gonzalez et al. [1 45]. L’analyse de la séquence expérimentale de ERK4 a

permis de démontrer qu’effectivement trois régions comportaient des erreurs de

séquençage (figure 7, page 43). Ainsi, dans la séquence du cDNA cloné par

Gonzalez et al., 5 nucléotides au total ont été omis. Dans la première région (figure

7A, page 43) les nucléotides CG et C ont été omis, tandis qu’un nucléotide G a été

omis dans les deuxième et troisième régions (figure lB et C, page 43). Ces

nucléotides sont d’ailleurs tous présents sur la séquence nucléotidique du gène

MAPK4 humain. L’ajout de ces nucléotides amène un changement au niveau du

cadre de lecture de l’ARNm. La séquence protéique déduite à partir de la séquence

de l’ARNm corrigé se traduit par une protéine plus longue, soit de 587 acides

aminés, dont l’identité protéique est maintenant de 94% par rapport à son

homologue murin (NCBI: AAH58942)(figure 8, page 44).
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ATG

I
STOP

nnnl
U UU ARNm humain ERK4
ABC

Séquence codante

A

ERK4 Davis 11 40- GACCCGCGCG--GGTTCGGCGC-ACTGGCTGAGGACGTGCAGGTGGACCCGCGCAAGGAC -1 197
ERK4 génomique GACCCGCGCGCGGGTTCGGCGCCACTGGCTGAGGACGTGCAGGIGGACCCGCGCAAGGAC
ERK4 reséquencé GACCCGCGCGCGGGTCGGCGCCACTGGCTGAGGACGTGCAGGTGGACCCGCGCAAGGAC

B

ERK4 Davis 1497- CAGGGCG-CCCAGAGCACGCCAGCCCGCCCGCCGACGACCCCGAGCGCCGCTTGTCTGCC -1556
ERK4 génomique CAGGGCGGCCCAAGCACGCCPGCCCGCCCGCCGACGACCCCGAGCGCCGCTTGTCTGCC
ERK4 reséquencé CAGGGCGGCCCAGAGCACGCCAGCCCGCCCGCCGACGACCCCGAGCGCCGCTTGTCTGCC

C

ERK4 Davis 1556- TCGcCCCCCG-CCGCCCGGCCCCGGTGGCGGcGGCGCCAGCœCCAGTCGACCTGGAC -1615
ERK4 génomique ICGCCCCCCGGCCGCCCGGCCCCGGTGGACGGCGGCGCCAGCCCCCAGTTCGACCTGGAC
ERK4 reséquencé ICGCCCCCCGGCCGCCCGGCCCCGGIGGACGGCGGCGCCAGCCCCCAGTTCG1CCTGGAC

Figure 7 Séquence révisée du cDNA de ERK4 humain. Alignement du cDNA cloné

par Gonzalez et al., séquence nucléotidique du gène MAPK4 et du cDNA de Gonzalez et al.

reséquencé. Trois régions comportent des divergences A) omission de trois nucléotide, soit

CG et C, B) et C) omission d’un nucléotide, soit un G. Les séquences ont été alignées avec le

programme clustal W. Les nucléotides identiques ont été ombragés.
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Figure 8 : Séquence révisée de la protéine ERK4 humaine. Alignement protéique de

ERK4 humain (séquence déduite à partir de l’ARNm corrigé) et de ERK4 de souris. ERK4

humain est une protéine de 587 acides aminés avec 94% d’identité protéique par rapport à

son homologue murin. Les séquences ont été alignées avec le programme clustal W. Les

acides aminés identiques ont été ombragés.
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4.2 Le gène Mapk4 (ERK4) murin contient 6 exons répartis sur 1 40 kb

L’analyse du gène Mapk4 à partir du logiciel « MAP viewer» du NCBI ainsi

qu’avec la banque de données «UCSC» démontre que le gène MAPK4 humain

possède 5 exons alors que le gène Mapk4 murin en possède 6 . Par conséquent, afin

de définir notre stratégie d’inactivation génique, nous nous sommes assurés de

l’exactitude de la structure du gène Mapk4 murin. Pour ce faire nous avons analysé

les différents cDNAs identifiés chez la souris. À partir des banques de données

(NCBI), deux cDNAs ont été sélectionnés, soit BC058942 et NM17632.

L’alignement de ces deux cDNAs a montré dans un premier temps que le clone

NMJ 7632 possède un nucléotide en moins au niveau de la région codante par

rapport au clone BC058942. Nous avons donc analysé les séquences protéiques

déduites à partir de ces deux cDNAs. Nous avons d’abord analysé la protéine de

ERK4 de souris retrouvée sur NCBI (NCBI: AAH58942) déduite à partir du clone

BC058942. Cette protéine possède 583 acides aminés et tel que mentionné, une

identité protéique de 94% par rapport à son homologue humain. Par contre, la

protéine déduite à partir du clone NMJ 7632 à l’aide du programme «Transeq »,
possède 478 acides aminés et une extrémité C-terminale très divergente par

rapport à la protéine ERK4 AAH58942. Nous avons ensuite vérifié si le nucléotide

absent de la séquence du cDNA NMJ 7632 et présent dans la séquence du cDNA

BC058942 se trouvait dans la séquence du gène Mapk4 murin (MGI: 2444559).

Nous avons constaté que ce nucléotide est effectivement présent dans la séquence

génomique. L’ajout de ce nucléotide à la séquence du cDNA NMJ 7632 rétablit le

cadre de lecture, le rendant maintenant parallèle à celui du clone BC058942.

L’alignement de ces deux cDNAs démontre dans un deuxième temps que le

clone NMJ 7632 possède une extension 5’ non codante qui n’est pas présente sur le

clone BC058942. Nous avons donc recherché dans les banques ESTs («expressed

sequence tags ») la présence de cette séquence afin de s’assurer que celle-ci soit

présente dans l’ARMm de ERK4. Suite à notre analyse, plusieurs clones ESTs ont été

identifiés. Considérant cette séquence comme faisant partie de l’ARNm de ERK4,

nous avons construit un cDNA putatif à partir du clone BC058942 et du clone

NM1 7632. L’alignement de ce cDNA avec la séquence du gène Mapk4 mutin ainsi
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que la délimitation des régions introniques et exoniques a permis de démontrer que

la structure du gène Mapk4 murin comprend un total de 6 exons, répartis sur 740

kb. L’exon 7, une partie de l’exon 2 ainsi qu’une partie de l’exon 6 sont des

séquences non codantes (5’ et 3’ UTR) (figure 9, page 46).

gène Mapk4 mutin

Hill
EJ E3E4E5E6

Région coda nte

Figure 9 Stucture du gène Mapk4 murin. Le gène Mapk4 murin possède un total de 6

exons répartis sur 7 40 kb. L’exon 1, une partie de l’exon 2 ainsi qu’une partie de l’exon 6

sont des séquences non codantes. Ces régions sont identifiées en gris.

4.3 lnactivation du gène Mapk4 murin

4.3.1 Stratégie de délétion

L’approche choisie afin d’inactiver le gène Mapk4 murin consiste à enlever la

partie codante de l’exon 2 (figure 70, page 47). Cette délétion se traduit par la

perte des acides aminés 3 à 1 82 au niveau de la séquence protéique de ERK4. En

outre, la stratégie utilisée consiste à insérer un gène rapporteur en phase avec

l’ATG de la protéine endogène. Dans notre cas le gène rapporteur choisi code pour

une protéine fluorescente, soit la GFP (green fluorescent protein»). L’insertion de

ce gène permettra non seulement d’empêcher l’expression de la protéine endogène

mais également de suivre le profil d’expression spatio-temporel du gène Mapk4
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ciblée
EXON2
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Allèle muté

Figure 1 0 Stratégie de délétion du gène Mapk4 murin. Inactivation du gène Mapk4

via la délétion de la région codante de l’exon 2 et l’insertion du gène rapporteur de la GFP.

Suite à la recombinaison homologue du vecteur de ciblage, le locus Mapk sera composé de

l’allèle muté.

4.3.2 Construction du vecteur de ciblage

Afin de cibler le locus Mapk4 murin, la première étape consite à générer un

vecteur de ciblage (figure 11, page 48). Ce vecteur est composé principalement de

deux séquences recombinantes dérivées de la séquence du gène Mapk4 et du gène

rapporteur de la GFP. Il contient aussi un marqueur de sélection positif. Le marqueur

utilisé est le gène de résistance à la Neomycine (Neor) flanqué de deux sites Iox P

afin de permettre l’excision de ce gène au moyen de la Cre recombinase. Enfin, nous

avons choisi d’utiliser comme marqueur de sélection négatif un autre gène

rapporteur dont la présence peut se mesurer par l’expression d’une autre protéine

fluorescente, soit la RFP («red fluorescent protein»). La sélection négative est

basée sur le principe que les cellules qui vont exprimer la RFP ne seront pas

sélectionnées puisque l’expression de cette protéine signifie que la construction a

été insérée au hasard dans le génome. Ce gène est par conséquent situé à

l’extérieur de la région d’homologie dans le vecteur de ciblage. Enfin, le site unique

de digestion Kpnl a été inséré à l’intérieur de la construction afin de générer un

profil de digestion de restriction qui nous permettra de distinguer l’allèle muté de

I’aIIèIe de type sauvage.
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Pour la construction du vecteur de ciblage nous avons d’abord criblé une

banque d’ADN génomique XGEM 1 2 de souris Sv 1 29 afin d’isoler les clones

contenant l’exon 2 du gène Mapk4. Un million de clones au total ont été criblés à

l’aide d’une sonde dérivée de l’exon 2. Par la suite les différents clones positifs ont

été analysés par PCR afin d’identifier le clone dont la séquence comprenait un

minimum de 4 kB d’ADN génomique de part et d’autre de l’exon 2. De cette

séquence, les fragments nécessaires pour la recombinaison homologue de la

construction de ciblage ont été amplifiés par PCR. Les autres fragments du vecteur

de ciblage, la GFP et la RFP, ont aussi été amplifiés par PCR. Chacun des fragments

comprenant des sites de digestion unique ont été digérés, purifiés puis insérés

successivement dans le vecteur de ciblage (figure 11, page 48).
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Figure 11: Construction du vecteur de ciblage. Les différents fragments ont été

amplifiés par PCR, tel que décrit dans le matériel et méthodes, et sousclonés succesivement

dans le vecteur de ciblage. Les fragments recombinants 5’ et 3’ représentent les séquences

génomiques amplifiées à partir du clone isolé suite au criblage de la banque d’ADN ?GEM 1 2

de souris 5v. Le fragment recombinant en 5’ contient l’ATG de ERK4 endogène.
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De part et d’autre des séquences du gène Mapk4 recombinantes (fragments

5’ et 3’ recombinants), la GFP a été insérée en phase avec l’ATG de la protéine

endogène (ERK4). Cette insertion vient remplacer la partie de l’exon 2 condant pour

les acides aminées 3 à 182 de ERK4. À chaque étape de clonage, le profil de

digestion a été analysé afin de s’assurer que le fragment a été inséré de façon

adéquate. Finalement, afin de s’assurer que l’expression de l’ARNm de la GFP

respecte le cadre de lecture de l’ARNm de ERK4 endogène, la jonction entre l’exon

2 (extrémité du fragment recombinant 5’) et la GFP de la construction de ciblage a

été séquencée. Nous avons par la suite vérifié l’expression in vivo du gène

rapporteur de la RFP présent dans le vecteur de ciblage. Pour ce faire nous avons

transfecté la construction tel quelle dans les cellules HEK 293 puisque le gène de la

RFP possède son propre promoteur. L’expression de la protéine a été détectée à

l’aide d’un microscope inversé à fluorescence (figure 1 2A, page 49). De plus, nous

avons été en mesure de détecter l’expression de la GFP (figure 1 2B, page 49). Ceci

soulève quelques questions puisque ce gène ne possède pas son propre promoteur

et que la séquence en amont de ce gène provient de l’exon 2 et d’une région

intronique du gène Mapk4.

Figure 1 2 Expression de la RFP et de la GFP in vivo. La construction du vecteur de

ciblage a été transfectée (6tg) dans les cellules HEK 293 en phase exponentielle. Après 2

jours l’expression de la RFP (A) et de la GFP (B) ont été détectées à l’aide d’un microscope

inversé à fluorescence.

A B
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4.3.3 Ciblage du gène Mapk4 dans les cellules souches (ES) murines

La construction du vecteur de ciblage a été linéarisée puis électroporée dans

les cellules ES. Le lendemain, les cellules ont été mises en sélection avec

l’antibiotique geneticine (G41 8). Après 7 à 8 jours de sélection, les clones

résistants ont été repiqués. Une fois amplifiés, les différents clones ont été

subdivisés afin d’obtenir un duplicata. Un des duplicata a servi au criblage des

clones afin d’identifier ceux qui ont incorporé par recombinaison homologue la

construction dans leur génome. La stratégie élaborée afin d’identifier les clones

possèdant l’allèle muté est basée sur le profil de digestion qui est différent de celui

de l’ADN génomique de l’allèle de type sauvage. Le site de digestion Kpnl a été

choisi afin de générer des fragments de longueurs différentes permettant ainsi de

distinguer la présence des deux allèles selon la migration électrophorétique des

fragments. De plus, nous avons tenu compte qu’un des sites de digestion doit être

situé à l’extérieur de la région ciblée par la construction de ciblage. Lorsque l’allèle

de type sauvage sera digéré, un fragment de 9,8 kb sera généré alors que dans le

cas de l’allèle muté ce fragment sera de 6,5 kb, puisque qu’un autre site Kpn1 a été

généré suite à l’intégration de la construction de ciblage (figure 1 3, page 50).

9 kb
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Figure 1 3 Profil de digestion du locus Mapk4 pour la détection des fragments

par Southern blot. La digestion KpnI engendre un fragment de 9,8 kb lorsque l’allèle de

type sauvage est présent, alors qu’elle engendre un fragment de 6,5 kb lorsque l’allèle muté

a été incorporé au locus Mapk4.
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Le criblage des clones a été effectué par Southern blot à l’aide d’une sonde

dérivée de la séquence génomique en 5’ de l’exon 2 et en amont de la séquence

d’homologie retrouvée dans le vecteur de ciblage. Sur les 300 clones analysés, 3

clones positifs ont été obtenus, soit les clones 37, 1 1 7 et 1 48 (figure 14, page

51).
37

Figure 7 4 Criblage des clones ES par Southern blot. L’ADN génomique de 300

clones a été digéré Kpnl, transféré puis hybridé avec une sonde en 5’ de la séquence

recombinante. Sur les 300 clones criblés, 3 clones positifs ont été identifiés, soit le clone 37,

11 7 et 1 48. Le locus Mapk4 présente le profil de digestion attendu, soit un fragment de 9,8

kb qui représente l’allèle de type sauvage ainsi qu’un fragment de 6,5 kb qui représente

l’allèle muté indiqué par les flèches.

Afin de s’assurer que la construction de ciblage soit insérée uniquement au

locus ciblé et qu’il n’y a pas eu d’intégration au hasard dans le génome, nous avons

criblé les clones positifs en utilisant une sonde dérivée d’une séquence présente à

l’intérieur du vecteur de ciblage. La sonde utilisée est dérivée du gène Neot Ce

gène confère une résistance à l’agent de sélection G41 8 et par conséquent les

cellules ES qui ont survécu à la sélection se doivent d’avoir au minimum inséré cette

séquence. Ainsi, d’après le profil de digestion de l’allèle muté et en tenant compte

qu’un des sites de digestion doit se trouver à l’extérieur de la région ciblée par la

construction de ciblage, une digestion Kpnl génère un fragment de 5 kb et une

digestion Apal génère un fragment de 7 kb (figure 1 5, page 52). Advenant une

intégration au hasard dans le génome, le profil de digestion ne sera pas respecté et

des bandes de différentes longueurs seront alors détectées. La présence des
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ftagtments de taille attendue permet aussi de s’assurer que la région 3’ de la

construction a été insérée intégralement au locus ciblé.
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Figure 1 5 Profil de digestion de l’allèle muté du locus Mapk4 pour la détection

des fragments par Southern blot. La digestion Kpnl (K) engendre un fragment de 5,1 kb

alors que la digestion Apal engendre un fragment de 7kb. Le criblage a été réalisé avec une

sonde dérivée du gène Neor.

Sur les trois clones positifs criblés, aucun ne présente d’intégration au

hasard et tous ont intégré la construction de ciblage intégralement dans leur

génome (figure 1 5 , page 52). Le clone 1 49 a été utilisé à titre de contrôle négatif

puisqu’il ne possède pas l’allèle muté et qu’il a démontré une résistance au G41 8.

Kp ni
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Figure 1 6 Criblage des clones ES recombinants par Southern blot. L’ADN des

clones a été digéré Kpnl ou Apal puis hybridé avec une sonde dérivée du gène Neo r• Les

clones positifs 37,1 1 7 et 148 ont le profil de digestion attendu, soit un fragment de 5 et 7

kb. Le clone 1 49 a été utilisé à titre de contrôle négatif.
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Le criblage des 300 clones ES a donc permis d’identifier trois clones qui ont

incorporé au locus ciblé la construction de ciblage ce qui représente un pourcentage

de recombinaison homologue de 1%. Ainsi, notre stratégie d’inactivation s’est

avérée fonctionnelle. L’inactivation de gène Mapk4 murin dans les cellules ES a donc

permis de poursuivre l’inactivation du gène chez la souris.

Nous avons par la suite fait analyser le caryotype de deux des trois clones

positifs puis fait micro-injecter dans le blastocyste de souris celui qui possèdait le

meilleur caryotype. De cette micro-injection plusieurs chimères ont été générées

(Figure 1 7, page 53). Bien que nous ne disposons pas encore des souris découlants

du croisement de ces chimères, afin de vérifier la transmission de la mutation au

niveau germinal, le chimérisme des souris nous indique par contre que le clone ES

injecté est en mesure de contribuer aux cellules somatiques. De plus, le degré de

chimérisme est généralement une indication de la contribution cellulaire provenant

du clone ES injecté. Plus les souris sont chimériques, plus cette contribution est

grande et plus il y a de chances que le clone injecté ait contribué aux cellules

germinales. En ce sens, les chimères que nous avons obtenues ont un bon potentiel

afin de transmettre la mutation du gène Mapk4.

Figure 1 7 : Chimères obtenues suite à la l’injection des cellules ES ERK4+/- de

souris Sv 1 29 dans le blastocyste de mères porteuses CD1. La contribution

cellulaire des cellules Sv 7 29 engendre la coloration du pelage.



5. DISCUSSION ET CONCLUSION

ERK4 est une MAP kinase atypique de la sous famille ERK3 des MAP kinases

qui possède une identité protéique de 42% par rapport à ERKJ/2 et de 73% par

rapport à ERK3 au niveau du domaine kinase. Cependant, tout comme ERK3, la

boucle d’activation de cette kinase est caractérisée par la présence du motif SEG au

lieu du motif TXY très conservé chez les MAP kinases classiques. De plus, ERK4

possède une extention protéique C-terminale qui n’est pas présente chez les MAP

kinases classiques. Malgré le fait que cette kinase ait été identifiée il y a plus d’une

dizaine d’années, elle n’a été jusqu’à maintenant que très peu caractérisée. Aucune

kinase activatrice ni aucun substrat n’ont été identifiés. De plus, les substats

classiques comme la MBP, utilisés pour mesurer in vitro l’activité des MAP kinases

classiques, n’ont pas permis de détecter une activité kinase chez ERK4. Dans notre

laboratoire, nous avons démontré que la sérine 1 86 du motif SEG de ERK4 est

phosphorylée in vivo. Nous effectuerons prochainement des essais

d’autophosphorylation in vitro afin de de démontrer si ERK4 possède une activité

phosphotransférase.

Bien que ERK4 possède une grande identité protéique avec ERK3, des

travaux préliminaires suggèrent que ERK4 possède des propriétés biochimiques

distinctes. Par exemple, nos résultats montrent que ERK4 est une protéine stable

alors qu’il a été démontré que la demi-vie de ERK3 est d’environ 30 minutes[151].

De plus, la surexpression de ERK4 ne semble pas affecter la prolifération des cellules

en phase exponentielle alors qu’il a été démontré qu’une forme stable de ERK3

inhibe l’entrée des cellules en phase S [751]. Pour ce qui est de la localisation

subcellulaire, ERK4 semble principalement cytoplasmique alors que ERK3 est à la fois

cytoplasmique et nucléaire [1 57]. Ces résultats laissent envisager que ERK4 a une

fonction cellulaire différente de celle de ERK3. De plus, la délétion du gène Mapk6

(ERK3) engendre un phénotype létal chez la souris, ce qui démontre que ERK4, du

moins dans certaines conditions, ne peut compenser la perte de ERK3.
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Puisque nous disposons de peu d’information sur ERK4, il s’avèrait donc

laborieux d’effectuer une étude de fonction via l’utilisation aléatoire d’approches

biochimiques. Par conséquent, afin d’étudier la fonction physiologique de cette

protéine, nous avons choisi d’utiliser une approche génétique, soit l’inactivation du

gène Mapk4 (ERK4) murin. Parallèlement, nous avons analysé la séquence de ERK4

puisque les informations sur cette séquence divergeaient. Nous avons aussi analysé

la structure du gène Mapk4 mutin afin de définir une stratégie d’inactivation

adéquate.

5.1 Séquence révisée de ERK4 humain

La divergence entre la séquence protéique de ERK4 humain et mutin ainsi

que celle révélée par l’alignement du cDNA cloné par Gonzalez et al. et de la

séquence génomique, remettaient en doute l’exactitude de la séquence de ERK4

humain retrouvée dans la littérature. Après avoir séquencé de nouveau le cDNA

cloné par Gonzalez et al., nous avons pu mettre en évidence plusieurs erreurs de

séquençage attribuables à l’omission de 5 nucléotides au total. Ces nucléotides

étaient d’ailleurs tous présents dans la séquence de l’ARNm déduite à partir de la

séquence génomique. La présence de ces 5 nucléotides a pour effet de modifier le

cadre de lecture prédit initialement. La protéine déduite à partir de cette nouvelle

séquence possède donc une extrémité C-terminale plus longue, soit une protéine

totalisant 587 acides aminés au lieu de 557. L’identité protéique de ERK4 humain

est maintenant de 94% par rapport à son homologue murin. Ainsi, la souris

représente donc un excelent modèle afin d’étudier la fonction de ERK4 humain.

Une erreur de séquençage semblable a aussi été rapportée chez le rat pour

la séquence du cDNA de ERK3. ERK3 de rat avait été initialement caractérisée

comme étant une proténe de 62 kDa [10]. Par contre, les cDNAs de ERK3 humain

et mutin prédisaient une protéine d’environ 100 kDa [147-J 43]. Turgeon et al. dans

notre laboratoire ont démontré que l’absence d’un seul nucléotide dans la séquence

de rat était responsable de cette ambiguité au niveau de l’identité de ERK3[143].

Par conséquent, afin de s’assurer de l’identité d’une protéine, particulièrement si la
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fonction de cette protéine est inconnue, il est important de s’assurer de

l’exactitude des séquences de cDNAs clonés.

5.2 Le gène Mapk4 (ERK4) murin contient 6 exons répartis sur 1 40 kb

Lors de l’analyse du gène Mapk4 murin, nous avons constaté que la

structure de ce gène comportait un exon supplémentaire en amont par rapport à

l’exon 1 du gène MAPK4 humain. Afin de confirmer la structure du gène murin et ce

dans le but de définir notre stratégie d’inactivation, nous avons analysé les

différents cDNAs murins retrouvés dans les banques de données. Deux cDNAs ont

été utilisés afin de construire un cDNA putatif d’une longueur maximale. Suite à

l’alignement de ce cDNA avec la séquence du gène Mapk4, l’analyse des barrières

introns/exons a permi d’établir clairement que le gène Mapk4 murin comprend 6

exons répartis sur 1 40 kb dont l’exon 1, une partie de l’exon 2 ainsi que l’exon 6

codent pour des régions non traduites.

L’identification positive d’un exon supplémentaire dans la séquence

génomique murine a soulevé la possibilité que cet exon soit aussi présent dans la

séquence humaine. Puisqu’un seul cDNA humain a été cloné nous avons tenté

d’identifier une séquence similaire à l’exon J mutin dans les banques humaine de

ESTs en criblant ces banques à l’aide de l’exon J mutin ou encore à l’aide d’une

séquence située à l’extrémité 5’ du cDNA humain. Cependant, nous n’avons pu

identifier aucun clone EST permettant de valider la présence d’un autre exon pour

le gène humain. L’utilisation d’approches comparatives en bioinformatique n’a pas

permis de confirmer ou d’infirmer la présence d’un sixième exon dans le gène

humain.

Nous avons obtenu un autre résultat qui complexifie l’analyse de la structure

du gène Mapk4. Lorsque nous avons testé par transfection transitoire l’expression

de la construction du vecteur de ciblage, nous avons détecté au microscope à

fluorescence, en plus de l’expression de la RFP, l’expression de la GFP. Dans cette

construction, contrairement au gène de la RFP qui est sous le contrôle d’un

promoteur exogène, la séquence en amont du gène de la GFP provient de la région
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non codante de l’exon 2 ainsi que d’une région intronique du gène Mapk4 mutin. Par

conséquent, ces résultats suggèrent que cette région possède une activité

promotrice permettant l’expression de la GEP. Cette hypothèse pourrait être vérifiée

par des essais Luciférase, afin de mesurer l’activité promotrice de cette région, et

par l’identification du site d’initiation de la transcription.

Depuis quelques années, il a été montré que l’expression de certrains gènes,

tel que le gène pJ8(INK4c) et PPARy, pouvaient être contrôlée par la présence de

multiples promoteurs (revue en [200)). Par exemple, le niveau d’expression et

l’expression du gène de manière spatio-temporelle peut être contrôlé par l’activité

spécifique de différents promoteurs ou encore via la stabilité des différentes formes

d’ARNm engendrées [200]. Il est donc possible que le gène Mapk4 possède plus

d’un promoteur afin de réguler son expression. Cependant, tant que le site

d’initiation de la transcription ne sera pas identifié expérimentalement ou que le

région en amont de l’exon 7 et celle de l’exon 2 ne seront pas caractérisées, cette

hypothèse reste très spéculative.

En supposant qu’une région en amont de l’exon 2 possède une activité

promotrice et étant donné les doutes raisonnables quant à la présence de l’exon 7

dans la structure du gène MAPK4 humain, il est possible d’envisager que l’exon 7

que nous avons identifié sur le gène Mapk4 mutin soit en fait une séquence codante

appartenant à un autre gène. D’autre part, l’analyse du gène MAPK6 codant pour

ERK3, le paralogue de ERK4, suggère fortement que le gène MAPK6 et MAPK4 ont

une origine commune découlant probablement de la duplication d’un gène ancestral

commun [7 44]. En ce sens, du point de vue évolutif, la structure du gène Mapk4

murin, composé de six exons, s’apparante d’avantage à la structure du gène Mapk6.

En plus de possèder une organisation semblable des frontières exons/introns, dans

les deux cas, l’exon 7 est non codant et situé à une distance considérable de l’exon

2, qui comprend le site d’initiation de la traduction protéique (premier ATG).

Quoiqu’il en soit, malgré les doutes qui persistent sur la structure du gène

de ERK4, la présence ou l’absence de l’exon 1 n’a pas de répercussion sur le cadre
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de lecture de la protéine et donc n’a pas de répercussion au niveau fonctionnel. Ceci

s’explique par le fait que l’exon 1 murin est un exon non codant et que le site

d’initiation de la traduction est situé dans l’exon 2 présent aussi dans la séquence

du gène humain. Par conséquent, la présence ou non de cet exon supplémentaire

n’affecte en rien la validité de notre stratégie d’inactivation.

5.3 Stratégie d’inactivation et de criblage

Afin de caractériser ERK4 d’avantage et d’étudier la fonction de cette

protéine, nous avons opté pour une approche génétique nous permettant

d’inactiver le gène chez la souris. Cette approche nous permettra d’analyser le

phénotype engendré par cette délétion dans un contexte physiologique chez

l’animal. Nous avons choisi d’utiliser la délétion génique classique (<knock out»)

plutôt que la délétion génique conditionnelle puisque celle-ci nous permet d’insérer

un gène rapporteur (knock in») afin d’analyser le profil d’expression spatio

temporel du gène Mapk4. La stratégie d’inactivation passe donc par la délétion

d’une partie de l’exon 2 du gène Mapk4 et l’insertion d’un gène rapporteur en phase

avec l’ATG de la protéine endogène. Dans notre stratégie nous avons choisi

d’utiliser le gène de la GFP comme gène rapporteur de l’expression génique au lieu

du gène LacZ exprimant la B-galactosidase. Principalement, nous avons choisi la GFP

afin de pouvoir détecter directement l’expression du gène par microscopie à

flurorescence et éviter la coloration X-gal qui nécessite plus de préparation des

échantillons. De plus, nous pourrons mesurer par cytométie en flux, dans diverses

conditions, la modulation de l’expression du gène Mapk4 dans différentes lignées

cellulaires dérivées des souris mutantes.

Par exemple, la GFP a été utilisée pour mesurer l’expression du récepteur des

glucocorticoides durant le développement des thymocytes. Pour ce faire, Brewer et

al. ont généré des souris dont le gène du récepteur aux glucocorticoides a été

remplacé par le gène exprimant une protéine de fusion GFP-récepteur

glucocorticoide (GFP-GR) [201]. Cette méthode s’est avérée efficace pour détecter

l’expression génique dans les thymocytes par cytométrie en flux. De plus, cette

méthode a permi de visualiser l’expression génique dans les tissus murins
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directement en regardant l’expression de la GFP-GR à l’aide d’un microscope à

fluorescence. Il a aussi été démontré que la fluorescence est proportionnelle à la

quantité de protéines exprimées et que, lorsque l’expression de cette protéine

avoisine l’expression de la protéine endogène, il est alors possible de quantifier

l’expression protéique dans des cellules dérivées de souris mutantes [202].

Cependant, la GFP a le désavantage d’être moins sensible que la B-galactosidase

pour mesurer de faibles taux d’expression génique. Ceci est dû au fait que

l’expression de la GFP est proportionnelle à la fluorescence émise, alors que la B

galactosidase possède une activité enzymatique capable d’amplifier le signal

d’expression selon la disponibilité du substrat et le temps de coloration.

L’utilisation de protéines fluorescentes comme gènes rapporteurs comporte

un autre avantage, soit de pouvoir sélectioner les cellules qui expriment cette

protéine. En effet, Gagnetent et al. ont démontré que l’utilisation d’une protéine

GFP-Cre exprimée de manière transitoire dans les cellules ES permettait non

seulement d’enlever une séquence génomique flanquée de deux sites IoxP, mais

permettait aussi l’isolation rapide et spécifique de cellules ES modifiées au moyen du

FACS (fluorescence-activated cell sorting») [203]. Par conséquent, l’utilisation de

gènes rapporteurs exprimant des protéines fluorescentes permet de sélectionner,

que ce soit au moyen du FACS ou encore par visualisation directe, les cellules qui

expriment ce gène. Ceci est d’autant plus important lorsqu’il s’agit d’isoler un petit

nombre de cellules au sein d’une même population. Ainsi, puisque l’inactivation d’un

gène par recombinaison homologue est un évènement peu fréquent dans les cellules

ES, cette méthode s’avère très intéressante pour le criblage de cellules ES

recombinantes bien qu’il est nécessaire de s’assurer par la suite que les cellules

sélectionnées n’expriment pas la protéine à cause d’une insertion au hasard dans le

génome. Nous avons donc tenté de développer une stratégie qui nous permettrait

d’utiliser cette approche afin de faciliter le criblage des cellules ES ERK4 mutantes.

Notre stratégie d’inactivation comporte l’insertion du gène rapporteur GFP.

Cependant, afin d’utiliser ce gène comme marqueur de sélection positif des cellules

ES recombinantes, ERK4 doit être exprimée dans ces cellules car l’expression de la
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GFP est sous le contrôle du promoteur endogène Mapk4 . Puisque nous ne

disposions d’aucune information quant à l’expression de ERK4 dans les cellules ES,

nous avons décidé d’utiliser le gène rappoteur de la RFP, celui-ci sous le contrôle

d’un promoteur exogène, soit le promoteur CMV. Pour ne pas interférer avec notre

stratégie d’inactivation et dans le but de réduire le nombre de cellules ES

recombinant à isoler, nous avons modifier la stratégie de sélection positive de

manière à effectuer une sélection négative. Puisque la présence d’un marqueur de

sélection négatif reflète l’incorporation de la construction de ciblage au hasard dans

le génome des cellules, les cellules exprimants la RFP pourront être discriminées des

cellules ES qui possèdent l’allèle correctement ciblé.

Cette stratégie comporte trois avantages majeurs. Le premier avantage est

que l’utilisation de ce marqueur, contrairement au marqueur de sélection négatif

classique tel le gène HSV-tk, ne nécessite pas que les cellules soient traîtées avec

un agent de sélection toxique comme le FIAU. Le deuxième avantage est que ce

gène rapporteur, puisqu’utilisé comme marqueur de sélection négatif, peut être

exprimé sous le contrôle d’un promoteur exogène (CMV) constitutivement actif afin

de s’assurer que la protéine est exprimée et donc détectable. Enfin, puisque le

marqueur de sélection ne se trouve pas au locus ciblé, le phénotype engendré par

la délétion génique n’est pas modifié par la présence d’un promoteur exogène ou

l’expression respective de cette protéine.

Lors du criblage des cellules ES recombinantes, nous avons tenté dans un

premier temps de détecter directement l’expression de la RFP dans les cellules ES

par microscopie. Cependant, nous n’avons pas réussi à détecter cette expression.

Bien que l’expression de la RFP soit facilement détectable lorsque la construction de

ciblage est transfectée de manière transitoire dans les cellules HEK 293, il est

possible que le promoteur CMV soit faiblement ou pas exprimé dans les cellules ES.

Une étude sur l’activité de différents promoteurs dans les cellules ES, dont le

promoteur CMV, semble appuyer ces résultats [204]. Ceci sera donc pris en

considération lors de la construction future de vecteurs de ciblage. Plusieurs types

de promoteur dont le promoteur EF (((humain polypeptide chain elongation factor



61

la promoterx’) et le promoteur CBA (<chicken 3-actin promoter») seront testés

pour s’assurer de l’expression de la RFP dans les cellulles ES. Il est aussi possible que

les conditions de détection que nous avons utilisées ne soient pas optimales pour la

détection de la RFP et de la GFP, puisque l’expression de la GFP n’a pas non plus été

détectée dans les cellules ES. Cependant, dans le cas de la GFP, tel que mentionné,

l’expression de la protéine est sous le contrôle du promoteur de ERK4 endogène.

Par conséquent, il est possible que la protéine ne soit pas exprimée dans la mesure

où le gène Mapk4 ne serait pas actif dans les cellules souches murines. Afin

d’analyser l’expression du gène Mapk4 et de vérifier cette hypothèse, nous

procéderons prochainement à l’extraction de l’ARNm de différents tissus et types

cellulaires, dont les cellules souches, afin de mesurer l’expression par RT-PCR.

Puisque la sélection négative des clones ne nous a pas permi d’optimiser

notre méthode de criblage, nous avons utilisé la méthode classique et repiqué un

maximum de clones, pour un total de 300. Pour le criblage des clones qui possèdent

l’allèle muté nous avons utilisé une sonde en 5’ de l’exon 2 dérivée d’une région

intronique qui n’est pas présente dans la région d’homologie utilisée pour la

construction du vecteur de ciblage. Parallèlement, un site de digestion unique Kpnl

introduit au locus ciblé, suite à l’intégration de la construction de ciblage, nous

permettait d’obtenir un profil de digestion de l’allèle muté différent de celui de

l’allèle de type sauvage. L’utilisation d’une sonde à l’extérieur de la séquence de

ciblage nous a permis de nous assurer que la mutation a été insérée au bon locus.

De plus, cela nous a permis de nous assurer que la région qui comprend la GFP a

été insérée dans son intégrité.

Suite au criblage des 300 clones, trois clones positifs ont été identifiés. Afin

de s’assurer que la mutation a été intégrée seulement au locus ciblé et qu’il n’y ait

pas eu d’autre intégration au hasard dans le génome (ce qui pourrait affecter le

phénotype), nous avons criblé les clones positifs avec une sonde dérivée du gène

Neot, présent uniquement dans la construction de ciblage. Cela nous a permis de

confirmer que la construction de ciblage avait été intégrée au bon endroit dans le

génome et en une seul copie. En effet, la construction de criblage n’a pas été
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intégrée au hasard dans les clones 37, 11 7 et 1 48. De plus, le profil de digestion de

ces trois clones a permis de confirmer que la construction de ciblage en 3’ du site

Kpnl a été insérée dans son intégrité. Suite au criblage des 300 clones, nous avons

calculé un pourcentage de recombinaison homologue de l’ordre de 1%. Bien que ce

pourcentage soit peu élevé (généralement compris entre 1 et 1 0%), nous pouvons

conclure que notre stratégie d’inactivation du gène Mapk4 dans les cellules ES a

fonctionné. En eftet, nous avons obtenu trois clones qui démontrent le bon profil

d’intégration au locus ciblé. Par conséquent, la première étape afin de générer des

souris dont le gène Mapk4 a été inactivé a été franchie avec succès.

5.4 Suite du projet

Suite à la complétion de la première étape, nous avons entamé la deuxième

étape qui consiste à injecter les cellules ES recombinantes dans le blastocyste d’une

mère porteuse. Préalablement, le clone positif 1 48 a été sélectionné et analysé

d’avantage afin de s’assurer que le caryotype des cellules souches était normal. Ceci

est une mesure de précaution afin de s’assurer que le phénotype observé reflète

uniquement l’inactivation génique et non un réarrangement chromosomique comme

une trisomie ou une translocation chromosomique. De plus, un caryotype normal est

une bonne indication que les cellules ont le potentiel de contribuer aux cellules

somatiques et germinales.

Suite à l’injection, nous avons obtenu des souris chimériques que nous avons

croisées afin d’obtenir une première population de souris hétérozygotes pour l’allèle

ERK4 muté. Récemment, nous avons obtenu les souris et le génotypage de ces

souris devrait se faire sous peu. Lorque nous aurons identifié les souris

hétérozygotes nous les croiserons entres elles afin de générer les souris

homozygotes dont le gène Mapk4 aura été inactivé sur les deux allèles. Nous

prévoyons donc obtenir les souris nulles ERK4 durant l’été 2005.

Lorsque nous aurons obtenu les souris nulles ERK4, nous allons dans un

premier temps déterminer si l’inactivation du gène Mapk4 entraîne un phénotype

létal. Advenant une létalité au niveau embryonnaire, nous déterminerons à quel
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moment du développement survient la mort de l’embryon. Ceci nous permettra par

la suite de diriger notre étude de fonction par rapport à un stade bien précis du

développement. Advenant la survie des souris, nous effectuerons des analyses

morphologiques et histologiques comparatives afin de déterminer le phénotype

engendré par la délétion. Parallèlement, nous analyserons le profil d’expression

spatio-temporel de ERK4 par la détection de la GFP. Ceci nous permettra de cibler

les organes et tissus où ERK4 est exprimée et permettra encore d’avantage de

diriger l’analyse du phénotype. Nous dériverons aussi à partir des souris nulles

diverses lignées cellulaires (MEFs, cellules hématopoetiques...) afin d’étudier les

effets cellulaires de la perte de ERK4, notamment sur la prolifération et la

différenciation des cellules.

Advenant le cas où l’inactivation de ERK4 n’entraîne aucun phénotype

sévère, il est possible d’envisager que la protéine ne soit pas impliquée au niveau du

dévelopement, qu’elle ne soit pas nécessaire à la survie des souris où encore qu’il

existe une redondance protéique fonctionnelle capable de palier à l’absence de

ERK4. Cette redondance pourrait par exemple être assurée par ERK3, le paralogue

de ERK4. Cependant, nos résultats préliminaires semblent indiquer que ces deux

protéines se comportent de manière très différente, du moins au niveau de leur

stabilité protéique respective et de leur effet sur la prolifération cellulaire. Enfin, les

souris nulles ERK3 présentent un phénotype létal, ce qui implique que ERK4 n’est

pas en mesure de compenser pour la perte de ERK3. Malgrés ces résultats, nous ne

pouvons exclure l’hypothèse que ces deux protéines soient redondantes, du moins

pour certaines fonctions. Il serait aussi intéressant d’étudier le rôle de ces deux

protéines en générant des souris doubles hétérozygotes et double «kock out» de

ERK3 et ERK4.

En conclusion, nous avons établi une stratégie d’inactivation qui nous a

permis d’inactiver le gène Mapk4 dans les cellules ES. Nous avons délété la région

codant pour les acides aminés 3 à 7 82 de ERK4 et remplacé cette région par le

gène de la GFP afin d’analyser l’expression du gène Mapk4. Cependant, notre

stratégie ne nous a pas permis d’optimiser tel que souhaité la méthode de criblage
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des cellules ES mutées. L’identification de clones positifs par Southern blot a permis

de sélectionner le clone 1 48 pour générer les souris mutantes. Ce clone a été utilisé

afin de générer des souris chimériques puis une première population de souris

potentiellement hétérozygotes pour l’allèle muté. La génération de souris nulles

ERK4 s’avérera un outil indispensable pour étudier la fonction de ERK4 ainsi que le

profil d’expression spatio-temporel du gène Mapk4. Parallèlement, nous proposons

une séquence révisée pour la forme humaine de la protéine ERK4. Ainsi, ERK4 est

une protéine de 587 a.a et possède une identité protéique de 94% par rapport à

son homologue murin.

La caractérisation des MAP kinases classiques jusqu’à ce jour a permis de

démontrer que celles-ci sont indispensables au bon fonctionnement de la cellule et

de l’organisme entier. Ces enzymes sont impliquées dans plusieurs voies de

signalisation qui contrôlent diverses réponses cellulaires associées à la croissance, la

prolifération et la différenciation, la réponse au stress et l’apoptose. Par

conséquent, il est important de définir la fonction de la MAP kinase atypique ERK4

et son degré d’implication dans ces différents processus. Ainsi, la génération de

souris nulles pour l’allèle ERK4 s’inscrit parfaitement dans cette optique.
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