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Depuis environ une décennie, nous avons pu assister a une explosion dans la
connaissance des oncogenes qui fonctionnent anormalement durant la transformation maligne
des cellules.

Les oncogenes sont des génes viraux (v-oncogenes) ou cellulaires (c-oncogenes), dont
I’expression anormale ou le produit altéré est impliqué dans 1’apparition d’un phénotype
malin. Quelques uns de ces geénes (c-oncogenes) ont ét€ isolés par transfection d’ADN de
diverses cellules tumorales dans des cellules 3T3 normales de souris et identifiés par leur
homologie avec des oncogenes viraux. Cependant, tous les c-oncogenes n’ont pas d’homo-
logues viraux. Les c-oncogenes dérivent de génes cellulaires normaux ou proto-oncogenes.
Leur présence dans des especes trés divergentes et leur fort degré de conservation de
séquences, suggerent qu’ils auraient un rdle essentiel dans le métabolisme, la croissance et
la différenciation cellulaire.

Les mécanismes d’activation oncogénique qui induisent la conversion des proto-
oncogenes en oncogenes, sont des événements génétiques critiques dans la transformation
néoplasique. Les altérations qui induisent cette conversion peuvent correspondre a de gros
réarrangements ou étre trés subtiles comme une simple modification dans la séquence
nucléotidique par substitution d’un nucléotide. Elles peuvent étre produites par quatre
mécanismes différents :

(i) par mutation ponctuelle conduisant & une altération structurale de la protéine ;

(ii) par amplification génique souvent associ€e a une surexpression de la protéine ;

(iii) par réarrangement génique, notamment des translocations chromosomiques,
produisant parfois des protéines chimériques et

(iiii) par surexpression par acquisition d’un nouveau promoteur transcriptionnel.

Les oncogenes viraux peuvent étre portés par des virus a ARN (i.e. AMV, virus de
Rous) ou a ADN (i.e. polyome, SV 40, adénovirus). Dans le cas des virus a ARN ou
rétrovirus, les oncogenes dérivent de proto-oncogenes cellulaires, alors que les virus

tumorigeénes & ADN n’ont manifestement pas de progéniteur cellulaire.
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Depuis quelques années est apparue une nouvelle classe de genes impliquée dans les
processus transformants non pas par activation d’un géne, comme dans le cas des oncogenes,
mais par inactivation de celui-ci. Ces geénes remplissent des fonctions qui limitent la
prolifération cellulaire, c’est pourquoi leur inactivation libere la cellule de certaines
contraintes limitant cette prolifération. Ces geénes sont de ce fait appelés génes suppresseur
de tumeur.

Par ailleurs, les études effectuées jusqu’a ce jour tendent a montrer que la combinaison
de plusieurs oncogenes viraux ou cellulaires ou génes suppresseur de tumeur est généralement
requise pour convertir une cellule normale en cellule tumorigeéne.

Cependant, le processus de cancérisation ne peut €tre expliqué par la seule présence de
ces types de genes. D’autres parametres tels que, des modifications de la structure
membranaire et1’apparition de nouveaux antigénes cytoplasmiques et membranaires, tels que
certaines cytokines, joueraient un réle trés important dans le développement des tumeurs.
Néanmoins, I’étude des oncogenes et génes suppresseur de tumeur représente un grand intérét
clinique pour I’identification et la classification des pathologies et ils pourraient représenter
des cibles privilégiées pour la thérapie.

L’oncogene Harvey-ras fait partie d’une famille de trois oncogenes (c-Ha-ras, c-Ki-
ras, c-N-ras). Les deux oncogeénes Ha-ras et Ki-ras ont été identifiés par homologie avec les
oncogenes viraux v-Ha-ras et v-Ki-ras des virus transformants Harvey et Kirsten du sarcome

_de rat, alors que N-ras n’a pas d’équivalent viral connu. Ces trois c-oncogenes sont
fréquemment impliqués dans des cancers humains (tels que les cancers des poumons, du
colon, de la thyroide) et animaux (tel que les tumeurs de la peau de souris induites par un
agent cancérogene). Une mutation ponctuelle au niveau de codons bien précis est générale-
ment impliquée dans le processus transformant impliquant ces oncogenes.

De plus, les mutations au niveau des oncogénes ras sont fréquemment associées a une
surexpression de ceux-ci, comme c’est le cas pour ’oncogeéne Ha-ras dans les tumeurs de
la peau de souris. Le mécanisme de cette surexpression reste jusqu’a ce jour inexpliqué. Le

travail présenté dans ce mémoire a pour but de mieux appréhender les mécanismes de la
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régulation transcriptionnelle de I’oncogeéne Ha-ras. En effet, I’initiation de la transcription
est un des mécanismes clefs dans le contrdle de I’expression des geénes eucaryotes et la
dérégulation au niveau transcriptionnel de I’expression de certains oncogénes a pu étre mis
en cause dans l’apparition de pathologies cancéreuses. Ainsi, 1'étude de la régulation
transcriptionnelle du géne Ha-ras devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes

conduisant 2 la surexpression de ce géne dans les tumeurs de la peau de souris.
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A. LES GENES RAS

I. Les geénes ras.

La plupart des eucaryotes, incluant Saccharomyces cerevisiae et les mammiferes,
possedent plusieurs génes ras (pour rat sarcoma). Depuis quelques années, il est devenu clair
que les genes ras font partie d’une superfamille de petites protéines G qui peut étre divisée
en trois principaux groupes (tableau 1, pour revue voir Grand & Owen, 1991). La famille
ras elle-méme contient les trois génes ras ainsi que R-ras, ral AetB, rap 1A, 1Bet2 et TC21,
qui présentent a peu pres 50% d’homologie avec les génes ras. La famille rho consiste en
rho A, Bet C, rac 1 et 2 et TC10, présentant environ 30% d’homologie avec les génes ras.
Finalement, la famille rab, qui présente également 30% d’homologie avec les geénes ras
consiste en 6 geénes rab, BRL-ras, smg 25A, B et C. Cette dernieére comporte également les
genes de levure YPT1 et SEC4 qui ont été bien caractérisés et servent de modeles pour 1’étude
des genes rab de mammiferes.

Un analogue procaryotique des genes ras a également ét€ décrit : le produit du gene
era de Escherichia coli qui présente 50% d’homologie avec le géne de levure RAS1 dans les
deux-tiers N-terminaux de la protéine (March et al., 1988).

Chez les mammiferes, la famille des génes ras comporte trois membres oncogenes :
Harvey-, Kirsten- et N-ras. Les deux premiers ont été identifiés initialement comme les
homologues cellulaires des virus oncogénes Harvey et Kirsten du sarcome de rat (Harvey,
1964 ; Kirsten & Mayer, 1967). 1l a été¢ démontré que ces deux rétrovirus transformants ont
été générés par la transduction des deux genes cellulaires Ha-ras et Ki-ras (DeFeo-Jones et
al., 1981 ; Ellis et al., 1981). Le géne N-ras n’a pas d’équivalent viral connu et a été isolé
a partir d’ADN de tumeur humaine (un Neuroblastome) grice a son aptitude a transformer
certaines cellules par transfection (Murray et al., 1983 ; Shimizu er al., 1983). Chez
I’homme, les génes Ha-, Ki-, et N-ras sont localisés respectivement sur les bras courts des
chromosomes 11 (11p15.1-p15.5), 12 (12pl12-pter) et 1 (1p22-p32) et chez la souris,

respectivement sur les chromosomes 7, 6 et 3 .



Famille ras Famille rho Famille rab
Intermédiaires

Mammifere Analogues Mammifere Analogues Mammmifere  Analogues Ras/Go
Ha-ras Sc RAS1 rho A Sc RHO 1 rab 1A ScYPT 1 ARF1
Ki-ras (A+B) Sc RAS2 rho B Sc RHO 2 rab 1B Sc SEC 4 ARF2
N-ras Sp RAS rho C rab 2 Dd Sas 1 SAR1

Dm rasl rac 1 (TC25) rab 3A Dd Sas 2

(smg25A)

Dd ras rac 2 rab 4 Sp YPT 2

Apl ras TC10 rab 5 Sp YPT 3
rap 1A Dm ras3
(Krevl/smg21)

ScRSR 1 BRL-ras
rap 1B smg 25A
rap 2 smg 25B
R-ras smg 25C
ral A
ral B
TC21

Tableau 1 : Superfamille des genes ras. Abréviations : Sc, Saccharomyces cerevisiae ; Sp, Schizosaccharomyces pombe ; Dm, Drosophila

melanogaster; Dd, Dictyostelium discoideum ; Apl, Aplysia. (D'aprés Grand & Owen, 1991).

1T
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Les genes ras sont hautement conservés d’un gene a I’autre. Les séquences codantes
de Ha- et N-ras sont distribuées sur quatre exons codant pour des protéines de 189 acides
aminés alors que Ki-ras posséde cinq exons codant. Dans ce dernier cas, il existe en effet,
deux exons quatre (4A et 4B) soumis & un épissage alternatif qui permet la synthese de deux
isomorphes de 188 et 189 acides aminés, qui different dans le domaine carboxy-terminal
(Capon et al., 1983b ; McGrath et al., 1983 ; Shimizu et al., 1983). De la méme maniere,

les genes ras sont hautement conservés entre les especes.

1.1 Expression des génes ras dans les cellules normales.

Les genes ras sont exprimés dans tous les tissus et au cours de tous les stades du
développement a un niveau relativement faible. Ils sont de ce fait classés dans une catégorie
de genes appelée housekeeping gene. Néanmoins, il existe des différences significatives dans
le taux d’expression de la p21=~ en fonction du type cellulaire (Furth er al., 1987). Il a été
montré au niveau de certains tissus humains normaux que les cellules immatures, capables
de prolifération, contiennent plus de p21= que les cellules matures. A I’inverse, certaines
cellules fortement différenciées comme les neurones ou les cellules épithéliales des glandes
endocrines expriment de fagon abondante la p21~ (Furth et al., 1987). De tous les tissus, le
cerveau est celui qui exprime le plus la p21= (Swanson et al., 1986). 11 a de plus été démontré
_au niveau des tissus de la souris que, en plus dela variation du taux de protéines Ras en fonction
du type cellulaire, il existe une variation dans le taux des différents transcrits des trois génes
ras en fonction des tissus et durant le développement pré- et post-natal (Leon et al., 1987).
Ces observations amenent a se poser la question quant au(x) role(s) des différents genes ras.
En effet, il existe une hypothese selon laquelle les différents genes ras auraient des fonctions
cellulaires différentes. Il existe peu d’évidences expérimentales en faveur de cette hypothese.
Néanmoins, Carbone et ses collaborateurs (1991) ont montré que seul Ha-ras semble capable
d’inhiber I’induction de c-fos par le TPA alors que Ki-ras et N-ras ne semblent pas avoir

d’effet sur cette induction.
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Il est également possible que ces genes codent pour une méme fonction dont
I’expression pourrait étre régulée de fagon différentielle en fonction des différents stades du
développement et des différents tissus, grace a I’existence de ces trois genes. Les observations
des profils d’expression des différents geénes ras durant le développement et en fonction des
tissus suggerent que ces génes doivent étre fortement régulés pour répondre a divers besoins
physiologiques et éviter les risques de surexpression qui peuvent conduire a la transformation

cellulaire.

1.2 Les promoteurs des génes ras.

Les régions promotrices des trois génes ras ont été caractérisées et analysées chez
I’homme (Ishii et al., 1985 ; Hall & Brown, 1985 ; Trimble & Hozumi, 1987 ; Yamamoto
& Perucho, 1988 ; Thorn et al., 1991) et diverses espéces animales comme le rat et la souris
(Damante et al., 1987 ; Hoffman et al., 1987 ; Honkawa et al., 1987 ; Brown et al., 1988
; Paciucci & Pellicer, 1991). Bien que ces promoteurs soient différents, on retrouve certaines
caractéristiques communes a la classe de genes dite housekeeping ou ayant des fonctions
cellulaires en rapport avec la croissance : ils ne possédent pas de boite TATA, ils sont tous
riches en bases G et C avec plusieurs sites de fixation pour les facteurs de transcription Spl
ou de la famille Sp1 (Ishii ez al., 1986 ; Lee & Keller, 1991 ; Plumb er al., 1991). Spl est

_un facteur de transcription ubiquitaire ; il a été purifié (Briggs et al., 1986) et I' ADNc a été
cloné (Kadonaga et al., 1987). La protéine Spl est impliquée dans la transcription de
nombreux génes viraux et cellulaires. Elle possede trois motifs en doigt de zinc qui sont
impliqués dans le domaine de fixation & ’ADN (Kadonaga et al., 1987). De plus, cette
protéine possede un domaine transactivateur riche en glutamine (Courey er al., 1988).
Actuellement, le role des promoteurs de type housekeeping, dans I’initiation et I’activation
de la transcription de ces geénes, n’est pas bien compris. Seul Sp1 est un facteur commun que
I’on retrouve impliqué au niveau de tous ces promoteurs. Ainsi, les études des interactions

des facteurs nucléaires avec le promoteur des genes ras a permis dans tous les cas de mettre
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en évidence la fixation de facteurs nucléaires au niveau des boites GC (Ishii ef al., 1986 ;
Hoffman et al., 1990 ; Thorn et al., 1991 ; Lee et al., 1991 ; Paciucci & Pellicer, 1991 ;
Plumb et al., 1991). 11 est a noter que le nombre des sites potentiels pour la fixation des
facteurs de transcription de la famille Sp1 varie d’un promoteur et d’une espece a 1’autre. De
plus, les expériences de protection contre I’action de la DNase I ont montré que certains de
ces sites potentiels ne sont pas protégés contre 1’action de 1a DNase I au niveau des promoteurs
des genes ras. Ces expériences ont également mis en évidence des séquences de fixation a
des facteurs nucléaires identifiés ou non, et qui different d’un promoteur et d’une espece &
I’autre. Par exemple, au niveau du promoteur Ha-ras humain, il existe six boites GC dont
une semble étre essentielle pour 1’activité promotrice ainsi qu’un deuxie¢me €lément HRE-
1 (Ha-ras element I - CCGGAA) fixant un facteur non identifié. A part ces deux éléments
essentiels, les autres semblent avoir une contribution mineure dans I’activité de ce promoteur
(Lee & Keller, 1991). Au niveau du promoteur N-ras humain, sept sites de fixation a des
facteurs nucléaires ont été caractérisés, qui présentent des homologies de séquences avec des
sites déja connus (MLTF/Myc, CREB/ATF, AP-1, AP-2, Myb et EATF1). A I'inverse, il
existe quatre sites potentiels Sp1 qui ne sont pas protégés contre I’action de la DNase I (Thorn
et al., 1991).

L’étude des régions promotrices des différents genes ras a permis de mettre en évidence
que les promoteurs des génes Ha-ras humain et Ki-ras murin ont une activité promotrice
bidirectionnelle (Lowndes et al., 1989 ; Hoffman et al., 1987) alors que celui du géne N-

ras humain ne montre pas d’activité de ce type (Thorn et al., 1991).
II. Structure et organisation fonctionnelle des protéines Ras.

Les genes ras codent pour des protéines d’un poids moléculaire de 21 kDa (Shih ez al.,
1979a). La structure primaire des protéines Ras est tres conservée a I’intérieur d’une méme
espece (par exemple Ha-, Ki- et N-Ras humains ont plus de 80% d’homologie en séquence

d’acides aminés) avec la moitié N-terminale des protéines qui est identique. La conservation
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d’un geéne ras d’une espece a I’autre se retouve au niveau de la protéine ; ainsi les protéines
Ha-Ras chez I’Homme et le Rat sont identiques et il n’y a que quatre substitutions d’acides
aminés lorsque I’on compare la séquence a celle du Poulet.

Les protéines Ras peuvent étre divisées en trois régions (figure 1) : 1a boite CAAX a
P’extrémité C-terminale, un domaine hétérogene (acides aminés 165 a 185) et le domaine
catalytique (du coté N-terminal) (Lowy et al., 1991). Les quatre derniers acides aminés
formant la boite CAAX sont communs & différentes classes de protéines. C estinvariablement
une cystéine, A un acide aminé aliphatique et X peut correspondre a différents acides aminés.
Les protéines Ras ne peuvent étre actives que lorsqu’elles sont ancrées au niveau de la face
interne de la membrane cytoplasmique (Willumsen er al., 1984) apreés une série de
modifications post-traductionnelles (Glomset ez al., 1990). Ces modifications comprennent
une étape de farnésylation de la cystéine (Casey et al., 1989), le clivage protéolytique des
trois derniers acides aminés et la carboxyméthylation de la cystéine (Hancock et al., 1989).
Ces modifications ainsi que la palmitoylation decystéines localisées dans la région hétérogéne
juste en amont de la cystéine farnésylée permettent 1’attachement de la p21™ a la membrane
cytoplasmique (Hancock et al., 1990 ; Gibbs, 1991). La région hétérogéne codée par 1’exon
4B de Ki-ras ne contient aucune cystéine ; dans cette protéine une série de six lysines augmente
Paffinité¢ de la protéine pour la membrane cytoplasmique comme le font les cystéines
palmitoylées dans les autres protéines Ras.

La séquence des vingt et un acides aminés de la région hétérogene (acides aminés 165
2 185) est tres divergente au niveau des quatre protéines Ras (Ha-Ras, N-Ras, Ki-RasA et
Ki-RasB). D’un autre c6té, pour chaque protéine Ras, cette séquence d’acides aminés est tres
conservée entre I’homme et les rongeurs.

Les 165 acides aminés N-terminaux contiennent le domaine catalytique ; cette région
est conservée a plus de 90% chez les trois génes ras, les 86 premiers acides aminés étant

identiques d’une espece a ’autre.
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La mutagéneése des genes ras (Sigal et al. , 1986) et 1a cristallographie aux rayons X des
protéines Ras (Pai et al., 1991 ; Tong et al., 1991 ; De Vos et al. , 1988) ont permis d’obtenir
beaucoup d’informations sur la structure et I'organisation fonctionnelle de cette petite
protéine G. En effet, Schlichting et ses collaborateurs (1990), ainsi que Milburn et ses
collaborateurs (1990) ont mis en évidence, par cristallographie aux rayons X 2 1,35 A de
résolution, les changements de conformation de la p21= aprés 1’hydrolyse du GTP et la
fixation au GDP. Ces modifications surviennent d’une part dans une région définie comme
la région effectrice qui est également la région d’interaction avec la protéine GAP, ainsi que

dans une autre région impliquée dans les interactions avec les nucléotides a guanine (figure

1).
HI. Le cycle d’activation des protéines Ras ; le cycle GTP/GDP.

L’activité GTPasique du domaine catalytique et le taux de dissociation des nucléotides
controlent 1’état d’activation de la protéine Ras (figure 2). Dans les cellules, le rapport GTP/
GDP est tres élevé, signifiant que le GTP se fixera préférentiellement aux molécules de p21~
libres de nucléotides apres dissociation, 1’affinité de 1a p21= pour le GTP et le GDP étant
similaire. La protéine GTP-p21 hydrolyse le GTP en GDP & un faible taux convertissant de
cette manicre la forme active GTP-p21 en forme inactive GDP-p21. Du fait que Ras joue un
_ rOle important dans la transduction de signaux, la régulation de son activité est tres controlée.
Deux types de protéines contrdlent la fixation de Ras au GTP ou GDP. Les Guanine
nucleotide-releasing proteins (GNRPs) ou facteurs d’échanges facilitent le reldchage du GDP
permettant ainsi au GTP de se fixer (Feig & Cooper, 1988). Les GTPase-activating proteins
(GAPs) accélerent I’hydrolyse du GTP. Ces protéines se trouvent en amont de I’action des

protéines Ras dans la transduction des signaux.
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Figure 2 : Cycle d'activation et d'inactivation de la p21™ et sa régulation par des facteurs
cellulaires. Les signaux extracellulaires sont transmis via des récepteurs membranaires
. activés, ce qui résulte en 1'activation de la p21™ par stimulation du relichage du GDP par
le facteur d'échange, ou en inhibant les facteurs stimulant 1'activité GTPasique (GAP, NF1),
ou par ces deux mécanismes a la fois. La fixation du GTP induit un changement
conformationnel permettant de présenter le domaine effecteur (rectangle noir) dans une
conformation reconnaissable par les protéines stimulant 1'activité GTPasique (GAP, NF1)
et la ou les molécule(s) cible(s), effectrice(s). L'hydrolyse du GTP en GDP induit un retour

de la p21™ dans une conformation inactive. (D'apres Lowy et al., 1991).
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IV. Fonctions biochimiques de la p21~.

IV.1 Quel est Peffecteur de ’action de la p21~?

La seule activité enzymatique connue de la p21~ est I’hydrolyse du GTP servant de
régulateur interne a 1’activité de la protéine. Il est donc probable que la p21= génére des
signaux pour la prolifération cellulaire ou la différenciation cellulaire, en interagisant avec
d’autres protéines dans la cellule et en activant ainsi un chemin de transmission du signal.
Ceci est analogue au systeme des protéines G classiques dans lequel la sous unité a complexée
au GTP interagit avec une enzyme effectrice pour réguler I’activité de 1’effecteur.

Une analyse génétique (Willumsen et al., 1986) a permis d’identifier le domaine
effecteur des protéines Ras grace a des mutants de délétion au niveau des acides aminés 32
a 40 qui sont défectifs pour la transformation. Les mutations dans cette région n’altérent pas
les autres propriétés de la p21= comme la fixation aux nucléotides a guanine ou la localisation
membranaire. Cette région est exposée a la surface de la molécule (Pai ez al., 1989) et
considérée comme le domaine qui doit interagir avec son effecteur ou molécule cible.
Actuellement, on connait deux protéines qui interagissent avec ce domaine : 1a protéine GAP

et la protéine NF1.

IV.2 La p21- et GAP.

La protéine GAP (pour GTPase activating protein) découverte par Trahey et
McCormick a la propriété d’augmenter I’activité GTPasique des protéines Ras (Trahey &
McCormick, 1987). GAP est également la premiere protéine mise en évidence comme
interagissant avec la p21=~. Il existe deux formes de la protéine GAP chez ’homme (Trahey
et al., 1988). Le type I de 125 kDa est exprimé dans tous les tissus, alors que le type II, ne
contenant pas les 180 premiers acides aminés du type I, a été détecté uniquement dans le

placenta (McCormick, 1990). La protéine GAP possede deux domaines SH2 (Src Homology)
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et un domaine SH3. Ces régions sont homologues & des domaines non-catalytiques de la
pp60=~. Le domaine SH2 est impliqué dans la reconnaissance d’autres protéines au niveau de
séquences contenant une phosphotyrosine (Cantley et al., 1991). Le role de GAP dans la
transduction de signaux régulée par Ras est le centre d’intérét de nombreuses recherches. En
effet, GAP contrdle-t-il I’activité de Ras (action en amont de Ras), ou est-il un effecteur de

Ras (r6le en aval de Ras)?

IV.2.1 Evidences pour un réle régulateur de ’activité de la p21= par GAP.

La protéine GAP, qui est cytosolique, a la propriété d’inactiver la p21™ en stimulant
Pactivité GTPasique (Trahe); & McCormick, 1987). Le geéne codant pour GAP a été purifié
et cloné (Vogel et al., 1988). GAP augmente I’activité GTPasique de la p21= de 20 000 fois
et maintient ainsi, in vivo, la p21~ essentiellement sous forme inactive, complexée au GDP.
GAP a donc un role potentiel de régulateur agissant en amont de la p21=. Différentes
observations récentes vont dans ce sens. L’activation de la protéine kinase C (PKC) dans les
lymphocytes T augmente la quantité de p21~ complexée au GTP, apparemment en réduisant
I’activité de GAP (Downward et al., 1990). Zhang et ses collaborateurs (1990) ont également
démontré que la surexpression de GAP dans des cellules NIH3T3 supprime le phénotype
transformé induit par la surexpression du proto-oncogéne c-ras. Par contre, GAP ne semble
_pas supprimer la transformation induite par I’oncogene v-ras (Zhang et al., 1990).

Si le role de GAP est de réguler négativement Ras, on peut s’attendre a ce que la
transduction de signaux, via Ras, requiert I’inactivation de GAP, pour que Ras-GTP puisse
interagir avec son effecteur. Tsai et ses collaborateurs (1989) ont montré que les effets de
GAP sur Ras sont inactivés par certains lipides et leurs produits secondaires, produits en
réponse a des signaux mitogeénes. L’interaction de GAP avec des lipides pourrait donc jouer
un role important dans la régulation de 1’activité de Ras lors de la stimulation mitogene (voir

paragraphe sur la régulation de GAP).
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IV.2.2 GAP effecteur de la p21=.

Parailleurs, d’autres études montrent que GAP semble remplir une fonction d’effecteur,
c’est a dire de cible biologique, régulée par les protéines Ras (Bollag & McCormick, 1991).
Les premiers résultats en faveur d’un réle effecteur de GAP ont été obtenus en étudiant la
région de la p21= qui interagitavec GAP (Cales et al., 1988 ; Adari ez al., 1988). Ces auteurs
ont montré que des mutations ponctuelles dans le domaine effecteur (Willumsen et al., 1986
; Sigal et al., 1986), détruisent 1’activité biologique de I’oncogeéne v-Ha-ras et empéchent
la stimulation de I’activité GTPasique de la p21™ normale par GAP. Néanmoins ces résultats
peuvent étre interprétés comme montrant une compétition entre 1’effecteur réel de Ras et un
régulateur en amont (GAP) se fixant au niveau du méme site. Mais GAP ne se fixe qu’a la
p21™ complexée au GTP (Vogel et al., 1988), ce qui est également en faveur d’un rdle
effecteur de GAP.

Des évidences plus directes, pour une fonction effectrice de GAP, découlent de I’étude
durole delap21™=etde GAP, dans1’ouverture de canaux potassiques couplés a des récepteurs
muscariniques dans des cellules atriales (Yatani ez al., 1990). Le canal potassique est couplé
au récepteur par la protéine hétérotrimérique G,. L’addition de protéines GAP ou de p21™
recombinantes a une préparation de membrane inhibe I’ouverture des canaux. Cette inhibition
est dépendante de I’interaction p21-GAP et peut étre empéchée par une incubation préalable

‘avec un anticorps anti-GAP. Une autre approche a permis de mettre en évidence le fait qu’une
interaction fonctionnelle entre la p21~ et GAP est une condition nécessaire et suffisante pour
activer la kinase MPF-H1 (Maturation Promoting Factor HI-kinase) dans les oocytes de
xénope (Dominguez et al., 1991). Récemment, il a été montré que les domaines SH2 et SH3
sont responsables des effets observés et un modele a été établi, dans lequel la p21 induirait
des changements conformationnels au niveau de GAP, qui permettraient aux domaines SH2
et SH3 d’étre fonctionnels (Martin et al., 1992).

Les travaux d’autres groupes montrent également le role probable de GAP comme

effecteur de Ras. Dans ces expériences, une protéine mutante de Ras et une apparentée a Ras,
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ayant des affinités pour GAP augmentées par rapport a la p21=, inhibent la fonction
biologique de Ras. Un double mutant de la protéine RAS1 de levure [Leu 68]JRAS1(term.),
qui forme un complexe stable avec le GTP, est cytosolique et inhibe I’action de la p21™=. Cette
inhibition de I’action de la p21 peut étre supprimée en augmentant le taux de protéine GAP
dans la cellule (Gibbs ef al., 1989). Le geéne K-rev-1 (rapl A) codant pour une protéine de
la famille Ras présente la propriété d’inhiber la transformation induite par ras (Kitayama ez
al., 1989). Comme le mutant [Leu 68]RAS1(term.), la protéine K-Rev fixe GAP avec une
affinité supérieure a celle de la p2 1= pour GAP (Frech et al., 1990). Il est tentant de conclure
que [Leu68]RAS1(term.) et K-Rev inhibent ’action de la p21™ par un mécanisme de

compétition en se fixant a GAP.

IV.2.3 Régulation de GAP.

Régulation de GAP par phosphorylation.

La p120°#* ayant un role de régulateur négatif et probablement d’effecteur de la p21~,
tout chemin de transduction du signal contrélant ’activit¢ de GAP devrait avoir une
répercussion au niveau de ’activité de la p21=. Un certain nombre de ces chemins, dans
lesquels la p120°4r est modifiée ou régulée, ont été identifiés. Les plus étudiés sont ceux
_ impliquant une phosphorylation sur des résidus tyrosines de la p120°#. La p120°* peut étre
phosphorylée par des tyrosine-kinases de la famille des récepteurs membranaires (Récepteurs
au CSF-1, au PDGF et a ’EGF) ainsi que par des tyrosine-kinases cytoplasmiques (pp60-
w pp160es pp130eet et la ppl155+t) (Ellis ef al., 1990 ; Kaplan et al., 1990 ; Molloy et
al., 1989 ; Reedijk et al., 1990). Néanmoins, le taux de phophorylation de GAP par ces
tyrosine-kinases est faible et il n’a pas ét€ démontré qu’il modifiait ’activité de GAP.

Par ailleurs, ces tyrosine-kinases pourraient controler I’activité de la p120°4* en se
complexant avec celle-ci. Cette complexation a été décrite avec le récepteur au PDGF

(Kazlauskas et al., 1990 ; Kaplan et al., 1990), le récepteur au CSF 1 (Reedijk et al., 1990),
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et avec la p60~ (Brott ez al., 1991). Ces interactions ont été reproduites in vitro en utilisant
les domaines SH2 de GAP, exprimés dans des bactéries (Anderson et al. , 1990), qui se fixent
au niveau de phosphotyrosines sur ces kinases. L’étude de 1a phosphorylation sur des résidus
tyrosine de Ras-GAP et de son association avec des protéines cellulaires cytosoliques devrait
permettre de mieux comprendre les mécanismes de régulation de 1’activité de la p21~ (figure
3).

Deux autres protéines plus récemment identifiées, la p62 et la p190 s’associent
également avec la p120°#* (Ellis et al., 1990). Initialement ces deux protéines ont été co-
purifiées avec GAP et il a ét€ montré que ces trois protéines sont phosphorylées au niveau
de résidus tyrosines, dans des cellules transformées par des récepteurs membranaires a
activité tyrosine-kinase ou par des tyrosine-kinases cytoplasmiques (Ellis et ai. , 1990). La
p62 est hautement phosphorylée au niveau de résidus tyrosines dans des cellules transformées
par v-src ou traitées avec de I’EGF (Ellis er al., 1990). Seule une petite proportion des
protéines GAP est associée avec la p62. Celle-ci se trouve au niveau membranaire et pourrait
jouer un role dans le changement de localisation sub-cellulaire de GAP. La p62 se fixea GAP
grace aux domaines SH2. Elle a été clonée et séquencée (Wong et al., 1992). La séquence
révele une forte homologie avec la protéine hn RNP (high nuclear Ribo-Nucleo Protein)
GRP33, et la p62 possede des propriétés de fixation aux acides nucléiques.

Lap190 estlocalisée au niveau cytoplasmique. Elle contient plus de phosphothréonines

_et phosphosérines que de phosphotyrosines et se fixe de fagon presque stoechiométrique a
GAP dans des cellules stimulées par des agents mitogenes ou transformées par des tyrosine-
kinases (Ellis et al., 1990 ; Moran et al., 1991). Cette protéine a également été clonée et
séquencée. L analyse de la séquence montre des similitudes avec les membres de la famille
des GTPases. Par ailleurs, la plus grande partie de 1a p190 est virtuellement identique, en
séquence d’acides aminés, a un facteur de transcription nucléaire (Settleman ez al., 1992).
Ceci suggere que la p21= pourrait, via GAP et p190, transmettre directement un signal au

noyau, modulant ainsi I’expression de génes spécifiques. Néanmoins, ceci reste a démontrer.
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_Figure 3 : Deux modeles alternatifs expliquant le role de la phosphorylation de GAP dans
la transduction du signal par la p21™. Modele 1 : Si GAP est un atténuateur de la fonction
de Ras, en limitant 1'accumulation de forme active complexée au GTP, la phosphorylation
sur un résidu tyrosine pourrait inhiber la conversion de Ras-GTP en Ras-GDP médiée par
GAP, permettant ainsi 1'accumulation de protéines Ras actives, impliquées via des effecteurs
en aval dans la transmission du signal mitogéne. Modele 2 : Par contre, si GAP ou un
complexe Gap-p21™ agit directement comme effecteur, la phosphorylation d'un résidu
tyrosine de GAP pourrait augmenter la formation ou 1'interaction du complexe GAP-p21™
avec d'autres composants en aval dans le chemin de transmission du signal mitogene.

(D'apres Parsons, 1990).
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Régulation de GAP par des lipides.

Des études in vitro ont montré que certains lipides peuvent contréler I’activité de GAP.
En effet, I’activité de GAP dans des extraits cytosoliques peut étre inhibée par certains lipides
associés a la réponse mitogeéne comme 1’acide phosphatidique, I’acide arachidonique et les
phosphatidyl inositol phosphates (Tsai e al., 1990). La stimulation de fibroblastes de rat
subconfluents par le sérum induit la production de lipides qui inhibent GAP in vitro (Yu et
al., 1990). Serth et ses collaborateurs (1991) ont montré que GAP interagissait avec des

lipides micellaires par I’intermédiaire de son domaine carboxy-terminal.

IV.3 La p21~ et NF1 (Neurofibromine).

Le schéma de transduction du signal, via la p21~ s’est compliqué avec la découverte
d’une deuxiéme protéine de mammifere ayant la propriété de stimuler 1’activité GTPasique
delap21~, la protéine codée par le gene de la neurofibromatose de type 1 : Neurofibromatosis
type 1 gene (NF1) (Martin et al., 1990). La neurofibromatose est une maladie héréditaire
probablement causée par la mutation de 1’un des deux alleles dans les lignées germinales.
Cette maladie est caractérisée par une haute fréquence de tumeurs bénignes (neurofibromes)
et de tumeurs malignes (neurofibrosarcomes) originaires de la créte neurale, ainsi que
d’anomalies survenant lors du développement. Le géne responsable a ét€ cloné et séquencé
(Viskochil et al., 1990 ; Cawthon et al., 1990 ; Wallace et al., 1990). La protéine NF1
possede un domaine appelé NF1 GRD, pour GAP related domain, qui est fortement
homologue au domaine catalytique de la p120°** (figure 4) (Xu et al., 1990a ; Buchberg er
al., 1990). Ce domaine a la propriété de réguler négativement les protéines Ras en activant
leur activité GTPasique intrinseque comme GAP (Xu et al., 1990b ; Ballester et al., 1990
; Martin et al., 1990). Le domaine catalytique de NF1 posseéde une affinité supérieure pour
la p21= (50nM) a celle de GAP pour la p21~ (2uM), mais NF1 présente un renouvellement
pluslent que GAP (Martin et al., 1990). De méme que pour la p120°+*, le domaine catalytique
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Figure 4 : Comparaison des protéines activant stimulant GTPasique des protéines Ras. Les
boites noires représentent le domaine catalytique, les boites grises les régions d'homologie

de séquence entre la neurofibromine (NF 1), IRA 1, IRA 2, et gap 1 (D'apres Hall, 1992).
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de NF1 est inapte a stimuler 1’activité GTPasique des mutants activés de la p21™ ainsi
qu’inapte a fixer les mutants dans le domaine effecteur (Basu et al., 1992 ; DeClue et al.,
1992).

Laprotéine NF1 fait plus de 2 500 acides aminés. En plus du domaine catalytique GAP,
il existe des régions flanquantes a ce domaine qui sont homologues a ceux des protéines IRA 1
et 2 de lalevure Saccharomyces cerevisiae. Ces derniéres stimulent 1’activité GTPasique des
protéines RAS (Tanaka ez al., 1990 ; Ballester ez al., 1990). La protéine NF 1 ne posse¢de pas
de domaines SH2 et SH3 et donc moins susceptible d’étre sujette a régulation par des tyrosine-
kinases commedanslecas dela p120°4*, D’un point de vue génétique, le géne NF1 agitcomme
un gene suppresseur de tumeur : quand un allele est inactivé dans la lignée germinale, les
mutations somatiques inactivant I’autre allele générent des cellules n’ayant pas de protéines
NF1 fonctionnelles et donc soumises a des stimuli transformants. Ces observations sont
compatibles avec 1’idée selon laquelle NF1, comme les protéines IRA, n’auraient qu’un rdle

de régulation négative de 1’activité de la p21~.

IV.4 Les protéines Ras et les facteurs de relichage des nucléotides a guanine.

La stimulation de certains récepteurs a la surface de la cellule induit I’accumulation de
protéines Ras sous forme active complexée au GTP. Cette étape est cruciale dans le chemin
_ de transduction du signal, car I’inhibition de I’activation de Ras, par un anticorps anti-Ras
ou par un mutant négatif dominant de Ras, bloque un certain nombre des effets sur la fonction
cellulaire induits par ces récepteurs (Cai e al., 1990 ; Medemaet al., 1991 ; Mulcahy et al.,
1985 ; Szeberenyi et al., 1990).

Pour pouvoir étre activée sous forme complexée au GTP, la protéine Ras doit d’abord
reldcher le GDP. Cette étape clef est controlée par des facteurs de relichage de nucléotides
a guanine (GRF : guanine-nucleotide-releasing factor) (Downward ez al., 1990 ; Jonesetal.,
1991 ; Wolfman & Macara, 1990). Un tel facteur d’échange a pu étre purifié a partir de

cerveau de boeuf (West et al., 1990 ; Huang et al., 1990) ou de levure (Jones et al., 1991).
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Récemment, un facteur d’échange spécifique du cerveau a été cloné chez I’homme (Shou ez
al., 1992). 1l est possible que certaines fonctions spécifiques de Ras soient médiées par
différents facteurs de relachage du GDP, et récemment, il a été montré que le NGF stimule
les activités de Ras-GRF et de GAP (Li et al., 1992).

IV.5 Les protéines RAS et ’adénylate-cyclase.

Malgré de nombreuses études structurales, biologiques et biochimiques, le mécanisme
d’action exact des protéines Ras n’est pas encore completement élucidé. Les premiers
résultats dans ce domaine ont été obtenus chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette
espece de levure contient deux génes RAS nommés RAS1 et RAS2 (DeFeo et al., 1983 ;
Powers et al., 1984) codant pour deux protéines de 36 kDa et 40 kDa respectivement (309
acides aminés pour RAS1 et 322 acides aminés pour RAS2). Les régions de fixation aux
nucléotides a guanine de ces protéines sont trés conservées au niveau des régions équivalentes
chez leurs homologues de mammiferes. Le domaine effecteur quant-a Iui est identique. Les
produits des genes RAS de levure montrent les mémes propriétés biochimiques que leurs
homologues mammiferes (Temeles et al., 1985). La perte de I’un des deux génes est viable,
mais la perte des deux genes est 1étale (Kataoka et al., 1985 ; Tatchell et al. ,1985). De plus,
les spores RAS1'-RAS2- ne sont pas capables d’avoir une croissance végétative (Kataoka et
~al.,1984 ; Tatchell et al. ,1984). Ces résultats illustrent bien I’'importance des genes RAS dans
la prolifération cellulaire normale. De plus, il a clairement ét€ démontré que 1'une des
fonctions majeures des protéines RAS se trouve étre la régulation de ’activité de 1’adényl-
cyclase (figure 5). Cette découverte est le résultat d’analyses génétiques de souches de
Saccharomyces cerevisiae contenant des génes RAS mutants ou de souches défectives pour
ces genes (Tatchell ez al., 1985 ; Toda et al. ,1985). En effet, les lignées de levures déficientes
en fonction RAS présentent des propriétés similaires aux lignées déficientes en adénylate-
cyclase. Chez les mammiferes, les protéines Ras n’activent pas I’adénylate-cyclase (Beckner

et al., 1985). Par contre, les p2 1™ peuvent compenser certaines déficiences de croissance de
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RAS-GTP

Adénylate cyclase CYR 1
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Protéine kinase AMPc¢ BCY 1
dépendante

Protéine  messssssle Protéine - @

Figure 5 : Controle de l'activit¢ de 1'adénylate cyclase par les protéines RAS chez
Saccharomyces cerevisiae. La protéine RAS-GTP active 1'adénylate cyclase (codée par le
géne CYR 1), qui catalyse laconversiondel' ATP en AMPc. L' AMPcactive la protéine kinase
dépendante de 1'AMPc. La sous unité régulatrice étant codée par le gene BCY 1. Des
mutations dans le gene BCY 1 qui permettent une activation de la kinase, indépendante de
1'AMPc, peuvent pallier a 1'absence de geénes RAS dans la cellules. (D'apreés McCormick,
1989).
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Saccharomyces cerevisiae diies a I’inactivation des génes RAS. Par ailleurs, il a également
été démontré que les protéines RAS de levure n’activent pas I’adénylate-cyclase au sein des

cellules de mammiferes (Beckner et al., 1985).

IV.6 Cibles biochimiques de la p21-.

IV.6.1 La protéine kinase C.

La protéine kinase C (PKC) est une sérine/thréonine kinase spécifique dont I’activité
dépend du taux de calcium et de phospholipides (Nshizuka, 1984). Cependant, a des
concentrations physiologiques en calcium, I’activité de cette enzyme dépend du diacylglycérol
insaturé (DAG). Ainsi, le DAG est défini comme un second messager pour 1’activation de
la PKC (Bell, 1986). Par ailleurs, des études in vitro ont montré que la PKC pouvait étre
directement activée par la fixation d’esters de phorbol, promoteurs de tumeur. L’activation
de laPKC joue un role crucial dans le contrOle de la prolifération cellulaire. L’étude du profil
d’activation de la PKC induite par des esters de phorbol est trés intéressante. En effet, peu
de temps apres le traitement de cellules par le TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate),
la PKC est activée. D’un autre coté, le traitement prolongé de cellules par des esters de
phorbol provoque un diminution trés marquée de I’activité de la PKC (Rodrigues-Pena &
Rozengurt, 1984).

Ce phénomene a été utilisé pour étudier le role de la PKC dans la réponse mitogene
induite par les protéines Ras. La microinjection de protéines Ras oncogenes dans des cellules
quiescentes résulte en une stimulation de la synthese de I’ADN (Feramisco et al., 1984 ;
Stacey & Kung, 1984). Lacal et ses collaborateurs (1987c) ont montré que la régulation
négative de la PKC, dans des cellules «Swiss 3T3», par un traitement prolongé au TPA
provoque une inhibition de 1a réponse mitogene induite par la microinjection de protéines Ras
oncogenes. De plus, la microinjection de PKC dans ces cellules restaure la réponse mitogene

induite par les protéines Ras oncogenes, suggérant une interaction entre la PKC et les
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protéines Ras dans la réponse mitogene observée. Par ailleurs, la PKC seule n’est pas capable
d’induire un effet mitogeéne et il a ét€ propos€ que la p21~ agirait de fagcon proximale de la
PKC dans la voie de transduction de signaux conduisant a la synthése d’ADN.

I1 est important de remarquer que dans d’autres types de cellules comme la lignée de
fibroblastes embryonnaires de rat REF-52 ayant subi un traitement prolongé au TPA, les
protéines Ras oncogenes microinjectées gardent leur capacité a induire la syntheése d’ADN
(Feramisco et al., 1988). Ainsi I’activation de la PKC ne peut pas étre considérée comme
un événement indispensable dans les effets mitogenes induits par les protéines Ras. 11
semblerait plutdt que la coopération entre la PKC et Ras dans I’induction d’effets mitogenes
soit spécifique a certains types cellulaires ou a certaines caractéristiques de croissance pour
P’instant inconnues.

Les travaux de Downward et ses collaborateurs (1990) suggerent que dans les
lymphocytes T, la p21= soit un médiateur important de ’action de la PKC. En effet, la
stimulation du récepteur antigénique des lymphocytes T provoque une activation rapide de
la p21=. Le mécanisme de cette activation semble impliquer une diminution de I’activité de
GAP, dépendante de la PKC. Le mécanisme le plus probable de I’inactivation de GAP par
la PKC serait la phosphorylation d’une protéine par la PKC, qui en retour agirait comme un

inhibiteur sur GAP.

IV.6.2 La phospholipase C.

La phospholipase C (PLC) est impliquée dans I’hydrolyse des polyphosphoinositides
en DAG et inositol phosphate. Le DAG est un activateur de la PKC et I’inositol phosphate
mobilise le calcium de compartiments intracellulaires non mitochondriaux. Différentes
études ont montré que des cellules transformées par des protéines Ras possédaient une
augmentation dans le taux de DAG résultant d’une augmentation du métabolisme des
phosphoinositols (Fleischman ez al., 1986 ; Wolfman & Macara, 1987). Quoi qu’il en soit,

le profil des modifications métaboliques associé au processus de transformation cellulaire est
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tres complexe et il est difficile d’établir jusqu’ou I’augmentation de production du DAG est
directement reliée a I’action de Ras. Lacal et ses collaborateurs (1987a) ont montré que 20
minutes apres la microinjection d’oncoprotéines Ras dans des oocytes de Xenopus Laevis, une
1égere augmentation (1,5 a 2 fois) du taux de phosphoinositides et d’inositols phosphate est
observée. Cependant, I’effet le plus marqué est 1’augmentation de cinq fois du taux de DAG
apres la méme période de temps. D’un autre coté, la microinjection de p21™ normale ne
provoque pas les effets décrits précédement, ou alors les provoque 2 un niveau plus faible.
Ainsi, il a été suggéré que I’augmentation rapide du taux de DAG reflétait un effet précoce
des protéines Ras sur le catabolisme des phospholipides, via la PLC. Cependant, il a été
montré, au niveau des oocytes de xénope (Xenopus Laevis) et de cellules en culture, que
I’augmentation dans le taux de DAG ne se fait pas conjointement a ﬁne augmentation du
renouvellement des phosphoinositides (Wolfman & Macara, 1987 ; Lacal er al., 1987a,b).
I1 a donc été proposé I’existence d’autres sources que le catabolisme des phosphoinositides
pour expliquer ’accumulation de DAG. Lacal et ses collaborateurs (1987b) ont montré que
des cellules transformées par Ras possedent des concentrations €élevées en phosphocholine et

phosphoéthanolamine.

IV.6.3 La phopholipase Az'

La microinjection de protéines Ras dans des fibroblastes d’embryon de rat (REF) induit
le phénomene de pinocytose et s’accompagne d’une stimulation de la phospholipase A,
(PLA,) (Bar-Sagi & Feramisco, 1986). En effet, ces auteurs ont montré que la microinjection
de p21=n’apas d’effet apparent sur le renouvellement des phosphoinositides 30 et 60 minutes
apres l’injection. Néanmoins, ils trouvent une augmentation de la formation de
lysophospholipides qui sont des produits de I’action de la PLA,. La signification physiolo-
gique de I’effet de la microinjection de protéines Ras sur I’activité de la PLA, restent a
déterminer. Mais, il est important de noter que la stimulation de I’activité de la PLA, est

impliquée dans !’initiation de signaux mitogenes induits par des facteurs de croissance
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(Dinarello et al., 1983 ; Vicentini ez al., 1984 ; Shier ef al., 1982). De plus, la localisation
ultrastructurale de la PLA, et de la protéine Ras indique une proximité spatiale des deux
protéines dans les rides (ruffles) des cellules transformées par ras (Bar-Sagi et al., 1988).
Ainsi, les effets apparents de Ras sur’activité de la PLA, pourraient expliquer en partie I’effet

mitogene des protéines Ras oncogenes.
V. Propriétés biologiques de la p21.

La notion du rdle de Ras dans la prolifération cellulaire est étayée par ’existence de
genes ras activés capables d’induire un phénotype transformé (voir chap. VI). D’un autre
cOté, I’étude de I’expression des genes ras dans les tissus différenciés, noﬁ proliférant,
(comme le coeur, le cerveau ou les glandes endocrines) montre des taux élevés de p21~
comparés a ceux trouvés dans les tissus en prolifération (Furth er al., 1987). Ce manque de
corrélation entre I’expression de ras et la prolifération cellulaire reflete la diversité des effets

biologiques que les protéines Ras peuvent avoir en fonction du contexte cellulaire.
V.1 Les protéines Ras et la prolifération cellulaire.

La prolifération des cellules en culture est largement régulée par des facteurs de
croissance du sérum. La technique de microinjection a permis de mettre en évidence la
propriété qu’ont les protéines Ras & mimer I’action de facteurs de croissance sur la
prolifération cellulaire. En effet, I’un des effets les plus précoces induit par des facteurs de
croissance dans des cellules quiescentes, est 1’activation de 1’antiport Na+*/H* qui conduit a
1’alcalinisation du cytoplasme (Moolenaar er al., 1983). De méme, Hagag et ses collabora-
teurs (1986) ont montré que la microinjection de protéines Ras oncogéniques dans des
fibroblastes de souris NIH 3T3, induit une alcalinisation rapide du cytoplasme. Ce
changement de pH induit par ras est inhibé lorsque les cellules sont préalablement traitées

par I’amiloride qui est un inhibiteur spécifique de I’antiport Na+/H*. Par ailleurs, I’augmen-
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de croissance sont également des facteurs de différenciation. Comme nous 1’avons vu dans
le paragraphe précédent, le role de Ras dans la prolifération cellulaire a clairement été mis
en évidence par différents types d’approches. 1l est maintenant intéressant d’appréhender le
rOle de Ras dans la différenciation cellulaire.

Le NGF ou Nerve Growth Factor est connu pour induire la différenciation neuronal des
cellules PC-12. L’un des principaux effet du NGF est notamment de promouvoir la croissance
de neurites. 11 a été montré qu’en absence de NGF, la microinjection de protéines Ha-Ras
humaines dans des cellules PC-12, induisait une différenciation morphologique similaire &
celle induite par le NGF (Bar-Sagi & Feramisco, 1985). Dans les deux cas, I’induction de
la croissance de neurites est dépendante de la synthése d’ ARN et de protéines. Elleestassociée
a une cessation de la prolifération cellulaire et initiée dans les 24 heures de fagon réversible
(Bar-Sagi & Feramisco, 1985). A cause de ces similitudes, il a été proposé que les protéines
Ras etle NGF agissent via des voies de transduction du signal cellulaire qui sont communes.
Cette hypothese est supportée par les travaux de Hagag et ses collaborateurs (1986) qui ont
montré que la microinjection d’anticorps anti-Ras (Y 13-259) inhibait la formation de neurites
induite par le NGF. Plus récemment, deux groupes ont montré que Ras est essentiel pour la
phosphorylation, au niveau de résidus tyrosines de kinases, induite par le NGF. En effet, ils
ont montré que la phosphorylation de trois kinases (MAP kinases, Raf-1 et RSK), impliquées
dans la transduction de signaux, par le récepteur au NGF est mediée par Ras (Thomas et al.,
1992 ; Wood er al., 1992). Murroya et ses collaborateurs (1992) ont également montré que
le NGF induit une accumulation rapide des protéines Ras complexées au GTP dans les cellules

PC-12 de rat.

V.2.1 Les protéines Ras et la maturation de ’oocyte de Xénope.

Initialement, la raison ayant poussé a étudier la fonction de Ras dans les oocytes de
xénope, vient de I’observation importante concernant les protéines Ras : elles peuvent activer

I’adénylate-cyclase chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Toda et al. , 1985). Les oocytes
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de Xenopus laevis représentent un systéme intéressant pour étudier la conservation de cette
fonction de Ras au cours de I’évolution, carils conﬁennent une adénylate cyclase qui, comme
dans les cellules de mammiferes, est régulée par les protéines Gs et Gi. De plus, la maturation
des oocytes (c’est a dire, 1’induction de la méiose) est modulée par I’AMPc.

Birchmeier et ses collaborateurs (1985) ont montré que la microinjection de protéines
Ras oncogenes dans les oocytes de xénope induit la maturation des oocytes, comme le font
I’insuline (Muller & Koontz, 1981) ou la progestérone (Muller J.L., 1983) in vitro. A
I’inverse de la progestérone, la p21™ n’a pas d’effet sur le taux intracellulaire d’AMPc
(Birchmeier et al., 1985). Ces résultats montrent que le chemin de transduction du signal
impliquant Ras est différent de celui impliquant la progestérone. La microinjection d’un
anticorps monoclonal anti-Ras dans des oocytes bloque les effets de I’insuline sur la
maturation mais pas ceux de la progestérone (Korn et al., 1987 ; Deshpande & Kung, 1987).
Cet anticorps bloque également 1’aptitude des protéines Ras oncogenes a induire la maturation

des oocytes (Korn ef al., 1987 ; Deshpande & Kung, 1987).

V.2.2 Les protéines Ras et la différenciation des cellules R7 de 1'ommatide de la

drosophile.

Le développement de 1’oeil chez la drosophile représente un excellent modele qui a
permis de mettre en évidence le rdle fondamental de Ras dans ce processus. En effet,
I’activation de Ras apparait comme étant une clef médiant I’induction due & des interactions
de cellule a cellule, durant le développement de 1’oeil de la drosophile (Simon ez al., 1991
; Fortini et al., 1992). L’oeil de la drosophile adulte consiste en approximativement 800
ommatides composées de 20 cellules. Chaque ommatide contient 8 cellules photoréceptrices,
R1 a RS, ainsi que 4 cellules sécrétrices et 8 cellules accessoires.

L’adoption d’un destin de cellule neuronal par le précurseur de la cellule photoréceptrice
R7 requiert un signal induit par la cellule voisine R8 (figure 6). Trois geénes ont été identifiés

dans ce mécanisme de recrutement de la cellule R7 : bride of sevenless ou boss (Reinke et
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Figure 6 : Mode¢le expliquant la destinée d'une cellule neuronale R7 dans 1'ommatide de
drosophile. La protéine Boss de la cellule R8 se fixe au récepteur Sevenless (Sev) du
précurseur de la cellule R7. Cette fixation a pour effet de stimuler 1'activité tyrosine kinase
de Sevenless, qui en retour active la protéine Sos. La protéine Sos activée, active la protéine
Ras en stimulant le reldchage des nucléotides & guanine. Une cascade d'éveénements s'en suit,

conduisant a1'adoption d'une destinée neuronale dela cellule. (D'aprés Bonifini et al., 1992).
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Zipurski, 1988), sevenless ou sev (Tomlinson & Ready, 1986), et seven-in-absentia ou sina
(Carthew & Rubin, 1990). Le geéne sev code pour un récepteur a activité tyrosine-kinase
localisé sur la surface de la cellule R7 (Hafen ef al., 1987 ; Tomlinson et al., 1987) : il est
activé par un ligand codé par boss, lui-méme présenté par la cellule R8 (Kramer ez al., 1991).
Le gene sina code pour un facteur nucléaire qui est requis par la cellule R7 (Carthew et Rubin,
1990). En I’absence de I’un de ces genes, le précurseur de la cellule R7 évolue en une cellule
cone au lieu d’une cellule neuronale. En recherchant des mutations diminuant I’efficacité du
signal transmis par Sev, Simon et ses collaborateurs (1991) ont identifiés sept genes qui
semblent requis pour la transduction de signal médiée par Sev. Un de ces locus est Ras1, un
autre est sos, qui code pour une protéine homologue a la protéine CDC25 de Saccharomyces
cerevisiae, qui est un activateur de I’échange des nucléotides a guanine par les protéines RAS.
Ces résultats suggerent que la stimulation de I’activité de la protéine Ras1 est un élément clef
dans la transduction du signal transmis par Sev et cette stimulation pourrait tre effectuée en
activant 1’échange du GDP par du GTP au niveau des protéines Ras1. Ceci est renforcé par
I’observation montrant que ’expression de Ras! activé peut se substituer au signal transduit

par Sev (Fortini et al., 1992).

VI. Activation de I’oncogéne ras.

V1.1 Mécanismes d’activation.

VI.1.1 Activation des génes ras par mutation ponctuelle.

Depuis la découverte de leurs alleles transformants dans certaines tumeurs humaines,
notamment dans la lignée cellulaire T24/EJ dérivant d’une tumeur de la vessie, en 1982 (Shih
& Weinberg, 1982 ; Goldfarb eral., 1982 ; Santos et al., 1982 ; Parada et al. , 1982 ; Pulciani
etal., 1982), les geénes ras sont le sujet de nombreuses recherches. Ces génes peuvent acquérir
des propriétés transformantes par des mécanismes quantitatifs ou qualitatifs (Barbacid,

1987).
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Les genes ras peuvent étre activés par de simples mutations ponctuelles au niveau de
codons bien précis. En effet, des mutations ponctuelles au niveau des codons 12, 13, 59 et
61, in vivo, sont suffisantes pour conférer des propriétés transformantes a ces génes (Reddy
etal., 1982 ; Tabinet al., 1982 ; Bos et al., 1985 ; Reynolds ez al., 1987). Des expériences
de mutagénese in vitro ont montré que des mutations ponctuelles au niveau d’autres codons
comme les codons 63, 116, 119 ou 146 peuvent également conférer des propriétés
transformantes aux genes ras (Barbacid, 1987). Ces mutations provoquent des substitutions
d’acides aminés qui, sauf dans le cas de la proline, conferent des propriétés transformantes
a ces protéines en diminuant leur activit¢ GTPasique intrinseque (Gibbs et al., 1984 ;
McGrath er al., 1984 ; Seeburg et al., 1984 ; Sweet et al., 1984), en abolissant I’activité
GTPasique induite par GAP (Trahey & McCormick, 1987) ou encore en facilitant 1’échange
GTP/GDP. Les résidus 12, 13, 59, 61 et 63 sont situés dans ou a proximité des sites
d’interactions avec les phosphates béta et gamma du nucléotide. Les mutations au niveau de
ces résidus ont pour effet de diminuer ’activit¢ GTPasique de la protéine. D’un autre coté,
les mutations au niveau des résidus 116, 119 et 146 ont pour effet de diminuer 1’affinité pour
le nucléotide et ainsi d’augmenter 1’échange du GDP avec du GTP cytosolique.

La découverte de mutants, comme la p21[Val?] ayant une activit¢ GTPasique
intrinseque 10 fois plus faible que la protéine sauvage a été la premiere démonstration d’une
différence biochimique entre une protéine normale et une version mutée de la p21=. Ces
_observations ont permis d’établir le modele selon lequel la p21™ serait biologiquement active
sous forme complexée au GTP et inactive sous forme complexée au GDP. Le mutant [Val®?]
ayant une activité GTPasique déficiente resterait essentiellement sous forme active et
augmenterait la quantité de signal transmis a I’effecteur. L’étude des propriétés biochimiques
des mutants et des p21= normales a permis de mettre en évidence que la différence d’activité
GTPasique intrinseque des protéines mutantes ne pouvait pas rendre compte des propriétés
biologiques de ces protéines. Par exemple, un mutant [Asp™] de la protéine N-Ras possede
une activit¢ GTPasique intrinséque qui n’est que deux fois inférieure a celle de la protéine

normale. Toutefois, cette derniere possede des propriétés transformantes trées marquées
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(Trahey et al., 1987). Il en a été conclu qu’il doit exister d’autres différences biochimiques
entre la protéine normale et les protéines activées. Ces conclusions ont conduit a étudier les
propriétés biochimiques des protéines Ras dans des cellules vivantes ol les activités
biochimiques sont mesurées dans des conditions physiologiques. C’est ainsi que Trahey et
McCormick (1987) ont découvert une protéine (GAP) capable d’activer I’activité GTPasique
des protéines Ras normales mais pas des mutants au niveau des codons 12, 13 et 61. En
présence de cette protéine, la p21= normale montre une activité GTPasique 500 fois

supérieure a celle des mutants aspartate 12 et valine 12.

VI1.1.2 Activation des génes ras par surexpression.

I1 a été montré que I’augmentation de 1’expression des proto-oncogenes ras normaux
peut induire des manifestations de phénotypes malins (Pulciani et al., 1985). L’expression
de génes ras normaux placés sous la dépendance d’éléments de régulation comme les LTR
rétroviraux conduit a une transformation maligne de cellules NIH3T3 (DeFeo-Jones et
al., 1981 ; Chang et al. 1982 ; McKay et al.,1986). Des résultats similaires ont été obtenus
en intégrant de multiples copies d’un clone d’ADN du geéne Ha-ras humain normal (Pulciani
et al.,1985). Ces cellules tumorigeénes montrent invariablement une expression du gene ras
de 30 a 100 fois supérieure a celle de leurs homologues normales, ou transformées par un
_oncogene ras activé par une mutation ponctuelle. D’une maniere générale les propriétés
transformantes induites par la surexpression de proto-oncogeénes ras normaux sont plus
limitées que les effets induits par les alleles mutés, méme lorsqu’ils sont sous la dépendance
de leur propre promoteur. Par contre, la combinaison d’altérations qualitatives et quantita-
tives des génes ras résulte en des oncogenes capables d’induire un phénotype néoplasique plus

complet.
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V1.2 Expression des génes ras dans les cellules tumorales ou transformées.

Des altérations de I’expression des geénes ras peuvent avoir un role important dans la
tumorigenése humaine et animale. La surexpression des geénes ras a pu €tre observée dans
divers types de tumeurs humaines (Barbacid, 1987 ; De Biasi ef al., 1989 ; Gallick ef al.,
1985 ; Slamon et al., 1984 ; Tanaka et al., 1986). Cette surexpression pourrait représenter
un mécanisme alternatif a ’activation par mutation ponctuelle, dans la dérégulation de la
transduction du signal dans les cellules cancéreuses. En tout cas, ce mécanisme est
complémentaire & 1’activation par mutation ponctuelle des geénes ras, dans de nombreuses
tumeurs ou lignées cellulaires, ou la surexpression de la forme mutée est nécessaire pour
l’appérition du phénotype malin (Pulciani et al., 1985 ; Winter & Perrucho, 1986). La
surexpression de la forme normale du geéne Ha-ras ou N-ras est capable de transformer les
cellules NIH 3T3 en culture (Pulciani et al., 1985 ; McKay et al., 1986). Westaway et ses
collaborateurs (1986) ont montré au niveau d’un néphroblastome aviaire qu’il y avait
surexpression du geéne Ha-ras au niveau transcriptionnel provoquée par une insertion
provirale. La surexpression du géne N-ras en conjonction avec une mutation dans la partie
codante a été mise en évidence au niveau des cellules tumorales humaines de Xeroderma
pigmentosum (Suarez et al., 1989). Dans le modele de la tumorigenese de la peau de souris
en plusieurs étapes (voir paragraphe A.VIIL.3), il semble que le taux d’expression du géne
_ Ha-ras muté joue un r6le important lors de la progression maligne. En effet, Pelling et ses
collaborateurs (1986, 1987) ont pu montrer que dans les tumeurs de la peau de souris, il y
a surexpression du gene Ha-ras muté et que cette surexpression n’est pas due a une
amplification génique. Par ailleurs, il existe une énigme concernant le fait que I’on retrouve
le géne Ha-ras activé par mutation dans les tumeurs de la peau de souris induite par un
cancérogene chimique de fagon spécifique, car on ne trouve pas les geénes Ki-ras et N-ras
activés par des mutations, alors que ces trois genes sont soumis de la méme fagon aux effets
mutageénes de ’agent cancérogene utilisé. Il est donc possible que la régulation ou la
dérégulation spécifique de I’expression du géne Ha-ras dans les cellules épithéliales soit

responsable de cette spécificité.
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V1.3 Coopération de ras avec des oncogenes nucléaires dans la transformation

cellulaire in vitro.

Grace a des expériences de complémentation in vitro, Land et ses collaborateurs (1983)
ainsi que Rassoulzadegan et ses collaborateurs (1983) ont montré qu’il existe deux groupes
d’oncogenes ayant les propriétés d’immortaliser les cellules pour I’un et de les transformer
pour "autre. Les oncogénes immortalisants ou du groupe I (myc, Ag T du virus du polyome
ou de SV 40, gene E1A de I'adénovirus) codent pour des protéines ayant une localisation
nucléaire qui ont la capacité d’immortaliser les cellules en culture. Les oncogenes
transformants ou du groupe II (ras, gene E1B de 1’adénovirus, Ag mt du virus du polyome)
codent pour des protéines, ayant une lo@isaﬁon cytoplasmique, qui entrainent la conversion
tumorigeéne des cellules préalablement immortalisées. Cette coopération entre des oncogenes
est en accord avec le principe de tumorigenese en plusieurs étapes. Ainsi, il a pu étre montré
que les oncogenes mt (middle T) et Ag'T (Large T) du virus du polyome doivent travailler
en collaboration pour pouvoir transformer des fibroblastes embryonnaires de rat
(Rassoulzadegan et al., 1983).

Dans le cas des oncogenes ras, il a été montré qu’ils ne sont pas capables de transformer
des cellules primaires d’embryon de rat in vitro (Land et al. , 1983). En effet, la transformation
des fibroblastes d’embryon de rat (REF) in vitro par ras nécessite la coopération avec des
. oncogenes nucléaires comme c-myc (Land et al., 1983), N-myc (Schwab et al., 1985), E1A
de I’adénovirus (Ruley, 1983), ’antigene T du virus du polyome (Land ef al., 1983) ou la
p53 (Eliyahuet al., 1983 ; Parada et al., 1983). Par contre, les oncogenes ras ont la propriété
de transformer seuls les lignées cellulaires NIH 3T3, Rat 1 et Rat 2 qui sont déja
immortalisées.

Par ailleurs, 1’efficacité de transformation des oncogenes ras n’est pas influencée par
les proto-oncogenes endogenes ni par laco-transfection deleur allele normal. D’un autre cOté,
leur niveau d’expression module leur potentiel transformant (Winter & Perucho, 1986). Les

oncogenes ras sont nécessaires non seulement pour l’initiation, mais également pour le
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maintien du phénotype transformé. Ceci a pu étre démontré par ’existence d’un mutant
thermosensible de v-Ki-ras (Shih et al., 1979b), ou par des expériences in vitro dans
lesquelles I’expression de ras est placée sous la dépendance d’un promoteur inductible (Huang

et al., 1981).
VII. L’oncogene ras et cancer.
VII.1 Oncogeénes ras et cancers humains.

Les oncogenes ras activés se retrouvent dans environ 30% de toutes les tumeurs
humaines (Barbacid, 1987A; Bos, 1989 ; Tanaka ef al., 1986). Les études effectuées jusqu’a
ce jour permettent certaines généralisations :

(i) L’incidence de 1a mutation activatrice d’un oncogene ras varie d’un type de cancer
a ’autre. Par exemple, 90% des carcinomes du pancréas exocrine contiennent un gene ras
activé (Almoguera et al., 1988 ; Smit et al., 1988). De méme, dans les cancers de la thyroide,
environ 40% des tumeurs possédent un des trois oncogenes ras activé (Lemoine et al., 1989
; Suarez et al., 1990) et trente pour cent des leucémies myéloides aigues contiennent un gene
ras muté (Farr et al., 1988). D’un autre coté, les mutations des geénes ras sont rarement
décelées dans les carcinomes mammaires et 1’analyse de plus de 100 cas de leucémies
_lymphocytiques chroniques et de lymphomes non Hodgkinien n’a pas pu mettre en évidence
de mutations au niveau d’un geéne ras (Neri et al., 1988).

(ii) 11 existe dans certains cas une corrélation entre un type particulier de cancer et un
gene ras particulier activé de fagon prédominante. Par exemple, Ki-ras est activé dans un
certain nombre de cancers, comme les carcinomes pancréatiques (contenant presque
exclusivement Ki-ras) (Almoguera et al., 1988), carcinomes du colon (Bos ef al., 1987 ;
Forrester et al., 1987) ou carcinomes des poumons (Rodenhuis ez al., 1988). Par ailleurs,
N-ras est prédominant dans certaines leucémies. L’oncogene Ha-ras est le plus souvent
impliqué dans des tumeurs d’origine épithéliale, comme les kératoacanthomes (Corominas

et al., 1989).
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Les raisons de cette spécificité ne sont pas clairement €lucidées. Une interprétation
évidente pourrait étre que I’activation d’un gene ras particulier reflete une spécificité
tissulaire dans I’expression de la forme proto-oncogénique dans le tissu normal, précurseur
de la tumeur. Toutefois, cela ne semble pas étre le cas. Par exemple, il a été montré que des
cellules, provenant d’un leucémie myéloide aigiie avec le géne N-ras activé, expriment les
proto-oncogenes Ha-ras et Ki-ras (Shen et al., 1987). Cependant, nous ne pouvons pas
exclure la possibilité d’une expression spécifique dans la cellule précurseur de la leucémie.

Une autre interprétation pourrait étre que les différents geénes ras remplissent des
fonctions différentes, méme sous leur forme activée bien que la plupart des résultats aillent
al’encontre de cette possibilité. Néanmoins, Carbone et ses collaborateurs (1991) ont montré
que dans des fibroblastes NIH 3T3 transformés par transfection par les oncogenes Ha-ras,
Ki-ras, N-ras, dbl et trk, seul Ha-ras inhibe ’induction de c-fos par le TPA.

(iii) En général, la présence d’un geéne ras activé ne permet pas de corrélation avec le
stade de développement d’une tumeur particuliere. Concernant le cancer colorectal, par
exemple, dans lequel les adénomes évoluent en carcinomes malins, I’incidence de mutations
ras est la méme a tous les stades. Ceci indique que dans ces tumeurs, 1’activation de ras
survient relativement t6t dans le processus en plusieurs €tapes de la progression tumorale.
La détection de mutations ras ne peut donc pas avoir d’implications dans un diagnostique qui

pourrait étre utile dans les approches cliniques.

VII.2 Oncogeénes ras et tumeurs animales (tumeurs induites par des agents

carcinogenes).

Les oncogenes ras ont été impliqués dans le développement de nombreuses tumeurs
animales. En particulier, ils sont fréquemment trouvés activés dans les tumeurs induites par
un agent carcinogéne physique ou chimique (tableau 2). Le cancer est une maladie qui est
I’aboutissement de plusieurs étapes et résulte probablement de I’accumulation d’erreurs

génétiques et épigénétiques indépendantes. L’implication fréquente des genes ras dans les



Espéce  Agent Carcinogéne Tumeur Oncogene Incidence Référence

Rat NMU Carcinome mammaire Ha-ras 86% Sukumar et al., 1983
Zarbl et al., 1985
DMBA Carcinome mammaire Ha-ras 23% Zarbl et al., 1985
DMN Mésenchyme du pancréas Ki-ras 40% Sukumar et al., 1986
TNM Carcinome pulmonaire Ki-ras 74 % Barbacid, 1987
Souris DMBA Carcinome de la peau Ha-ras 90% Balmain et al., 1983

Quintanilla et al., 1986
Bizub et al., 1986

DBACR Carcinome de la peau Ha-ras 80% Bizub et al., 1986
DMBA Carcinome mammaire Ha-ras 100% Dandekar et al., 1986
Rayons X Lymphome N-ras, Ki-ras 57% Guerrero et al., 1984
NMU Lymphome N-ras, Ki-ras 85% Guerrero et al., 1984
MCA Lymphome du thymus Ki-ras 83% Eva & Trimmer, 1986
MCA Fibrosarcome Ki-ras 50% Evaeral., 1983
HOAFF Carcinome hépatocellulaire Ha-ras 100% Wiseman et al., 1986
VC Carcinome hépatocellulaire Ha-ras 100% Wiseman et al., 1986
HODE Carcinome hépatocellulaire Ha-ras 100% Wiseman et al., 1986
Furfural Carcinome hépatocellulaire Ha-ras : 85% Barbacid, 1987

TNM Carcinome pulmonaire Ki-ras 100% Barbacid, 1987

Tableau 2 : Activation des oncogenes ras dans les tumeurs animales induites par des agents carcinogeénes. Abréviations : DBACR, dibenz(a,h)acridine;
DMBA, diméthyl-benz(a)anthracéne ; DMN, diméthylnitrosamine ; HOAFF, N-hydroxy-2-acétyl-aminofluoréne ; HODE, 1'-hydroxy-2'-3'-
dehydroestradiol ; MCA, 3-méthyl-cholanthréne ; NMU, nitroso-méthylurée ; TNM, tétranitrométhane ; VC, Carbamate de vinyle.
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tumeurs spontanées chez I’homme et ’animal amene a se poser la question de savoir si les
oncogenes ras participent a I’induction du développement néoplasique ou s’ils en sont une
conséquence. Quelques résultats expérimentaux suggerent que les oncogenes ras sont en fait
activés aprés que la cellule ait acquis des propriétés néoplasiques (Albino et al., 1984 ; Tainski
et al., 1984). Néanmoins, les résultats obtenus plus récemment dans des modeles animaux
semblent indiquer qu’il est plus probable que les oncogenes ras participent a ’initiation du
développement de la tumeur. En effet, les oncogenes ras sont activés dans la majorité des
tumeurs induites par un agent carcinogeéne, chez la souris ou chez le rat (voir tableau 2). Chez
le rat, par exemple, I’induction de carcinomes mammaires par une dose unique de nitroso-
méthyl-urée (NMU), durant la puberté, conduit a 1’activation de Ha-ras dans 86% des
tumeurs (Sukumareral., 1983 ; Zarbl et al. , 1985). Un certain nombre d’agents carcinogenes
sont connus pour leur capacité a former des adduits avec les bases de I’ADN (pour revue :
Singer & Kusmierek, 1982). Par exemple, le NMU est connu pour induire des mutations en
méthylant des résidus guanine, ce qui conduit & une substitution de cette guanine par une
adénine. Dans les carcinomes mammaires induits par le NMU, les geénes ras sont activés par
une transition de G en A de la seconde base du codon 12, il en résulte en une substitution d’un
résidu glycine par un résidu glutamine dans la protéine p21~. Quand un agent carcinogéne
différent est utilisé, comme le DMBA (diméthylbenz[a]anthracene), il apparait également des
genes ras activés, et une fois de plus, les mutations induites refletent le mode d’action de
~ P’agent carcinogene. Ces résultats suggerent que, au moins dans ce systeme, les genes ras

sont directement la cible des molécules carcinogenes.

VIL.3 Tumorigenése de la peau de souris.

Le modele de la tumorigengse de la peau de souris développé dans le laboratoire d’ Allan
Balmain, au Beatson institute & Glasgow, est a 1’origine du travail présenté dans ce mémoire.
Ce modele expérimental a beaucoup contribué a 1’établissement du concept de carcinogénése

en plusieurs étapes : initiation, promotion et progression (figure 7). Un des avantages de ce



Duplication du chromosome Perte des genes Ha-ras

portant la mutation de Ha-ras normaux
DMBA TPA TPA
Cellule normale ——— Cellule initiée = ———— Papillome —————p Carcinome squameux — Carcinome a cellules en fuseau
(kératinocyte normal)
Mutation activatrice Inactivation mutationnelle
du proto-oncogene Ha-ras des geénes de la p53

Figure 7 : Altérations génétiques survenant lors de la tumorigénese en plusieurs étapes de la peau de souris.

LS
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modele est que I’étiologie du développement de la tumeur peut étre contrdlée, ce qui, bien
slir, n’est pas le cas avec les tumeurs humaines pour lesquelles, dans la majorité des cas, les
agents responsables sont inconnus. De plus, I’existence de tumeurs bénignes ou prémalignes
permet d’étudier les événements moléculaires séquentiels associés aux différents stades de
la carcinogénese.

Les cellules sont initiées par traitement de la peau de souris avec une dose unique d’un
agent chimique tel que la DMBA (voir figure 7) (Balmain et al., 1983, 1984). Ces cellules
forment des papillomes bénins apres 6 2 8 semaines de traitement avec le TPA comme agent
promoteur de tumeur. Certains de ces papillomes évoluent en carcinomes lorsque le
traitement par le TPA est prolongé. Toutes ces tumeurs initiées par le DMBA contiennent
une mutation spécifique au niveau du codon 61 (transversion A en T) du géne Ha-ras
(Quintanilla ez al., 1986). La fonction du gene Ha-ras altéré ne se restreint pas au stade
d’initiation. En effet, d’autres modifications, comme I’amplification de I’alléle ras muté, la
perte de I’alléle normal (Bremmer et al., 1990 ; Bianchi ez al., 1990 ; Quintanilla et al. , 1986
; Guerrero et al., 1985 ; Santos et al., 1984), I’expression des alleles normaux et mutés, sont
observées durant la progression maligne (Bremmer et al., 1990 ; Quintanilla e al., 1991).
Le role biologique de ces altérations séquentielles au niveau du locus de Ha-ras, a ét€ analysé
in vitro par des expériences de transfections et in vivo par des expériences de souris
transgéniques. Ainsi, il a pu étre montré que la transfection d’alleles mutants dans des

_kératinocytes induit une expression aberrante des kératines K8 et K18 (Diaz-Guerra ez al.,
1992). Or, les cellules de carcinome en fuseau, dans lesquelles la plupart des caractéristiques
de différenciation des cellules épithéliales sont perdues, présentent une perte de 1’allele ras
normal au profit de I’allele muté (Buchmann et al., 1991). Dans ces cellules, on ne détecte
pas les kératines normalement exprimées au niveau du derme, mais on peut détecter de petites
quantités des kératines K8 et K18 qui sont caractéristiques de I’épithélium simple. De plus,
des souris transgéniques, surexprimant 1’oncogéne Ha-ras, placé sous le contrdle du
promoteur ‘de la kératine 10 bovine, présentent un profil de différenciation de 1’épiderme

completement altéré par rapport a une peau normale (Bailleul ez al., 1990). 11 a été conclu
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de ces différentes études que les genes ras induisent une reprogrammation séquentielle de
1’épiderme pour produire des kératines inhabituelles et finalement produire des cellules de
carcinomes en fuseau ayant perdus la plupart des caractéristiques de différenciation de
I’épiderme.

Par ailleurs, d’autres altérations géniques peuvent étre observées au niveau du géne de
la p53 dans les carcinomes mais pas dans les papillomes (Burns et al., 1991). Les altérations
mutationnelles au niveau du gene de la pS3 représentent 1’altération génétique la plus
commune dans les tumeurs humaines. Ce géne code pour une phosphoprotéine nucléaire qui
semble jouer une role crucial dans la régulation de la réplication de I’ADN. De plus, la perte
des deux alleles de la p53 a été observée dans des tumeurs humaines, suggérant que ce geéne
estun gene suppresseur de tumeur. Néanmoins, il existe d'autres tumeurs possédant des genes
de la p53 mutés qui peuvent transformer les cellules en culture d'une maniere similaire aux
oncogenes classiques tel que Ha-ras. Quatre carcinomes sur les 13 étudiés présentent la perte
totale d’un des deux alleles et des mutations dans le second provoquant des délétions dans
la protéine codée. D’un autre c6té, aucune anomalie au niveau du géne de la p53 n’a pu étre
détectée dans les 30 papillomes étudiés. Il semblerait donc que la perte de la fonction de la
P53 soit mise en cause dans les carcinomes plutdt que 1'acquisition de nouvelles propriétés

par les protéines tronquées.

Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur 1’étude de la régulation
transcriptionnelle du géne Ha-ras de souris. Il m’a donc semblé intéressant de présenter dans
le paragraphe suivant, des notions importantes pour bien comprendre certains des éléments

qui régissent la transcription des genes, avant d’exposer quels sont les objectifs de la these.



B. REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES
1. Roéle de la conformation de la chromatine dans la régulation de I’expression des génes.

La plupart des génes eucaryotes sont sous forme inactive dans le noyau, et il est probable
que le mécanisme de répression de 1’expression des geénes soit général et non spécifique.
Certaines évidences suggerent que ce mécanisme de répression est médié par la condensation

de la chromatine en régions inactives dans le génome (Brown, 1984 ; Weisbrod, 1982).
I.1 Structure de la chromatine et agencement en nucléosomes.

Dans la chromatine décondensée (pour revue sur la nature et la structure de la
chromatine se référer a Pederson et al., 1986 ; Eissenberg et al., 1985 ; Dilworth & Dingwall,
1988), les nucléosomes sont régulierement espacés le long de I’ADN. Méme lorsque la
chromatine est décondensée, les nucléosomes peuvent toujours limiter 1’acces, par les
facteurs de régulation, a1’ ADN qui doit €tre transcrit (pour revue sur le rdle de la chromatine
dans la transcription, voir Felsenfeld, 1992). Mais, il a ét¢ montré que dans les régions ou
les genes sont activement transcrits, il y a un déplacement des nucléosomes (Simpson &
Stafford, 1983). Des travaux ont pu montrer que si I’assemblage des nucléosomes avec
T'ADN empéche ’initiation de la transcription in vitro (Knezetic & Luse, 1986 ; Matsui ef
al., 1987), il n’empéche pas 1’élongation de la transcription par les complexes de préinitiation
de la transcription (Lorch er al., 1987 ; Knezetic et al., 1988) et que 1a RNA polymérase 11
transcrit au travers du nucléosome en déplacant les histones. Ceci pourrait expliquer le fait

que les nucléosomes soient déplacés des séquences promotrices mais pas de tout le locus.

1.2 Méthylation de ’ADN.

La méthylation in vitro de séquences d’ ADN empéche leur expression in vivo, comme
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cela a pu étre montré dans des fibroblastes de souris ou des oocytes de xénope (Fradin et al.,
1982 ; Stein ez al., 1982 ; Vardimon et al., 1982), alors que la S-aza-cytidine, qui est unagent
hypométhylant, active I’expression de génes préalablement inactivés (Jones, 1985).

Dans le génome, les méthylations se font principalement & la position 5' des
dinucléotides CpG. A peut pres 60-90% de tous les CpG du génome sont méthylés. Les CpG
non méthylés tendent a étre regroupés dans des i16ts HTF (Hpa 11 tiny fragments) , parce qu’ils
contiennent plusieurs sites pour 1’enzyme de restriction Hpa II qui reconnait les sites CCGG
non méthylés, alors que son isoschisomere Msp I reconnait le méme site méthylé : C*«CGG,
ou non (Bird, 1984). La méthylation des il6ts HTF inhibe 1’expression du géne associé. Bird
(1986) a proposé que les ilots HTF représentent de larges séquences de régulation fixant de
multiples facteurs nucléaires qui empechent étériquement les méthylases de méthyler’ADN.
La méthylation des ilots HTF empécherait stériquement la fixation des facteurs de régulation.
D’un autre c6té, les génes exprimés de fagon constitutives, de type housekeeping, contiennent
généralement dans la région 5' des ilots CpG qui sont non-méthylés dans les lignées
germinales et dans les cellules somatiques, sauf lorsqu’ils sont localisés sur le chromosome
X inactif (Bird ez al. , 1985). Quoiqu’il en soit, il apparait que des profils de méthylation ayant
une spécificité tissulaire, a des sites critiques, peuvent étre impliqués dans le controle du taux

d’expression des genes de type housekeeping (Mullins et al., 1987).

Influence de la méthylation sur I’expression des génes ras.

Des études réalisées sur les genes Ha-ras de souris, Ha- et Ki-ras de rat et sur le géne
Ki-ras humain ont montré qu’il semble y avoir une corrélation inverse entre le taux de
méthylation de ces genes et leur taux d’expression dans les différents tissus (Ramsden ez al.,
1985 ; Bhave et al., 1988 ; Metter & Cho, 1989). En effet, le géne Ha-ras de souris est
hypométhylé dans I’épiderme normal ou néoplasique, comparé aux autres tissus comme le
cerveau ou des lignées de cellules hématopoiétiques. L’état de méthylation du gene Ha-ras

pourrait donc avoir une influence prédisposante a I’activation de ce géne in vivo (Ramsden
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et al., 1985). Néanmoins le role de la méthylation dans la carcinogénese reste a déterminer.

Des études sur I’influence de la métt;ylation au niveau du promoteur du gene Ha-ras
humain ont montré que la méthylation au niveau des séquences Hha I et Hpa Il réduit I’activité
du pfomoteur de 70 a2 80% et que la méthylation généralisée au niveau des séquences CpG
inactive le promoteur a plus de 95% (Borrello et al., 1987, 1988 ; Rachal et al., 1989). Par
ailleurs, I’étude de la méthylation au niveau du geéne Ki-ras humain a permis de mettre en
évidence que la région promotrice est hypométhylée dans tous les tissus analysés, mais qu’il
existe des sites spécifiques, dans le premier et le deuxie¢me intron, hypométhylés de fégon
différentielle et spécifique suivant les tissus considérés (Metter & Cho, 1989). 1l est donc
probable que la méthylation a des sites bien spécifiques, et pas seulement le taux de

méthylation générale du locus, ait un role dans le contréle de 1’expression des genes ras.
1.3 Les domaines actifs de la chromatine sont sensibles aux nucléases.

La sensibilité préférentielle aux DNases des domaines actifs de la chromatine par
rapport aux domaines inactifs a été initialement décrite par Weintraub et Groudine (1976).
Les domaines hypersensibles a 1’action des DNases sont supposés représenter des sites

accessibles aux facteurs de transcription par le déplacement des nucléosomes.
II. Régulation de Pinitiation de la transcription.
I1.1 Promoteurs et enhancers.

Larégulation de 1’expression des geénes par le controle de I’initiation de la transcription
a été décrite dans de nombreux systémes (Maniatis ef al., 1987 ; Jones et al., 1988).

Certains éléments promoteurs régulent le niveau basal de la transcription, comme le
site de fixation a Spl (Dynan & Tjian, 1983), alors que d’autres controlent I’expression

inductible, comme les éléments de réponse au heat shock (Pelham, 1982), ou la spécificité
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tissulaire de I’expression, comme les motifs octameres des promoteurs des génes des
immunoglobulines dans les cellules lymphoides B (Grosschedl & Baltimore, 1985).

La distinction entre un élément promoteur et un élément enhancer devient de plus en
plus arbitraire, mais initialement, les enhancers se distinguaient des promoteurs par leur
aptitude a stimuler I’initiation de la transcription d’une mani¢re indépendante de sa position
etde son orientation (Serfling et al., 1985). Uneanalyse plus en détailsdes enhancers a permis
de montrer qu’ils peuvent étre divisés en plusieurs éléments ou enhansons, qui peuvent étre
dupliqués ou combinés d’une maniere hétérologue pour créer un nouvel enhancer. Dans un
enhancer donné, I’espacement entre les différents enhansons est trés important et détermine
I’efficacité de 1’enhancer (Ondek et al., 1988). Ainsi, un élément comme la boite octamere
peut agir comme un €élément promoteur dépendant de sa position et de son orientation dans
larégion5' du géne de I’histone H2B, ou comme un enhanson dans le contexte de I’enhancer
de SV40 ou il interagit avec d’autres enhansons pour générer un enhancer agissant
indépendemment de sa position et de son orientation. De plus, il a été montré que la
multimérisation du motif octamere pour créer un enhancer spécifique d’un tissu particulier,
génere un élément régulateur négatif, dominant sur ’activité de I’enhancer de SV40 (Yu e¢
al., 1989), illustrant bien le fait que ’activité d’un enhanson particulier dépend du contexte

dans lequel il se trouve.

I1.2 Domaines de fixation & ’ADN et domaines activateurs des facteurs de

transcription.

L’interaction de facteurs protéiques avec des séquences de régulation de I’ADN est
médiée par le domaine de fixation de la protéine (Wharton & Ptashne, 1985), alors que le
domaine activateur de la protéine médie des intéractions protéine-protéine qui modulent
I’initiation de la transcription (Bushman & Ptashne, 1988). Le domaine de fixation a I’ ADN
et le domaine activateur correspondent 2 deux domaines qui sont généralement distincts au

niveau des facteurs de transcription (Ptashne, 1988).



I1.2.1 Domaines de fixation & I’ ADN.

Domaine hélice-boucle-hélice.

Le domaine hélice-boucle-hélice a été identifié dans des protéines procaryotes incluant
le répresseur du phage A et les protéines Cro (Pabo & Sauer, 1984 ; Anderson ef al., 1981
; Pabo & Lewis, 1982), mais également dans des protéines eucaryotes comme la protéine
MAT a2 de levure (Laughon & Scott, 1984) et dans le domaine homéo des genes de
segmentation de la drosophile (Sheperd er al., 1984). Le motif hélice-boucle-hélice est
constitué de deux hélices alpha, 1’une d’elle se couchant le long du grand sillon de la double
hélice d’ADN de fagon a créer des contacts spécifiques entre les acides aminés et les bases

du site de reconnaissance (Wharton & Ptashne, 1985).

Domaine homéo.

Le domaine delaboite homéo est un domaine de fixation a1’ ADN constitué de 60 acides
aminés présentant une hélice-boucle-hélice. Ce dernier a été identifié€ la premiere fois dans
les geénes du développement de la drosophile (Laughon & Scott, 1984). Le role du domaine
homéo dans la régulation transcriptionnelle est décrit dans la revue de Levine et Hoey (1988).
Il a ét€ montré in vitro que les domaines homéo des protéines codées par les génes fushi-tarazu,
})aired et zen augmentent en synergie 1’expression a partir du promoteur engrailed (Han et

al., 1989).

Domaine en doigt de zinc.

Le domaine en doigt de zinc a été initialement découvert dans le facteur de transcription
TFIIA de xénope (pour revue : Evans & Hollenberg, 1988). TFIIIA posse¢de neuf doigts de
zinc formés par la coordination d’un ion Zn** avec des résidus cytosines et histidines a des

positions invariables (Miller ez al., 1985).
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Depuis, de nombreux facteurs de transcription ont été montré comme ayant des
séquences primaires pouvant former des motifs en doigt de zinc, comme les récepteurs de
I’hormone stéroidienne, Spl, GALA, TDF (testis-determining factor), et NF-E1 (erythroid
factor 1).

11 existe deux types de protéines a doigt de zinc : le groupe C,H, comportant TFIITIA
et Spl, qui ont des paires de cystéines et histidines séparées par des boucles de 12 acides
aminés (Berg, 1986), et le groupe Cx comportant les récepteurs aux hormones thyroidiennes,
GAILA, EF-1, ou les résidus cystéines sont arrangés de fagon périodique.

Le facteur de transcription Spl a été originellement identifi€¢ dans les cellules Héla
comme un facteur se fixant sur le motif GGGCGG du promoteur de SV40 et stimulant la
transcription de nombreux promoteurs cellulaires in vitro (Dynan & Tjian, 1983 ; Gidoni et
al., 1985). Sp1 existe sous deux formes actives de 95 kDa et 110 kDa. La forme de 95 kDa
pourrait étre une forme tronquée de la protéine de 110 kDa générée par clivage protéolytique
(Briggs et al., 1986). Ces deux formes de Spl présentent les mémes quantités de O-
glycosylation (Jackson & Tjian, 1988). Certains membres de la famille de protéines CTF et
AP1 sont glycosylés et il est possible qu’une glycosylation différentielle des facteurs de la
méme famille puisse altérer leur réponse a des signaux biologiques. Sp1 se fixe aI’ADN par
un domaine C-terminal consistant en trois doigts de zinc de type C H, (Kadonaga et al., 1987),
mais le mécanisme par lequel Sp1 active la transcription et la régulation des genes Spl reste

- a déterminer.

I1.2.2 Domaines activateurs.

Des expériences d’échange de domaines et 1’analyse de mutants inactivés mais se fixant
toujours de fagon spécifique a I’ADN a permis de déterminer trois types de domaines
activateurs:

(1) Des chaines peptidiques avec des acides aminés chargés négativement (Hope & Struhl,

1986) qui forment des hélices alpha, avec les charges négatives d’un c6té de 1’hélice et les



groupes hydrophobes de I’autre, comme GAL4 (Ma & Ptashne, 1987), GCN4 (Hope et al.,
1988), AP1 (Struhl, 1987), la protéine virale VP16 du virus HSV (Sadowski et al., 1988)
et le récepteur glucocorticoide (Hollenberg & Evans, 1988).

(ii) Des chaines peptidiques hautement basiques, riches en glutamine, incluant Sp1 (Courey
& Tjian, 1988), OTF-1 (Sturm et al., 1988), OTF-2 (Clerc et al., 1988), AP-2 (Williams
et al., 1988) et SRF (Norman et al., 1988).

(iii) Des domaines riches en prolines qui sont les domaines fonctionnels dans CTF et NF-1
(Mermod et al. , 1989), ils jouent également un role dans AP1 (Struhl, 1987), AP2 (Williams
et al., 1988), OTF-2 (Clerc et al., 1988) et SRF (Norman er al., 1988).

Il existe probablement d’autres types de domaines activateurs dont les structures n’ont
pas encore ét€ caractérisées, comme le domaine A/B du récepteur oestrogéne humain qui ne
possede pas de région activatrice acide comme c’est le cas pour la région A/B du récepteur
glucocorticoide (Tora et al., 1989).

Lesdomaines activateurs des différentes protéines different dans leur densité de charge,
leur structure secondaire et probablement dans leur affinité pour la protéine cible. Ptashne
(1988) a suggéré que les protéines avec des régions activatrices ayant la plus haute affinité
pour la protéine cible, soient les plus effectives pour agir a distance. Ainsi, de tels activateurs,
ayant le méme domaine de fixation & I’ADN mais des régions activatrices différentes,

différeraient dans leur aptitude a activer la transcription.

I1.2.3 Domaines de dimérisation (le motif leucine zipper).

Le motif structural de leucine zipper (Zip) a été initialement décrit pour le facteur
protéique se fixant sur la boite CCAAT (Landschulz et al., 1988). Depuis, ce motif a été
identifié dans de nombreuses protéines incluant Myc (Landshulz et al., 1988), et plus
récemment Max (Blackwood & Eisenman, 1991), ATF (Hai et al., 1989), Fos et Jun
(Kouzarides & Ziff, 1988).

Landschulz et ses collaborateurs (1988) ont proposé que le leucine zipper facilite la

dimérisation de protéines contenant une répétition périodique d’un résidu leucine. En fait,






67

chaque monomere contient une hélice alpha avec une leucine tous les sept résidus d’acides
aminés. Des expériences de délétions et de mutagénése ont montré que 35 acides aminés de
la région leucine zipper de Fos et de Jun sont nécessaires pour la formation d’un hétérodimere
préférentiel (Ransone & Verma, 1990). Des expériences d’échange entre les domaines
leucine zipper de Fos, Jun et GCN4 ont montré que le leucine zipper est indispensable pour
P’activité de fixation surI’ADN et que les domaines de fixation a1’ ADN de ces protéines sont
interchangables.

Les facteurs de transcription de la famille Myc ont un domaine hélice-boucle-hélice,
nécéssaire a la dimérisation ; il est contigu a un motif leucine zipper (HLH-Zip). La
dimérisation est donc requise pour la fixation 4 I’ADN par le domaine basique (b) précédant
la région HLH-Zip (Benezra et al., 1990 ; Davis et al., 1990 ; Jones, 1990). Des travaux
récents ont permis de montrer que le domaine b-HLH-Zip de Myc est capable, comme la
protéine native, de reconnaitre la séquence CACGTG (Blackwell et al., 1990). Plus
récemment, un partenaire pour la dimérisation avec les protéines Myc a été découvert
(Blackwood & Eisenman, 1991) et il s’appelle Max. Max fait parti de la famille des protéines
b-HLH-Zip. Le complexe Myc-Max reconnait la séquence CACGTG de fagon spécifique
avec une meilleure affinité que les homodimeres. La fixation a I’ADN dépend de la région
basique ainsi que du domaine HLH-Zip (Blackwell ef al., 1990 ; Blackwood & Eisenman,
1991 ; Prendergast et al., 1991).

I1.3 Modulation de ’activité des facteurs de transcription par phosphorylation.

L’activité des facteurs de transcription peut étre affectée par la phosphorylation de
résidus sérines et thréonines dans leur domaine activateur. Cette phosphorylation modifie leur
conformation ou altere les interactions par des ponts hydrogenes entre la RNA polymérase
IT et d’autres facteurs de transcription. Ces modifications pourraient expliquer le mécanisme
par lequel un facteur de transcription répond a un stimulus extérieur (Hoeffler et al., 1988).
La glycosylation de résidus sérine et thréonine pourrait influencer 1’activité de ces facteurs

de transcription en empéchant la phosphorylation (Jackson & Tjian, 1988)
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I1a été reporté que la phosphorylation est responsable de I’induction hormonale du géne
de la somatostatine de rat par I’AMPc (Yamamoto et al., 1988). Les genes répondent a
I’ AMPc via une phosphoprotéine nucléaire de 43 kDa, qui est le facteur CREB (cyclic AMP
responsive element binding factor) ou ATF qui se fixe sur I’élément de réponse a I’AMPc
(Montminy & Bilezikjian, 1987). Le facteur CREB se fixe sur le CRE comme monomere et
comme dimere, mais I’activité transcriptionnelle n’est associée qu’avec la fixation du dimere
(Yamamoto et al., 1988). Yamamoto et ses collaborateurs (1988) ont également montré que
le traitement des protéines CREB avec la protéine kinase C (mais pas la protéine kinase A)
induit une augmentation de la formation de dimeres, et que le traitement de CREB avec une
phosphatase réduit son activité transcriptionnelle. Ainsi, ils ont proposé que I’AMPc induise
un déplacement de 1’équilibre entre la forme monomere inactive et la forme dimere active,

provoquant une activation de la transcription.
C. OBJECTIFS

Différentes études effectuées jusqu’a ce jour ont permis de montrer, comme je 1’ai décrit
dans I’introduction, que I’oncogene Ha-ras activé par une mutation ponctuelle au niveau des
codons 12, 13, 59 ou 61 est impliqué dans certains cancers humains et animaux, comme dans
les tumeurs de la peau de souris induites par un agent cancérogene. En général, cette activation

par mutation ponctuelle est accompagnée d’une surexpression de cet oncogéne par un
mécanisme qui est encore inconnu.

Le but des travaux présentés dans ce mémoire est de mieux appréhender les mécanismes
de régulation transcriptionnelle de ’oncogéne Ha-ras. En effet, la régulation de I’initiation
de la transcription est un mécanisme clef régulant I’expression de nombreux genes. C’est
pourquoi, une meilleure connaissance des éléments régulant la transcription de ce gene
devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes de la régulation de son expression
et peut-Etre des mécanimes de dérégulation aboutissant a une surexpression de ce géne dans

les cellules tumorales de la peau de souris.
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Etat des connaissances sur les éléments régulant I’expression des génes ras.

L’étude de la régulation des genes ras a permis d’identifier, outre les régions
promotrices, différents types d’éléments de régulation positive ou négative, localisés soit en
amont de leur promoteur, soit dans le premier intron, soit dans le dernier intron. De plus,
il est intéressant de remarquer que les études réalisées jusqu’a ce jour, mettent en évidence
des éléments différents d’un géne ras a un autre, comme le montre les exemples suivants.

Un élément enhancer potentiel a été décrit dans la région distale du promoteur du géne
Ki-ras humain (Jordano & Perucho, 1988). Ces auteurs ont identifié une séquence de fixation
au facteur nucléaire NF-1 (nuclear factor 1) qui stimule la transcription du promoteur de la
béta-globine, en fonction de la distance et de 1’orientation par rapport au promoteur et
nécessite la présence des motifs CCAAT et CACCC au niveau du promoteur. Par contre, cet
élément ne semble pas avoir d’effet sur 1’activité du promoteur Ki-ras.

Un élément de régulation négative a été caractérisé au niveau du gene N-ras murin
(Paciucci & Pellicer, 1991). Cetélément est localisé 180 pb en amont du premier site de début
de la transcription et fixe un facteur nucléaire responsable de cet effet. Cet €lément est
également capable de diminuer I’activité du promoteur du géne de la thymidine kinase. De
plus, il a récemment ét€ montré I’existence de deux autres éléments régulant négativement
pour I’un et positivement pour 1’autre I’expression de ce géne (Jeffers & Pellicer, 1992). Le
premier élément est localisé dans la premi¢re moiti€ du premier intron et contient un site de
blocage de I’élongation de I’ARN prémessager. Ces auteurs emettent 1’hypothese qu’un tel
élément pourrait prévenir de 1’élongation de I’ ARN prémessager codant pour le géne unr dont
I’extrémité 3' estlocalisée 130 pb en amont du gene N-ras (Jeffers et al. , 1990). Le deuxieme
élément est localisé€ a la fin du premier intron et augmente ’activité du promoteur du gene
N-ras. Il esta remarquer que chez1’homme, il a également été découvert un gene appelé NRU
(N-ras upstream) localisé juste en amont du geéne N-ras (c’est deux génes sont séparés par

environ 150 pb) (Nicolaiew et al., 1991).
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11 a ét€ montré au niveau du gene Ha-ras humain I’existence un mécanisme de contrdle
de I’expression par épissage alternatif au niveau du quatri¢me exon qui donne un transcrit
non fonctionnel qui serait instable ou non maturé (Cohen & Levinson, 1988 ; Cohen et al.,
1989). Ainsi ces auteurs ont montré qu’une mutation ponctuelle dans le quatriéme intron au
niveau d’un site d’épissage accepteur a pour effet d’augmenter dix fois I’expression de ce
geéne. Une analyse fonctionnelle de 1a région 5' de ce géne a permis de mettre en évidence
des éléments régulateurs dans le premier intron. Ces derniers régulent positivement et
négativement I’expression de ce gene (Hashimoto-Gotoh et al., 1988 ; Honkawaeral. , 1987).
Par ailleurs, Lowndes et ses collaborateurs (1990) ont mis en évidence une séquence courte
au niveau du premier intron du géne Ha-ras humain qui est hautement répétée dans le génome.
Cette séquence de moins de 130 pb correspond en localisation avec un des éléments de
régulation négative mis en évidence par Honkawa et ses collaborateurs (1987). Lowndes et
ses collaborateurs ont montré que cet élément est capable de bloquer la transcription a partir
du promoteur viral IE (Immediate Early) du virus de 1’Herpes par un mécanisme de blocage
d’élongation. Par contre, cet élément ne semble pas interférer avec la transcription initiée a
partir du promoteur du gene Ha-ras.

Le groupe de Pelling s’intéressant également a la régulation de 1’expression du gene
Ha-ras de souris a mis en évidence des éléments de régulation dans la région 5' du géne, en
amont du promoteur. Ils ont notamment caractérisé cinq sites potentiels de fixation au
_ récepteur aux glucocorticoides (Strawhecker et al., 1989), deux de ces sites étant capables
de médier I’induction par ladéxaméthasone. Parailleurs, ils ont également montré 1’existence
d’un élément qui semble réguler de facon négative I’expression de Ha-ras, localisé dans les
1 kb en amont du promoteur. De la méme fagon, Damante et Rapoport (1988), ont mis en
évidence un élément de régulation transcriptionnelle négatif, dans la région 5' du géne Ha-
ras chez le rat.

Ces études apportent des réponses partielles sur les mécanismes de régulation de
I’expression des génes ras mais n’ont pas encore permis de comprendre les mécanismes

provoquant la surexpression de ceux-ci dans certaines pathologies cancéreuses.



RESULTATS
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I. Analyse structurale du promoteur du géne Ha-ras de souris.

Le but du travail décrit dans ce paragraphe est de caractériser les séquences et les
facteurs nucléaires interagissant avec celles-ci au niveau de la région promotrice du geéne Ha-
ras de souris. Le séquengage de la région 5' du gene Ha-ras de souris réalisé par Brown et

ses collaborateurs (1988) a permis au préalable de localiser la région promotrice de ce geéne.

- Identification des séquences promotrices par empreinte a la DNase 1.

Les promoteurs des genes ras présentent les caractéristiques de genes de type
housekeeping. Ces genes éont exprimés dans pratiquement tous les tissus et au cours de tous
les stades du développement, se trouvent généralement situés au niveau d’ilots HTF/CpG qui
sont tres riches en bases G et C et hypométhylés. Ils contiennent plusieurs séquences
consensus de fixation au facteur de transcription Spl connues sous le nom de boites GC :
CCCGCCC (Bird, 1984, 1986). Les séquences proximales du promoteur du gene Ha-ras de
souris répondent a ces criteres. Par ailleurs, nous avons pu montrer par un travail mené en
collaboration avec le groupe d’Allan Balmain et de Mark Plumb, que la région promotrice
présente une conformation dans le noyau qui est accessible aux endonucléases, dans tous les
types de tissus étudiés (Plumb er al., 1991). Le site d’hypersensibilité aux endonucléases
_ indique que le géne Ha-ras est, ou a le potentiel d’étre activement transcrit (figure 8).

Nous avons donc entrepris de caractériser les séquences fixant des facteurs nucléaires
au niveau du promoteur, en utilisant la technique de protection contre 1’action de la DNase
I in vitro. Pour ces expériences, nous avons utilisé les lignées cellulaires STO (fibroblastes
de souris) et M707/T (lignée cellulaire dérivant d’une érythroleucémie), d’origines tissulaires
différentes, afin de voir si les facteurs nucléaires interagissant avec les séquences promotrices
sont de type ubiquitaire ou s’il existe des différences d’un type tissulaire a un autre.

Deux nanogrammes d’un fragment d’ADN de la région 5' du gene Ha-ras ont été

utilisés comme sonde. Celle-cia 7Hété réalisée a partir d’un fragmé&ma I de 380 pb (contenant
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Figure 8 : Le gene Ha-ras et son promoteur. Carte de restriction du géne Ha-ras murin et

_ des séquences adjacentes montrant les sites de restriction Eco RI, Hind III, Pvu II, Pst 1 et

Sma 1. Les positions approximatives des 4 exons codant sont visualisées par les boites
sombres. La région promotrice est visualisée par la boite claire. Le site d'hypersensibilité a
'action des DNases est localisé au niveau de la région promotrice comme I'indique la fleche

(d'apres Plumb er al., 1991). Les trois sites d'initiation de la transcription sont notés P1, P2
et P3.
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le promoteur cloné dans le plasmide pUC18) (figure 8) marqué en 5' au P%, soit sur le brin
codant, soit sur le brin anti-sens. La sonde est ensuite incubée avec 25 ou 80 ul d’extrait de
protéines nucléaires. Apres digestion ménagée a la DNase I, les fragments d’ADN sont
purifiés, séparés sur gel de polyacrylamide dénaturant et autoradiographiés.

L’analyse des empreintes a la DNase I des séquences promotrices révele cing séquences
protégées contre I’action de la DNase I notées de A a E. Des sites de clivages hypersensibles
al’action de 1a DNase I peuvent étre observés principalementen 3' et S' des sites de fixation
a des facteurs nucléaires et sont probablement diis a des changements conformationnels
induits par la fixation des facteurs nucléaires (figure 9). Les empreintes a la DNase I, notées
A, C et E ne sont visibles qu’avec de fortes concentrations en extraits de protéines nucléaires
(figure9), suggérant que les protéines se fixant sur ces séquences soﬁt en plus faibles quantités
que celles se fixant sur les deux autres séquences B et D, ou qu’elles ont une plus faible affinité
pour leur site respectif. Quatre de ces sites, A, B, D et E, sont des séquences riches en bases
G et C (figure 10). Les séquences B et D sont quant a elles strictement homologues a la
séquence consensus de fixation au facteur de transcription Spl : GGGCGGG (figure 10). 11
existe un autre sitt GGGCGGG localis€ 62 pb en aval du troisieéme site de début de
transcription, mais la sonde utilisée dans nos expériences ne nous permet pas de visualiser
cette séquence. Le site C contient la séquence CCAACCACAACAGGTCG (figure 10) et ne
ressemble pas de fagon évidente a une séquence de fixation & un facteur nucléaire déja décrite.
“Le motif CCAAT (figure 10, -70 pb par rapport a2 P1) n’a pas montré une protection
reproductible contre I’action de la DNase I. Ceci laisse supposer que ce site peut fixer une
protéine avec une faible affinité. Cette derniere doit étre trop diluée dans nos extraits de
protéines nucléaires pour pouvoir étre visualisée de fagon reproductible.

Des expériences de compétition pour la fixation des facteurs nucléaires ont été réalisées
en utilisant un oligonucléotide de synthese double brin contenant la séquence de fixation au
facteur de transcription Sp1 dans le promoteur (immediate early promoter) de HSV 1 (Jones
& Tjian, 1985). Lorsde’incubation, cet oligonucléotide mis en exces (100 ng) dans le milieu,

entre en compétition avec les facteurs nucléaires se fixant normalement au niveau des
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Figure 9 : Analyse par empreinte a la DNase I dela fixation des facteurs nucléaires au niveau
du promoteur du gene Ha-ras de souris. Le fragment de restriction Sma I de 380 pb, contenant
le promoteur a été marqué en 5' sur le brin codant (A) ou le brin antisens (B, C). La sonde
(2 ng) a été incubée avec O ul (contrdle) ou 25 ul d'extrait de protéines nucléaires STO (sauf
pour les lignes 3 des panneaux A et B qui ont ét€ incubés avec 80 ul) ou 80 ul d'extrait de
protéines nucléaires M707/T, en présence de 1 pg de poly(dI-dC) et en présence ou non de
200 ng d'oligonucléotides compétiteurs Spl, NF1 ou CCAAT (CAT). Les marqueurs de
taille moléculaires ont été obtenus par une réaction de séquencage chimique G+A sur les

mémes sondes. Les cinq séquences principales protégées contre 1'action de la DNase I sont

dénommées A, B, C, D et E.
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Sma I -240 -230 -220 =210 -200
CCCGGGCTCGTAAGCACGGTCTCGGTCTGTCTCTTCTGCACCTAGGCACTAGACATCACT

~190 ~180 ~170 A -150 B
GTTGAGTGCAGGACCCAAGTTCCGGACTRCCTTCCCCGCGaCTARGGARCCCCGCCCAG

-130 ~120 ~110 C ~90 -80
CTTCGGCT TCTGACGGATGGGTTGCTCAGECAACCACAACAGGTCACGGTGCGGAGGAGT

~70 ~60 -50 ~40 D ~20
TCGACCAATCACGGGCCGCCTCCAGTTGACHIACGGECGTGGGGCGRAGCCGEGCEGAAT

~10 Pl P2 E P3
GAGC@CGGGCCCGGCcaagtccccgccgtccgctcc|cggcgcccgcagcccgagccgcac

ccgccgcggacggagctcatgegegggeccagecggcgeccgtccgegeccecgecctge

Sma I
cccggccccggcecccggecccggg

" Figure 10 : Séquence du fragment de restriction Sma I de la région promotrice du géne Ha-
ras de souris. P1, P2 et P3 représentent les trois sites d'initiation de la transcription (Brown
et al., 1988). La numérotation se réfere au premier site d'initiation de la transcription. La
séquence transcrite est écrite en minuscule. Les cinq séquences protégées contre 1'action de
la DNase I sont encadrées et notées : A, B, C, D et E. Le motif CCAAT et les séquences

consensus de fixation au facteur de transcription Spl sont soulignées deux fois.
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séquences A, B, D et E (figure 10). Il est donc probable que les facteurs nucléaires se fixant
sur ces séquences soient Spl ou appartiennent a la famille Spl Ces expériences de
compétition montrent au niveau du site D que I’oligonucléotide Sp1 n’entre en compétition
que pour la partie 5' mais pas pour la partie 3' de ce site. La région 5' du site D contient la
séquence GGGCGTGG pouvant étre considérée comme une séquence de fixation de faible
affinité pour Sp1, lorsque celle-ci est comparée a 1a s€quence de fixation de haute affinité pour
Spl GGGCGGG qui se trouve dans la partie 3' du site D, suggérant ainsi que le site D
correspond a deux sites de reconnaissance pour Spl et ayant des affinités différentes. Les
oligonucléotides contenant, soit la s€quence de fixation au facteur de transcription NF1 de
I’origine de réplication deI’adénovirus, soit le motif CCAAT du géne de’a-globine de souris
n’entrent pas en compétition avec les facteurs nucléaires se fixant au niveau des sites A, B,
C, D et Econfirmant la spécificité d’interaction. Néanmoins, les résultats sont moins évidents
concernant le site C, site faiblement protégé contre 1’action de la DNaseI. En effet, ce dernier
montre un certain degréde compétition avec les oligonucléotides Sp1, NF1 et CCAAT (figure
9c¢). La protéine se fixant au niveau de ce site ne peut donc étre identifiée mais la comparaison
de séquence suggere qu’il est peu probable que le site C soit un site de fixation pour Spl.

Les résultats obtenus au niveau du promoteur Ha-ras de souris ont donc permis de
confirmer qu’il fixe essentiellement des facteurs de transcription de la famille Spl, comme
dans le cas du promoteur humain. Il est donc probable que ce promoteur soit responsable
_d’une activité basale d’initiation de la transcription.

Une analyse approfondie de la séquence de la région 5' du gene Ha-ras a permis de
mettre en évidence une région d’homologie de 272 pb, dans le premier intron, conservée a
76% chez’homme (Brown et al., 1988) (figures 11 et 12). La conservation de cette séquence
au cours de I’évolution peut laisser supposer un role important de celle-ci dans la régulation
de I’expression du géne Ha-ras. Cette hypothese est confortée par les travaux de Hashimoto-
Gotoh et ses collaborateurs (1988) qui ont mis en évidence des éléments de régulation positive

et négative au niveau du premier intron du gene Ha-ras humain.
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SEQUENCE HUMAINE
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SEQUENCE MURINE

1134

CCCTCCCCTCGGCG . e v v v v v GCGCCTAGTACGCAGTAGGCGCTCAGCAAATACTTGTCGGAGG

FEerrrre el PErrer o e et e et |
CCCTCCCCCCGCTGCCGGGACCGCGCCTGGCATGCAGTAGGCGCTCAGTAAATAGTTGTAGGTTG

521

CACCAGC. .GCCGCGGGGCC. v v v v n TGCAGGCTGGCACTAGCCTGCCCGGGCACGCCGTGG
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CACCCACATGCCGGCGGGCCAGAGCCGGTTGTAGGCTGGCATTGGCCTGCCTGGGCACGCCGAGG

CGCGCTCCGCCGTGGCCAGACCTGTTCTGGAGGACGGTAACCTCAGCCCTCGGGCGCCTCC.CTT
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...... CCGCCGTGGCAGGACCTGTT . TTTTGGGGGGTGGCCTCAGCCCTCAGGCGCCTCCAGTT

TAGCCTTTCTGCCGACCCAGCAGCTTCTAATTTGGGTGCGTGGTTGAG. . . AGCGCTCAGCTGTC
Ut et eee e e ety et | SRR NNENE
GAGGGTTTCTGCCTACCTAGCGACTTCTAATTTGGGTGCGTGGT TGGGAGAAGCTCTCAGCTGTC

1509
AGCCCTGCCTTTGAGGGCT

ARERRRRRAR L
AGCCCTGCCTTGGGGGCCT

792

Figure 11 : Comparaison des séquences introniques humaine et de souris au niveau de la
région d’homologie de I’intron 0. La numérotation pour la séquence humaine est celle utilisée
par Reddy et par Capon et ses collaborateurs (Reddy, 1983 ; Capon et al., 1983). La
numérotation utilisée pour la séquence de souris a pour origine le premier site d’initiation de
la transcription (Brown et al., 1988) (figure 12). Cette séquence intronique de souris de 272

pb présente 76% d’homologie avec la séquence humaine.



Figure 12 : Séquence nucléotidique de la région 5' du gene Ha-ras de souris (d’apres Brown
etal., 1988), contenantla région promotrice, I’exon -1 non codant et les deux premiers exons
codant. La numérotation se réfere au premier site d’initiation de la transcription. Le:
séquences exoniques (Exons -1, 1 et 2) sont surlignées d’un trait en pointillés. L’ATG
d’initiation de le traduction est souligné. P1, P2 et P3 représentent les trois sites d’initiation
de la transcription mis en évidence par Brown et ses collaborateurs (1988). La région
d’homologie de séquence (76 %) entre ’homme et la souris est surlignée d'un trait plein (voir

figure 11).
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CTGCAGGGTGGAGGCTCTGTAGTAGGTCCTCAACGCAACCCGAGCGTGCACCAGTTTCT CTCCGGAGAAATCCCGGGCTCGTAAGCACGGTCTCGGTCTG
=320 -300 ~280 -260 -240

TCTCTTCTGCACCTAGGCACTAGACATCACTGTTGAGTGCAGGACCCAASTTCCGGCACTGCCTT CCCCACGGCT CCAGGAAGCCCCGCCCAGCTTCGGC
-220 -200 -180 -160 -140

TTCTGACGGATGGGTTGCTCAGCCAACCACAACAGGTCGCGGTGOGGAGGAGTT CGACCAAT CACGGGCCGCCTCGAGTTGACGGACGAGCCTGGGGCEE

-120 Pl P2 -80 P3 -60 -40

80 100 120 140 160
CGCGGGECGCAGGTGATCGGT GCTTCCTTGCTCCTCTCGGCCCGGCAGCGTGCCTAGCGTCCGGCTGCCCGCCTCTGCGCCGGACTCGCTCTGCCTGTGG

180 200 220 240 260
CCGTCCTCCCAGCGAGGCECCECCCGGECCTCCGRAGACTCTGCECCCCGCEGCCATCACGCTCGGECCTCBGCGCACAAGGACACCCECGTTGGGCCCC

280 300 320 340 360
AACCAGGGCCTTCTGCTCCCAGCCATCCCTCGCGTTCCTGTAGTCACCTGCTTCCCACACCCTCAGéCGTTTTTCCCCCCCTCTGTGAAAGCTCCCTGGC

380 400 420 440 460

CCCTTGTGGAAGGTT TGTCT TAGTGGAGGGCAGGGT CCTTCTCCAGCCACCCTCCCCCCGCTGCCGGGACCGCGCCTGGCATGCAGTAGGCGCTCAGTAA

480 500 520 540 560

ATAGTTGTAGGT TGCACCCACAT GCCRGCGGGCCACGAGCCGGTTGTAGGCT GGCATTGGCCT GCCTGGECACGCCGAGGCCGCCGTGGCAGGACCT GTTT

580 600 620 640 660

TTTGGGGGGTGGCCTCAGCCCTCAGGCOGCCTCCAGT TGAGGGTT TCTGCCTACCTAGCGACT TCTAATTT GGGTGCGTGGTTGGGAGAAGCTCTCAGCTG

680 700 720 740 760

TCAGCCCTGCCTTGGGGGCCTCTCCCTGCTTCCTCACACAGCCATTAAGTGCTGTTT GAGGAGGT TGGGGEGTGGEGCTGGGGTCCTCCCTTTTCAAGCT
780 800 820 840 860

GAAGGTGCCACAGGTGATCAACTGGGCCACTGGCAGGCCTGCCTCTCAATGCTGGAGAGGGCCCTTGGGTCAGGCATCTATTAGCCETCTCARGTGGCAM
880 3800 920 940 960

GGGCCTTGGCTAAGTGTGCTTCTCAT TGGCAGGTGGGGCAGGAGCTCCTGGATT GGCAGCCGCTGTAGAAGCTATGACAGAATACAAGCTTGTGGTGGTG
980 1000 1020 1040 1060

1080 1100 1120 1140 1160
TGCCAGAGGTGGGCTGTGOCAGT GETCATGGGT ARA TGACCAAACAGCCCAGGT CTTGTAGG TG TTATGGGGTATGATCCATCAGGGTATCAGAGGTGCA
1180 1200 1220 1240 1260
AGGGTGTAGGCTGGTTCTGTGGAT TCTCTGGTCTGAGGAGAGGT GAGACCCCACCCCCACCCCCCACCCCCACTAAGCCTGT TGT TTTGCAGGACTCCTA
1280 1300 1320 1340 1360

CCGGAAACAGGTGGTCATTGATGGGGAGACATGT CTACTGGACATCT TAGACACAGCAGGTCAAGAAGAGTATAGTGCCATGCOGGGACCAGTACATGCGC

1480 1500 1520 1540 1560

CTGGCACACGTGAGGAAGGTTCCGTGTGCACACTGAGGCTTTATGTCTTTTT TTGAATGTCCTGGACACAGTCATGCCTGCAG

1580 1600 1620 1640
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II. Analyse fonctionnelle du premier intron par délétions dans la partie 3' de celui-ci.

Nous avons entrepris une approche fonctionnelle CAT (Chloramphénicol-Acétyl-
Transférase), du role potentiel de I’intron O dans la régulation transcriptionnelle du géne Ha-
ras, en utilisant des fragments de la région 5' du gene Ha-ras de souris comme promoteur.

Ces fragments comportent différentes délétions dans la partie 3' de ’intron 0.
I1.1 Construction des vecteurs pPras, pSras, pHras, pAras et pMras.

Initialement, quatre constructions : pSras, pHras, pAras et pMras, ont été réalisées afin
d’analyser le rdle fonctionnel du premier intron (figure i3). Toutes les constructions utilisées
pour les analyses fonctionnelles CAT dérivent du vecteur pB9, contenant le g¢ne CAT sans
séquences promotrices. Le plasmide pB9 dérive du plasmide pLW2 (Gaffney et al., 1985),
en enlevant de celui-ci le promoteur de HSV-2 par digestion avec BamH 1. Différents
fragments de la région 5' du gene Ha-ras, provenant du plasmide pUC.NPR (ce plasmide
contient 1983 pb de la région 5' du geéne Ha-ras de souris ; Brown ef al., 1988), contenant
le promoteur, I’exon -1 et une partie de 1’intron 0, ont été clonés juste en amont du géne CAT
dans le vecteur pB9. L’orientation de tous les fragments clonés dans ce vecteur a été
déterminée par la stratégie de clonage utilisant un site Hind Illen 5' desinserts et une extrémité
_ 3" franche. Les différents fragments provenantdu plasmide pUC.NPR, pour les constructions
pSras, pHras, pAras et pMras, ont ét€ obtenus en digérant en 3', respectivement par les
enzymes de restriction : Sau3A, Sph1, Sau Iet Sau3A, les extrémités étant rendues franches
si I’enzyme utilisé donne une extrémité cohésive (figure 13). Le fragment du géne Ha-ras
utilisé comme promoteur dans la construction pSras contient 328 pb de la région 5' en amont
du premier site d’initiation de la transcription (contenant le promoteur de ce gene), ’exon
-1 (148 pb en partant du premier site d’initiation de la transcription) et 37 pb de I’intron 0.
Les constructions pHras, pAras et pMras contiennent respectivement 365 pb, 510 pb et 701

pb de l'intron 0, en plus de la construction pSras.



Région d'homologie

Smal - Sph 1 Saul
Smal Région promotrice 124 Sau3A 550 5 Sau 3A ATG
254 185 "
| [(Bron -1 H < > [ Fonl ——
521 2
Constructions CAT

— o — — —

{ Exon-1 |
l
I
{Exon -]

Exon -1?

pPras

|
[
|
|
|
|
|
|
|
: pSras
|

|

pHras

e — — e —— e L

pAras

——— 1B

pMras

Figure 13 : Schéma des différents fragments de larégion 5' du géne Ha-ras de souris utilisés pour réaliser les constructions plasmidiques, contenant
le géne de la chloramphénicol-acétyl-transférase (CAT) comme reporteur de ' activité promotrice de ces fragments nucléotidiques. Ces fragments ont
été obtenus a partir du plasmide pUC.NPR (ligne du dessus), contenant 1983 pb de la région 5' du géne Ha-ras de souris. Les positions des sites de

restriction sont relatives au premier site d'initiation de la transcription.
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Une cinquie¢me construction pPras a été réalisée pour vérifier si I’activité promotrice
dans la construction pSras n’est pas modulée par la présence du site d’épissage donneur de
I’exon -1. Un fragment de restriction Sma I de 380 pb de la région 5' du geéne Ha-ras,
comprenant 251 pb en amont de I’exon -1 et 125 pb de I’exon -1 (figure 10), a été cloné dans
le site Hinc 1I du plasmide pUC.18, puis un fragment Hind III - BamH I provenant de ce

plasmide a été cloné dans le plasmide pB9 en amont du gene CAT.

11.2 Etude fonctionnelle des différentes constructions plasmidiques dans les lignées

cellulaires NIH 3T3, C5N, Car B, 3TDMI, et 17-S1-T984.

L’étude fonctionnelle des constructions CAT a été réalisée dans différents types de
lignées cellulaires murines (voir matériels et méthodes) ; les NIH 3T3 (fibroblastes), les CSN
(kératinocytes normaux), les Car B (kératinocytes transformés), les 3TDM1 (trophoblastes
différenciés) et les 17-S1-T984 (myoblastes squelettiques différenciés). L’utilisation de
différents types de lignées cellulaires a pour but de savoir s’il existe une spécificité tissulaire
dans la régulation du géne Ha-ras, notamment au niveau épithélial. Chaque plasmide étudié
a fait I’objet d’au moins deux préparations de plasmides indépendantes sauf pour le plasmide
pPras pour lequel une seule préparation a été réalisée. Pour chaque expérience, 10 ug de
plasmide CAT étaient cotransfectés avec 8 ug de plasmide pCH110 (Hall ez al., 1983). Ce
plasmide pCHI110 contient le géne codant pour la P-galactosidase bactérienne dont
I’expression est placée sous la dépendance du promoteur de SV 40. Le test enzymatique de
la B-galactosidase permet de mesurer I’efficacité de transfection des plasmides d’une boite
de cellules a I’autre. Les volumes de lysat utilisés pour les essais fonctionnels CAT sont

corrigés en fonction de ’efficacité de transfection.
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I1.2.1 Etude fonctionnelle dans les cellules NIH 3T3.

Les résultats des essais fonctionnels CAT présentés dans ce paragraphe proviennent de
la moyenne de huit expériences indépendantes (figure 14). L’écart type d’une expérience a
I’autre est faible et le profil en histogrammes des activités CAT des différentes constructions
est le méme pour toutes les expériences effectuées. L’activité CAT de la construction pSras
est prise comme référence pour la comparaison avec les activités CAT des autres
constructions. L’activit¢ CAT de la construction pHras est en moyenne 5,3 fois supérieure
acelle de pSras. Ce résultat laisse supposer I’existence d’un élément régulant de fagon positive
(de type «enhancer») ’expression du gene Ha-ras, localisé dans la région intronique +185
a +550, comprise entre pSras et pHras. D’un autre c6té, la construction pAras posséde une
activité CAT égale a celle de pSras, qui est donc 5,3 fois inférieure a celle de pHras. Ce
résultat, & I’opposé de pHras, laisse supposer I’existence d’un élément régulant de fagon
négative (de type «silencer») ’expression du gene Ha-ras, localisé dans la région intronique
+550 a +695, comprise entre pHras et pAras. La construction pMras, quant a elle, donne
une activité CAT 3,7 fois inférieure a celle de pSras ce qui laisse également supposer
I’existence d’un élément régulant de fagon négative I’expression du géne Ha-ras, localisé dans

la région intronique +695 a +886, entre pAras et pMras.

11.2.2 Etude fonctionnelle dans des cellules CSN.

Les résultats des essais fonctionnels CAT présentés dans ce paragraphe correspondent
a trois expériences indépendantes (figure 15). Les résultats obtenus pour toutes les
constructions dans les cellules CSN sont comparables & ceux obtenus dans les cellules NIH
3T3. En effet, I’activité CAT de la construction pHras est en moyenne 4,1 fois supérieure
a celle de pSras. Celle de la construction pAras est elle 1,9 fois inférieure a celle de pSras,
soit 7,8 fois inférieure a celle de pHras. Finalement, la construction pMras posséde une
activité CAT, 3 fois inférieure a celle de pSras et 1,6 fois inférieure a celle de pAras. Mis

a part I’amplitude des différences d’activités CAT entre les constructions pSras, pHras pAras



Activité CAT
w

pSras pHras pAras pMras

Constructions CAT

Figure 14 : Histogramme des valeurs CAT obtenues pour les différentes constructions
plasmidiques transfectées dans des cellules NIH 3T3. Les volumes de lysats utilisés pour les
essais fonctionnels CAT ont ét€ corrigés par rapport a 1'efficacité de transfection, mesurée
par test enzymatique de la B-galactosidase. Le pourcentage d'acétylation obtenu a partir de
la construction pSras est utilis¢ comme référence, égale a 1, pour la comparaison avec les

activités obtenues a partir des autres constructions.
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Activité CAT
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pPras pSras pHras pAras pMras

Constructions CAT

' Figure 15 : Histogramme des valeurs CAT obtenues pour les différentes constructions
plasmidiques transfectées dans des cellules C5N. Les volumes de lysats utilisés pour les essais
fonctionnels CAT ont été corrigés par rapport a 1'efficacité de transfection, mesurée par test
enzymatique de la B-galactosidase. Le pourcentage d'acétylation obtenu a partir de la
construction pSras est utilis€ comme référence, égale a 1, pour la comparaison avec les

activités obtenues a partir des autres constructions.
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et pMras, nous pouvons remarquer que 1’on retrouve les mémes effets de types «enhancer»
et «silencer», dans des fibroblastes ou dans des kératinocytes.

La construction pPras posseéde une activité de 0,85 par comparaison a celle de pSras.
Cette différence d’activité est faible et permet donc de montrer que le site d’épissage donneur
de cet exon ne semble pas avoir d’influence sur ’activité promotrice de la région 5' du gene

Ha-ras, mise en évidence avec la construction pSras.

11.2.3 Etude fonctionnelle dans des cellules Car B.

Les résultats des essais fonctionnels CAT présentés dans ce paragraphe proviennent de
la moyenne de deux expériences indépendantes (figure 16). Les effets fonctionnels obtenus
pour les constructions pSras, pHras, pAras et pMras, dans cette lignée cellulaire sont
comparables a ceux obtenus avec les lignées NIH 3T3 et C5N. En effet, 1a construction pHras
possede une activité CAT 4,5 fois supérieure a celle de pSras, ceci laisse supposer ’existence
d’un élément régulant de facon positive I’expression du géne Ha-ras, localisé dans la région
intronique comprise entre pSras et pHras. La construction pAras, quant a elle, donne une
activité CAT 1,7 fois inférieure a celle de pSras, soit 7,5 fois inférieure a celle de pHras, ce
qui une fois de plus laisse supposer I’existence d’un élément régulant de fagon négative
I’expression du géne Ha-ras, localisé dans la région intronique comprise entre pHras et pAras.
_ Finalement, I’activité CAT de la construction pMras est 8 fois inférieure a celle de pSras,
soit 5 fois inférieure a celle de pAras, ce qui laisse supposer également, I’existence d’un
élément régulant de fagon négative 1’expression du gene Ha-ras, localisé dans la région

intronique comprise entre pAras et pMras.

I1.2.4 Etude fonctionnelle dans des cellules 3TDM1 et 17-S1-T984.

Les résultats obtenus dans les fibroblastes, les kératinocytes normaux et les kératinocytes

transformés étant similaires, nous avons entrepris de tester ces différentes constructions dans
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" Figure 16 : Histogramme des valeurs CAT obtenues pour les différentes constructions
plasmidiques transfectées dans des cellules Car B. Les volumes de lysats utilisés pour les
essais fonctionnels CAT ont été corrigés par rapport a 1'efficacité de transfection, mesurée
par test enzymatique de la B-galactosidase. Le pourcentage d'acétylation obtenu a partir de
la construction pSras est utilisé comme référence, égale a 1, pour la comparaison avec les

activités obtenues a partir des autres constructions.
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d’autres lignées cellulaires d’origines différentes afin de vérifier si les résultats sont
comparables dans ces autres lignées cellulaires. Deux lignées cellulaires murines d’origines
différentes ont été€ utilisées : la lignée 3TDM1 (trophoblastes) et la lignée 17-S1-T984
(myoblastes). Deux séries de transfections ont ét€ réalisées dans les myoblastes (résultats non
représentés). L’activité CAT de la construction pHras se révele 3,6 fois supérieure a celle
de pSras, ce qui amene a faire la méme hypothése que précédemment concernant I’existence
d’un élément de type «enhancer». De méme, I’activité de la construction pAras s’avere étre
1,8 fois inférieure a celle de pSras, soit 6,5 fois inférieure a celle de pHras, ce qui une fois
de plus ameéne a faire la méme hypothése que précédemment concernant I’existence d’un
élément de type «silencer». Finalement, en ce qui concerne la construction pMras, sonactivité
CAT estde 3 fois inférieure a celle de pSras, soit 1,6 foisinférieure a celle de pAras, en accord
avec les résultats précédents.

Une série de transfections a été réalisée dans les trophoblastes et les résultats obtenus
sont similaires a ceux obtenus avec toutes les autres lignées cellulaires. L’activité CAT de
la construction pHras est de 4 fois supérieure a celle de pSras, celle de pAras étant 1,5 fois
inférieure a celle de pSras. Finalement, ’activité CAT obtenue avec pMras est de 4,2 fois

inférieure a celle obtenue avec pSras.

En conclusion, cette approche fonctionnelle du réle de I’intron 0 dans la régulation
_ transcriptionnelle du geéne Ha-ras de souris, a permis de mettre en évidence 1’existence
d’éléments régulant de fagon positive et négative 1’activité du promoteur dans tous les types
de tissus étudiés. En effet, la région intronique comprise entre les constructions pSras et
pAras, contenant un élément de type «enhancer» et un élément de type «silencer», montre
une activité globale de type «silencer». Cette activité «silencer» est encore plus forte lorsque
’on considere la région intronique comprise entre pSras et pMras. Ainsi, ces expériences
montrent que I’effet global de I’intron sur I’activité du promoteur est de type négatif, bien
qu’il existe des éléments positifs et négatifs dans cet intron.

Cette approche ayant mis en évidence des éléments fonctionnels dans le premier intron,
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nous avons voulu vérifier que cette région ne possede pas d’activité promotrice qui pourrait

interférer avec celle du promoteur.

I1.3 La région d’homologie ne posséde pas d’activité promotrice.

Un fragment de 472 pb Hph 1 - Sau 3A a été sous-cloné dans le site Sma I du plasmide
pIC-20H, puis cloné en amont du geéne CAT, dans le site Hind III du plasmide pB9. La
construction plasmidique ainsi créée s’appelle pH472CAT. L’activité CAT obtenue avec la
construction pH472CAT a partir de lysats de cellules NIH 3T3, est trés faible et du méme
ordre de grandeur que celle obtenue avec le plasmide pB9 qui ne posseéde pas de promoteur
(résultats non montrés). Ce fragment de 472 pb ne possede donc pas d’activité promotrice.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Honkawa et ses collaborateurs (1987), qui
ont montré que le premier intron du géne Ha-ras humain ne présente pas d’activité

promotrice.

I1.4 Influence de la région d’homologie sur I’activité d’un promoteur hétérologue:

le promoteur TK.

Le but de cette étude est de vérifier si la région d’homologie influence positivement ou
_négativement, D’initiation de la transcription a partir d’un promoteur hétérologue, en
I’occurence le promoteur du geéne de la thymidine kinase (TK). Le fragment de 472 pb décrit
dans le paragraphe précédent a donc ét€ cloné en amont et en aval du promoteur TK, dans
les deux orientations possibles (figure 17). Les différentes constructions pTHV, pTHVI,
pTHP et pTHPI ainsi créées permettent d’analyser I’influence de 1a position et de I’ orientation
de la séquence de I’intron du géne Ha-ras sur I’activité du promoteur TK. Le H rappelle la
présence de la région d’homologie dans la séquence intronique étudiée, le V et le P donnent
la position du fragment placé avant et apres le promoteur TK. Le I signifie que le fragment

de 472 pb a ét€ inséré en sens inverse du sens génomique.



Constructions plasmidiques

<D CAT pTKCAT

RS
7> CAT pTHV
h@ CAT pTHVI

Crx Oy CAT pTHP
(x> < CAT pTHPI

Figure 17 : Schéma des constructions réalisées par clonage du fragment de 472 pb de 1'intron 0 du géne Ha-ras de souris, en amont ou en aval du
promoteur TK. Dans la nomenclature des constructions, H rappelle la présence de la région d'homologie, V et P indiquent que le fragment est cloné
avant ou apres le promoteur TK. I indique que le fragment est cloné en sens inverse par rapport au sens génomique. Le fragment de 1'intron 0 et son

orientation sont représentés par des fleches noires.
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Les activités CAT des constructions sont comparées a celle de pTKCAT qui est utilisée
comme référence pour cette étude. Cette approche fonctionnelle a été effectuée au début de
nos études en utilisant les lignées cellulaires NIH 3T3 et HeLa. Cette derniere est une lignée

de cellules épithéliales humaines.

11.4.1 Etude fonctionnelle dans les cellules NIH 3T3.

Lesactivités CAT obtenues avec les constructions pTHV, pTHVI, pTHP et pTHPI sont
toutes inférieures a celle de pTKCAT ; de 4,5 fois pour pTHYV, de 1,6 fois pour pTHVI, de
2,1 fois pour pTHP et de 22 fois pour pTHPI (figure 18). Ces résultats montrent que quelles
que soient I’orientation et la position, le fragment de 472 pb de I’intron 0 a pour effet de

diminuer I’activité du promoteur TK avec des efficacités différentes selon les constructions.

I1.4.2 Etude fonctionnelle dans les cellules Hela.

Les mé&mes types d’interprétations peuvent étre faits avec les cellules Hela qu’avec les
cellules NIH 3T3 (figure 19). En effet, les activités CAT obtenues avec les constructions
pTHV, pTHP et pTHPI sont inférieures a celle de pTKCAT ; de 2,2 fois pour pTHV, de 16,7
fois pour pTHP et de 33 fois pour pTHPI. L’activité obtenue avec la construction pTHVI
_ est, quant a elle, égale a celle de pTKCAT.

Ces résultats montrent que la région intronique de 472 pb de ’intron 0, contenant la
région d’homologie, semble influencer de fagon négative 1’activité du promoteur TK avec
des efficacités différentes selon la position et 1’orientation de I’insert. La diminution de
I’activité du promoteur TK est plus forte lorsque le fragment est placé entre celui-ci et le gene
CAT, sauf dans le cas de la construction pTHP dans les cellules HeLa. Finalement, cette
diminution est maximale lorsque le fragment est placé apres le promoteur et en sens inverse
par rapport au sens génomique. Il est intéressant de remarquer que les rapports d’activités

de la construction pTHPI sur celle de 1a construction pTKCAT, dans les cellules NIH 3T3
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Figure 18 : Histogramme des activités CAT obtenues & partir de lysats de cellules NIH 3T3
transfectées avec les constructions plasmidiques dérivant du plasmide pTKCAT. L'activité
CAT obtenue pour le plasmide pTKCAT est utilisée comme référence pour la comparaison

avec les activités obtenues avec les autres constructions.
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Figure 19 : Histogramme des activités CAT obtenues a partir de lysats de cellules Hela
transfectées avec les constructions plasmidiques dérivant du plasmide pTKCAT. L'activité

CAT obtenue pour le plasmide pTKCAT est utilisée comme référence pour la comparaison

avec les activités obtenues avec les autres constructions.
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et HeLa, sont similaires. D’un autre cdté, ces rapports concernant les constructions pTHV,
pTHVIet pTHP, dans les cellules NIH 3T3 et dans les cellules HeLa, sont différents, surtout
dans le cas de la construction pTHP. 11 est possible que ces différences refletent les origines
différentes de ces deux lignées cellulaires.

Par ailleurs, il est 2 remarquer que ce fragment de 472 pb et la région intronique
comprise entre les constructions pSras et pHras, ou il a ét€ mis en évidence un élément de
type «enhancer», se chevauchent sur 115 pb. Par contre, la région intronique comprise entre
les constructions pHras et pMras ot il a ét€ mis en évidence deux éléments de type «silencer»
se retrouve dans sa totalité dans ce fragment de 472 pb. Ces résultats suggerent que les effets
négatifs de ce fragment sur 1’activité du promoteur TK puissent s’expliquer par la présence
des éléments de type «silencer» et I’absence d’une partie de la séquence ou il a ét€ mis en

évidence un élément de type «enhancer».

I1.5 Analyse fonctionnelle du ler intron, en utilisant le géne de I’hormone de

croissance humaine comme géne reporteur.

Les résultats fonctionnels décrits dans le paragraphe précédent, sont basés sur I’activité
enzymatique CAT, qui correspond & une activité en bout la chaine des processus biologiques
de transcription, maturation des ARNm et traduction de ceux-ci en protéines enzymatiques
~ fonctionnelles. Nous nous sommes retrouv€és devant un certain nombre de problemes
techniques pour confirmer les valeurs des essais fonctionnels CAT par une quantification de
I’activité des constructions plasmidiques au niveau de I’ARNm. Le but de cette approche était
également de vérifier que les sites de I’initiation de la transcription des constructions
plasmidiques sont les mémes que dans le géne Ha-ras. 1l est difficile d’étudier les transcrits
obtenus a partir du géne CAT, du fait de leur grande instabilité dans la cellule eucaryote (a
I’opposé de la protéine CAT qui est tres stable). Nous avons donc décidé de réaliser
1’équivalent des constructions pSras pHras et pAras, a partir d’un plasmide ayant le géne de

I’hormone de croissance humaine hGH (human Growth Hormone) comme gene reporteur de
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’activité transcriptionnelle des différents fragments de la région 5' du gene Ha-ras étudiés.
Ces constructions offrent 1’avantage de pouvoir étre aisément analysés par dosage de
I’enzyme secrétée dans le milieu de culture. De plus les ARNm produits a partir de ce gene

sont tres stables dans la cellule, ce qui facilite I’étude au niveau de I’ARN.

I1.5.1 Construction des vecteurs pSGH, pHGH et pAGH.

Les constructions pSGH, pHGH et pAGH sont équivalentes aux constructions pSras,
pHras et pAras (voir paragraphe II. 1). Elles ont été réalisé€es en clonant les mémes fragments
de la région 5' du géne Ha-ras de souris en amont du géne de 1’hormone de croissance dans
le plasmide pdGH (Seldeﬁ et al., 1986). Ces fragments provenant du plasmide pUC.NPR,

ont été clonés dans les sites Hind III - Bam HI du plasmide p@GH.

11.5.2 Etude fonctionnelle des constructions pSGH, pHGH et pAGH dans les cellules
C5N.

Quatre expériences de transfections indépendantes ont été réalisées dans les cellules

C5N. De méme que pour les constructions CAT, la quantité d’enzyme produite a partir du
plasmide pSGH est utilisée comme référence, égale & 1, par rapport aux quantités obtenues
~a partir des autres plasmides pHGH et pAGH. Dans ces expériences, ’activité¢ de la
construction pHGH est en moyenne 3,3 fois supérieure a celle de la construction pSGH. Ce
résultat, comme dans le cas des essais fonctionnels CAT, laisse supposer I’existence d’un
élément de type «enhancer» dans la région intronique comprise entre pSGH et pHGH. D’un
autre cOté, la quantité d’enzyme hGH produite a partir de la construction pAGH est du méme
ordre de grandeur que celle obtenue avec pSGH. Ce résultat, comme dans le cas des essais
fonctionnels CAT, laisse supposer ’existence d’un élément de régulation négative dans la

région intronique comprise entre pHGH et pAGH (résultats non montrés).
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I1.5.3 Analyse des ARNm produits a partir des constructions pSGH, pHGH et pAGH.

Les buts de cette étude est : (i) de confirmer au niveau de I’ARNm que I’initiation de
la transcription se fait bien au niveau des mémes sites que dans le géne Ha-ras endogene, (ii)
de quantifier les transcrits de chacune des constructions. La quantification de ces transcrits
devaient permettre de corréler les activités enzymatiques avec le taux d’ARNm.

Pour cette approche, trois sondes correspondant 2 pSGH, pHGH et pAGH ont été
réalisées. Pour ce faire, un fragment Pst I des plasmides pSGH, pHGH et pAGH, comprenant
la région 5' du géne Ha-ras et une partie du gene hGH, ont été clonés dans le site Pst I du
vecteur M13mp19. L’orientation de ’insertion ont été déterminées par une digestion Sac 1.
Les sondés ont été réalisées a partir d’une amorce dans le gene hGH des trois constructions
M13mp19 simple brin.

Les premieres expériences de protection contre I’action de la nucléase S1 ont permis
de visualiser des bandes qui se sont avérées apres contrdle, correspondre a une protection avec
les plasmides qui contaminaient la préparation d' ARN (figure 20). L’ ARN a été préparé dans
un premier temps par la technique de purification par le RNazol ; nous avons donc utilisé une
autre technique de purification sur gradient en chlorure de césium, afin de supprimer les
contaminations de I’ARN par du plasmide. Finalement, les mémes bandes correspondant a
une hybridation entre la sonde et les plasmides ont été visualisées avec une intensité toutefois
beaucoup plus faible, signifiant que malgré tout, il y a toujours une contamination de I’ARN
par du plasmide. Par ailleurs, nous savons d’apres le test hGH que les constructions pSGH,
pHGH et pAGH sont correctement exprimées. 11 est donc possible que cette technique ne soit
pas adaptée pour notre étude, peut-€tre du fait que la région étudiée est riche en bases G et
C ou pour d’autres raisons qui restent non élucidées. En effet, nous avons appris que lors de
la caractérisation du promoteur, K. Brown n’a pas pu mettre en évidence les sites d’initiation
de Ia transcription, du géne Ha-ras de souris, par la technique de protection contre 1'action
de la nucléase S1 (communication personnelle).

La technique d’extension d’amorce qui a permis de localiser les sites d’initiation de la
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Figure 20 : Autoradiographie d'une expérience de cartographie a la nucléase S1. La piste
1 correspond au marqueur de tailles. Les pistes 2 & 4 correspondent respectivement, aux
incubations de 1a sonde, préparée a partir de pSGH, avec les ARN préparés a partir des cellules
_ C5N préalablement transfectées avec les constructions pSGH, pAGH et pHGH. Les pistes
5 et 6 correspondent aux contrdles, ol les plasmides pSGH et pHGH ont été incubés, avec
la sonde de pSGH, avant digestion par la nucléase S1. La piste 7 correspond a la digestion
de la sonde de pSGH et la piste 8 a 1a sonde intacte.

On remarque que les profils au niveau des pistes 2 et 5 ainsi que 3 et 6 sont identiques.
Ceci indique que les protections visualisées au niveau des pistes 2 a 4 correspondent
probablement a 1'hybridation de la sonde avec le plasmide et non avec I'ARNm, comme

attendu.
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transcription du gene Ha-ras de souris (Brown et al., 1988), serait également adaptée pour
localiser les sites d’initiation de la transcription dans nos constructions plasmidiques, et pour
quantifier les transcrits avec une précision toutefois plus faible.

Finalement, bien que nous n’ayons pas encore pu corréler les activités enzymatiques
avec le taux d’ARNm, les résultats obtenus a partir des constructions hGH permettent de
confirmer les résultats obtenus avec les constructions CAT ; les comparaisons des activités
des constructions pSras avec pHras et pSGH avec pHGH, mettent en évidence 1’existence
d’un élément de type «enhancer» dans la région intronique comprise entre pSras et pHras ou
pSGH et pHGH. De méme, les comparaisons des activités des constructions pHras et pAras

ainsi que pHGH et pAGH, mettent en évidence I’existence d’une élément de type «silencer».

II1. Identification de séquences dans I’intron 0 fixant des facteurs nucléaires.

Les analyses fonctionnelles, réalisées avec les constructions dérivant d’un vecteur CAT
oud’un vecteur h\GH, ont permis de mettre en évidence I’influence, soit positive, soit négative
de séquences introniques sur I’activité promotrice (voir paragraphe II). L’approche fonction-
nelle, réalisée a partir de constructions dérivant du vecteur pTKCAT, confirme le fait que
le premier intron, et plus particulierement la région d’homologie, semble influencer I’activité
promotrice a partir du promoteur hétérologue TK (voir paragraphe I1.4). Afin de mieux
comprendre ces effets fonctionnels, nous avons entrepris de caractériser les séquences
introniques fixant des facteurs nucléaires, qui doivent probablement médier les effets
observés.

Deux fragments de I’intron O ont été utilisés comme sondes pour des expériences de
protection contre I’action de la DNase I : le fragment de restriction Sau 3A - Sph I de 369
pb, et le fragment Hph 1 - Sau 3A de 472 pb (figure 21). Ces deux fragments se chevauchent
sur 137 pb permettant ainsi de couvrir 704 pb de I’intron 0.

Les expériences de protection contre 1’action de la DNase I ont été réalisées a partir

d’extraits de protéines nucléaires provenant de cellules épithéliales (CSN, SN161, PDV et
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Figure 21 : Localisation par rapport a la séquence génomique, des deux séquences de 369 pb et 472 pb de 1'intron O du gene Ha-ras de souris,

utilisées comme sondes pour les expériences de protection contre 1'action de la DNase I.
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PDVC57), de fibroblastes (STO), decellules érythroleucémiques (M707/T) et de macrophages
(RAW). Toutes ces lignées cellulaires sont d’origine murine. L’utilisation de ces lignées
cellulaires d’origines tissulaires différentes a pour but de mettre en évidence s’il existe des
différences dans le profil de fixation des facteurs nucléaires au niveau de I’intron O d’un type
tissulaire a un autre.

Ces expériences ont permis, a partir d’extraits de cellules CSN, de visualiser 11
séquences protégées contre I’action de la DNase I, numérotées de F1 a F11. Le fragment de
369 pb permet de mettre en évidence les séquences F1 a F4 (figure 22). Ce fragment a
également été utilisé pour visualiser la fixation de facteurs nucléaires a partir d’extrait de
cellulesRAW. Le fragment de 472 pb permet, quant a lui, de mettre en évidence les séquences
F4 32 F11 a partir des extraits CSN, SN161, PDV, PDVC57, STO, M707/T (figures 23 et
24). Toutes ces protections ont pu étre visualisées sur les deux brins de I’ADN. La taille de
ces séquences varie de 15 pb, pour F9, a 56 pb pour F8 et elles peuvent correspondre a la
fixation d’une ou de plusieurs protéines nucléaires. L’analyse de ces séquences n’a pas permis
d’identifier de s€quences consensus fixant des facteurs de transcription déja caractérisés. Les
séquences F1 a FS se trouvent dans la région intronique comprise entre les constructions
plasmidiques pSras et pHras, qui correspond & un élément de régulation positive. Les
séquences de F6 a F11 se trouvent dans la région intronique comprise entre pHras et pMras,
qui contiennent des éléments de régulation négative.

Ces séquences protégées contre 1’action de la DNase I n’ont pas toutes ét€ analysées
en détail. Les séquences F2 a F8 ont été analysées par la technique de retard sur gel. Les
séquences F7 et F8 étant relativement grandes, elles ont été divisées en deux oligonucléotides
chacunes (F7-1 et F7-2, ainsi que F8-1 et F8-2) pour les études de retard sur gel. Les résultats
obtenus par protection contre 1’action de 1la DNase I et de retard sur gel sont présentés dans
les paragraphes suivants. Les séquences F2, F4 et F5 qui ont ét€ analysées plus en détail,

notamment au niveau fonctionnel, font I’objet de paragraphes distincts.
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Figure 22 : Analysepar empreinte la DNase I de la fixation des facteurs nucléaires au niveau
de 1'intron 0 du géne Ha-ras de souris. Le fragment de restriction Sau 3A- Sph I de 369 pb
aété marqué en S' sur le brin codant (A) ou le brin antisens (B). La sonde (2 ng) a été incubée
avec 0 ul (contrdle), ou 80 ul d'extrait de protéines nucléaires CSN ou RAW, en présence
de 1 ug de poly(dI-dC). Les marqueurs de poids moléculaires ont été€ obtenus par une réaction
de séquengage chimique G+A sur les mémes sondes. Les cinq principales séquences

protégées contre 1'action de la DNase I sont dénommées F1, F2, F3, F4 et FS.
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Figure 23 : Analyse par empreinte ala DNase I de la fixation des facteurs nucléaires au niveau
de I'intron 0 du géne Ha-ras de souris. Le fragment de restriction Hph I-Sau 3A de 472 pb
aété marquéen 5' surle brin codant (A) ou le brin antisens (B). La sonde (2 ng) a été incubée
avec 0 ul (contréle), ou 80 ul d'extrait de protéines nucléaires CSN ou SN 161 ou STO, en
présence de 1 ug de poly(dI-dC). Les marqueurs de poids moléculaires ont ét€ obtenus par
une réaction de séquencage chimique G+A sur les mémes sondes. Les huit principales
séquences protégées contre 1'action de la DNase I sont dénommées F4, F5, F6, F7, F8, F9,

F10 et F11.
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Figure 24 : Analyse par empreinte a la DNase I de 1a fixation des facteurs nucléaires au niveau
de l'intron O du gene Ha-ras de souris. Le fragment de restriction Hph I-Sau 3A de 472 pb
aété marquéen 5' sur le brin codant (A) ou le brin antisens (B). La sonde (2 ng) a été incubée
avec O ul (contrdle), ou 80 ul d'extrait de protéines nucléaires PDV, PDVCS7 OU M707/
T, en présence de 1 ug de poly(dI-dC). Les marqueurs de poids moléculaires ont été obtenus
par une réaction de séquengage chimique G+A sur les mémes sondes. Les huit principales

séquences protégées contre 1'action de la DNase I sont dénommées F4, F5, F6, F7, F8, F9,

F10 et F11.
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II1.1 Analyse des séquences F1, F3, F6, F7, F8, F9, F10 et F11.

La séquence F1 protégée contre 1’action de 1a DNase I couvre 28 pb, des positions 247
a 274 apres le premier site d’initiation de la transcription (figure 25). La protection obtenue
avec I’extrait de protéines nucléaires de cellules épithéliales C5SN est différente de celle
obtenue avec I’extrait macrophagique RAW (figure 22). En effet, la séquence protégée a
partir de I’extrait CSN est plus marquée qu’avec 1’extrait RAW. D’un autre coté, la partie
5' de la séquence protégée avec ’extrait C5N, ne I’est pas avec I’extrait RAW. Inversement,
la partie 3' de la région protégée avec I’extrait RAW ne I’est pas avec I’extrait C5N.

La séquence F3 couvre 20 pb, des positions 411 a 430 (figure 25). 1l est intéressant de
remarquer que cette séquence est conservée a 94% chez I’homme (une seule délétion est
observée dans la séquence humaine comparée a la séquence de souris), alors que les séquences
avoisinantes ne sont pas conservées. Le profil en retard sur gel de I’oligonucléotide F3 permet
de visualiser, a partir d’extraits de protéines nucléaires C5SN, un complexe de faible mobilité
correspondant a une protéine ou un complexe de protéines (figure 26). La fixation de ce
complexe est spécifique car les oligonucléotides des séquences F4 et F5, non marqués et en
exces (1000 fois), ne sont pas en compétition pour la fixation du complexe visualisé avec
’oligonucléotide F3. Par contre, 1’oligonucléotide F6 esten compétition avec I’ oligonucléotide
F3 pour la fixation de ce complexe. La comparaison des séquences des deux oligonucléotides
~ F3 et F6 révele un motif nucléotidique commun ; la séquence CCTG. I est possible que ces
homologies de séquences puissent expliquer cette compétition, bien que 1’oligonucléotide F6
ne permette pas de visualiser ce complexe en retard sur gel (figure 27).

L’analyse en retard sur gel de la séquence F6 est a rapprocher de celle de la séquence
F8-1 car le profil en retard sur gel est identique pour ces deux séquences avec 1’extrait C5N.
De plus, elles possedent toutes les deux la séquence CNTGGCANG (figure 27). Pour les
expériences de retard sur gel, la séquence F8 a été divisée en deux oligonucléotides F8-1 pour
la partie S* et F8-2 pour la partie 3' (figures 27 et 30). L’analyse de cette derniére sera décrite

avec celle de la séquence F2. La séquence F6 couvre 17 pb, des positions 545 a 561. Elle
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Sau 3A
GATCGGTGCTTCCTTGCTCCTCTCGGCCCGEGECAGCGTGECCTAGCGTCCGGECTGCCCGLCIC ‘EGCG
186 Fl
CCGGACI‘CGCTCTGCCI‘GTGGCCG‘]I‘CCI‘CCCAGCGAGGCGCCGCCCGGGCCTCCGGAGA( IECTGC

F2
GCCCCGCGGCCATC‘ACGCTCGGGCCTCGGGGCACAAGGFCACCCGCGTTGGGCCCCAACCZ\GGGC

F3
CTTCTGCTCCCAGCCATCCCTCGCGTTCC]TGTAGTCACC'I‘GCTTCCCACACCC‘I‘CAGCCG@TTTT

F4
CCCCCCCTCTGTG}%AAGCTCCCTGGCCCCTTGTGGAAGGTTTGTCTTAGTGGAGGGCAGGGTCCT

F5 F6
TCTCHAGCCACCCTCCCCCCGCTGECGGGACCGCAECTGGCATGCAGTAGGOCTCASTARATAG
7 Sph 1

TTGTAGGTTGCACCCACATGCCGGCGGGCCY\GAGFCGGI‘TGTAGGCTGGCATTGGCCTGCCTGGG

F8
CACGCCGZ—\GGCdGCCGI‘GGCAGGACCTGTTTTTTGGGGGGTGGCCTCAGCCCTCAGGCGCCTCCA
Sau 1

F9
GTTIGAGGGTTTCTGCCTACCTAGCGACTTCTAAT TTGGGTGCGTGET TGGGAGRAGCTCTCAGCT

F10
GTCAGCCCTGCCTTGGGGGCCTCll‘CCCTGCTTCCTCACACAGCCATTAAGTGCTGTTTGP{GGAGG

F11
Sau 3A
TTGGGGGGTGGGGGTGGGGTCCT CCCTﬂTTCAAGCT GAAGGTGCCACAGGTGATC

890

Figure 25 : Séquence nucléotidique du fragment de restriction Sau 3A de 1'intron 0 du gene
Ha-ras de souris. Les séquences protégées contre 1'action de la DNase I détectées a partir
d'extraits de protéines nucléaires de kératinocytes de souris, sont encadrées et numérotées
de F1a F11. La numérotation est relative au premier site d'initiation de la transcription. Les
sites Sau 3 A ont été utilisés pour réaliser les constructions pSras et pMras, le site Sph I pour

la construction pHras et le site Sau I pour la construction pAras.
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Oligonucléotide F3 : GATCCTGTAGTCACCTGCTTCCCACACCCAcC®°®°®°
°0°oGACATCAGTGGACGAAGGGTGTGGGTTCGA

1 2 3 4 5 6 7

Compétiteur F3 F3 F3 F4 F5 Fé6
0,5 10 100 100 100 100

ng

Figure26 : Analyse par retard sur gel de1'oligonucléotide dela séquence F3. L'oligonucléotide
marqué a ét€ incubé avec de 1'extrait de protéines nucléaires CSN, en présence de 3 ug de

poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur.
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Oligonucléotide F6 : GATEETGGCAﬁEEAGTA° 000
©00[0(GACCGTACGTCATTCGA
Oligonucléotide F8-1 : GATCCAGGCCGCEETGGCAGEECCTGTA° coo
000 °GTCCGGCGGOACCGTCCIIGGACATTCGA
A B
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 17
Compétiteur F6 F6 F6 F81 FiI-1 F8-1 F8-1 F8-1 F4 F5 Fé6
ng 05 10 100 100 100 0,5 10 100 100 100 100

Figure 27 : Analyse par retard sur gel des oligonucléotides des séquences F6 (A) et F8-1 (B).
Les oligonucléotides marqués ont ét€ incubé€s avec de 1'extrait de protéines nucléaires C5N,
en présence de 3 pg de poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide
compétiteur. Les homologies de séquence entre ces deux séquences protégées contre 1'action

de la DNase I sont encadrées.
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posseéde un site de restriction Sph I utilis€ pour le clonage du fragment du geéne Ha-ras dans
la construction pHras. La séquence F8 couvre 56 pb, des positions 653 a 708 et possede un
site de restriction Sau I utilisé pour la construction pAras (figure 25). Les protections des
séquences F6 et F8 sont observées avec tous les extraits de protéines nucléaires des lignées
d’origine épithéliales (CSN, SN161, PDV et PDVCS7). Cependant, on remarque des
protections différentes aussi bien pour F6 que pour F8 avec des extraits fibrobastique (STO)
et érythroleucémique (M707/T). En effet, 1a séquence F6 ne semble pas étre protégée avec
ces extraits et la protection de la séquence F8-1 avec ces deux extraits est différente. La
protection de la séquence F8 étant large, on peut penser qu’elle corresponde 2 la fixation de
plusieurs facteurs nucléaires dans les cellules épithéliales et que la partie 5* de cette séquence
doit ﬁxef un facteur que I’on ne retrouve pas dans les extraits STO et M707/T. Toutefois,
11 semblerait que la fixation de ce complexe ne soit pas spécifique car les oligonucléotides
F4, F5 et F8-2, sont en compétition avec les oligonucléotides F6 et F8-1 marqués, pour la
fixation de ce complexe, bien que les séquences de ces oligonucléotides compétiteurs ne soient
pas apparentées a celles de F6 et F8-2 et qu’elles donnent des profils différents en retard sur
gel.

La séquence F7 couvre 42 pb, des positions 568 a 609 (figure 25). Cette région protégée
contre I’action de la DNase I correspond probablement a la fixation de plusieurs facteurs
nucléaires. Pour I’étude en retard sur gel, nous avons choisi de diviser cette séquence en deux

_oligonucléotides F7-1 et F7-2. Il n’a pas été possible de visualiser la fixation de facteurs
nucléaires dans les conditions expérimentales utilisées sur 1’oligonucléotides F7-1, alors que,
a partir de 1’oligonucléotide F7-2, quatre complexes numérotés de 1 a 4 ont ét€ mis en
évidence (figure 28). Les complexes 1 et 3 semblent spécifiques de la séquence F7-2, car il
n’y a pas de phénomene de compétition avec les oligonucléotides F4, F5 et F6 qui ont des
séquences différentes, non apparentées a celle de F7-2. Par contre, les complexes 2 et 4 ne
semblent pas spécifiques de cette séquence, car il yacompétition avec tous les oligonucléotides

(F4, F7-1 et F8-1) utilisés comme compétiteur.
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Oligonucléotide F7-1 : GATCCAGTAAATAGTTGTAGGTTGCA® °°
©00oGTCATTTATCAACATCCAACGTTCGA

Oligonucléotide F7-2 : GATCCACCCACATGCCGGCGGGCCAGAGCCA®°°°
0092 °GTGGGTGTACGGCCGCCCGGTCTCGGTTCGA

1 2 3 4 5 6 17

Compétiteur F72 FI2 FI2 F4 F5 Fé6
ng 05 10 100 100 100 100

Figure 28 : Analyse par retard sur gel de 1'oligonucléotide de la séquence F7-2.
L'oligonucléotide marqué a été incubé avec de 1'extrait de protéines nucléaires C5N, en
présence de 3 ug de poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur.
L'analyse par retard sur gel de la séquence F7-1 n'a pas permis de visualiser la fixation de

facteurs nucléaires dans les conditions expérimentales utilisées.
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La séquence F9 couvre 15 pb des positions 719 a 723. Cette séquence n’est protégée
contre I’action de 1a DNase I qu’avec les extraits de protéines nucléaires d’origine épithéliale
; enparticulier, elle nel’estniavec les fibroblastes (STO), niavec les cellules érythroleucémiques
(M707/T) (figures 23, 24 et 25).

Les séquences F10 et F11 couvrent respectivement 27 pb des positions 767 a 793 et 33
pb des positions 831 2 863. Ces trois dernieres séquences F9, F10et F11 n’ont pas été étudiées

en retard sur gel.
IT1.2 Analyse de la séquence F2

La séquence F2 coux}re 44 pb, des positions 311 a 353 avec I’extrait de protéines
nucléaires C5N et correspond probablement a la fixation de plusieurs facteurs nucléaires
(figure 25). Le profil de protection de cette séquence F2 est différent avec I’extrait de
protéines nucléaires RAW. En effet, la séquence protégée contre I’action de la DNase I avec
I’extrait de protéines nucléaires RAW, est plus restreinte qu’avec I’extrait CSN (voir la figure
22). Ce résultat reflete probablement une différence d’expression dans les cellules CSN et
RAW, des facteurs nucléaires se fixant sur F2. Il semblerait donc que I’un au moins des
facteurs se fixant a la séquence F2 dans les cellules C5N est absent ou présent en plus faible
quantité dans les cellules RAW. Cette séquence est peu conservée chez I’homme, sauf la

'séquence CATCAC correspondant a la partie centrale de la région protégée contre I’action

de la DNase I. On peut également noter la présence de sept s€quences CpG, qui peuvent étre
la cible de méthylations, pouvant jouer un rdle dans la régulation transcriptionnelle (Knust
et al., 1989).

Le profil en retard sur gel de cet oligonucléotide permet de visualiser, a partir d’extrait
de protéines nucléaires C5N, deux complexes de mobilités différentes (figure 29). 11 est
intéressant de remarquer au niveau de la piste 2 de la figure 29, que I’oligonucléotide F2 n’est
pas en compétition avec lui-méme pour la fixation du complexe 1. Dans cette expérience,

I’oligonucléotide F2 marqué fait 45 pb (en double brin sur toute la longueur), alors que
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Oligonucléotide F2 : TCTGCGCCCCGCGGCCATCACGCTCGGGCCTCGGGo e oe
°00e000000CGCCGGTAGTGCGAGCCCGGAGCCCCGTGTTCCTG

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Compétiteur F2 F3 F4 F5 F6 FJ-1 F72 F81 F82 oP2A Spl F2*
ng 100 100

Figure29 : Analyse parretard sur gel del'oligonucléotide de 1a séquence F2. L'oligonucléotide
marqué a été incubé avec de 1'extrait de protéines nucléaires CSN, en présence de 3 pg de
poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur. Les oligonucléotides
de synthese, de la séquence F2, appariés présentent des extrémités 5' sortantes de 10
nucléotides. L'oligonucléotide compétiteur F2* utilisé dans 1a piste 14 a été traité préalablement

avec 1'enzyme de Klenow afin de rendre les extrémités franches.
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I’oligonucléotide compétiteur, qui résulte de I’appariement des deux oligonucléotides de
synthese possede 10 nucléotides non appari€s de chaque coté. La piste 14 de la figure 29
montre la méme expérience de compétition avec I’oligonucléotide compétiteur qui a été rendu
double brin sur toute la longueur (réaction a I’enzyme de Klenow), de fagon a rendre les deux
oligonucléotides marqué et compétiteur identiques. Dans ce cas on remarque que la
compétition est bien effective pour les deux complexes. Il semblerait d’apres ces résultats,
que la fixation du complexe 1 nécessite la présence des 10 pb de chaque c6té des 25 pb
centrales, alors que le complexe 2 ne nécessite que les 25 pb centrales. La fixation de ces
complexes est spécifique, car les oligonucléotides des séquences F3, F4, FS, F6, F7-1, F8-
1, aP2A et Spl, non marqués et en exces (1000 fois), ne sont pas en compétition pour la
fixation des compiexes visualisés avec I’oligonucléotide F2 (figure 29). D’un autre cOté,
P’oligonucléotide F8-2 est en compétition avec la séquence F2 pour la fixation du complexe
1. D’ailleurs, le retard sur gel de I’oligonucléotide F8-2 permet de visualiser un complexe
de mobilité identique au complexe 1 visualisé avec 1’oligonucléotide F2 (figure 30). La
séquence F8, posséde une séquencerépétée &/ CCTCAG suivied’un séquence GCGCCTCCAG.
Ces expériences de compétitions suggerent donc, qu’il s’agit du méme complexe ou tout du
moins de facteurs protéiques de la méme famille. La comparaison entre les séquences F6
et F8-2 montre qu’il existe une séquence GCCTC que I’on retrouve dans les deux cas dans
la partie 3' de la séquence protégée contre 1’action de la DNase 1. Par ailleurs, on remarque
que I’oligonucléotide F7-2 est en compétition pour la fixation du complexe 1 au niveau des
oligonucléotides F2 et F8-2 (figures 29 et 30). Les comparaisons des séquences F7-2 avec
F2 et avec F8-2 ne montrent pas d’homologie de plus de quatre paires de bases dans les deux
cas ; il est donc difficile d’expliquer ces phénomenes de compétition par des homologies de

séquence entre ces oligonucléotides.
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Oligonucléotide F8-2 :  GATCCGGGTGGCCTCAGCCCTCAGGCGCCTCCAGTTAC °°
© 009 9GCCCACCGGCGTCGGGAGTCCGCGGAGGTCAATTCGA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Compétiteur F2 F3 F4 F5 F6 Fi-1 Fi-2 F81 F82 aP2A Spl

ng 100

1 W

Figure 30 : Analyse par retard sur gel de 1'oligonucléotide de la séquence F8-2.
L'oligonucléotide marqué a été incubé avec de 1'extrait de protéines nucléaires CSN, en

présence de 3 ug de poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur.
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I11.3 Analyse de la séquence F4.

La séquence F4 couvre 19 pb, des positions 440 a 458 (figure 25) et se trouve 60 pb,
environ, en amont de la région d’homologie de séquence nucléotidique entre I’homme et la
souris. La comparaison de séquence avec I’homme montre néanmoins, la présence du motif
CCTCTGT conservé, alors que les séquences avoisinantes ne le sont pas. Cette séquence n’a
pas pu étre rapprochée a aucun site de fixation a un facteur de transcription déja décrit dans
1a littérature.

Le profil en retard sur gel de 1’oligonucléotide F4, permet de visualiser un complexe
retardé de mobilité relativement élévée (figure 31). La fixation de ce complexe est spécifique
cariln’yapas de compétition avec lesoligonucléotides F7-1, F7-2, PEA3, AP1 et Sp1 utilisés
en exces, comme compétiteurs (figure 32). Par contre, 1’oligonucléotide de la séquence F5
entre en compétition avec I’oligonucléotide F4 pour la fixation de ce complexe ; I’affinité
semble toutefois supérieure pour I’oligonucléotide F4, comme le montre les expériences de
compétition suivantes : 10 ng de I’oligonucléotide F4 sont suffisants pour abolir toute fixation
du complexe au niveau de I’oligonucléotide marqué, alors que 50 ng de I’oligonucléotide F5
sont nécessaires pour obtenir le méme résultat (figure 31). De plus, on peut remarquer que
les deux séquences protégées contre I’action de la DNase I font toutes les deux 19 pb.
L’analyse des séquences F4 et F5 montre que toutes les deux présentent une séquence
polypyrimidique de 15 bases pour F4 et de 10 bases pour F5, avec notamment la conservation
du motif CCCCCCG/TCTG. Cette séquence polypyrimidique pourrait donc jouer un rdle
dans la fixation du complexe que ’on retrouve au niveau des expériences de retard sur gel
avec chacun des oligonucléotides F4 et F5.

Des oligonucléotides mutés de la séquence F4 ont été synthétisés afin de mieux
caractériser les nucléotides impliqués dans la fixation du complexe.

Un oligonucléotide comportant cinq mutations, créant un site de restriction Sac II a été
synthétisé (figure 31). Les mutations ont été choisies afin d’introduire des purines dans la

séquence polypyrimidique, laquelle pourrait jouer un role dans la fixation du complexe
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Oligonucléotide F4 : GATCCGCCGTTTTTCCCCCCCTCTGTGAA®°°
©©¢9°GCGGCAAAAAGGGGGGGAGACACTTTCGA

Sac 11
Oligonucléotide F4Sac : GATCCGCCGTTTTGCCCCCGCGGAGTGAA®®°°
000 0GCGGCAAAACGGGGGCGCCTCACTTTCGA

Sonde F4* F4Sac*
Compétiteur F4 F5 F4Sac F4 F4Sac
ng 05 10 50 100 05 10 50 100 100 100 100

Figure 31 : Analyse par retard sur gel de 1'oligonucléotide de la séquence F4 et de
1'oligonucléotide muté F4Sac. Les oligonucléotides marqués ont été incubés avec de 1'extrait
de protéines nucléaires C5N, en présence de 3 ug de poly(dIdC) et en présence ou en absence
d'oligonucléotide compétiteur. Les mutations introduites dans 1a séquence F4 sont notées en

gras. Le site de restriction crée dans 1'oligonucléotide F4Sac est surligné.
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Oligonucléotide F4 : GATCCGCCGTTTTTCCCCCCCTCTGTGAA®®°
©©°0°°GCGGCAAAAAGGGGGGGAGACACTTTCGA

Xba 1

Oligonucléotide F4Xba : GATCCGCCGTTTTTCCCCCTCTAGATGAAC®°°
© 00 0GCGGCAAAAAGGGGGAGATCTACTTTCGA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sonde F4* F4Xba*
Compétiteur PEA3 AP1 Spl F7-1 F72 F4Xba F4
ng 100 100 100 100 100 05 10 100 05 10

Figure 32 : Analyse par retard sur gel de l'oligonucléotide de la séquence F4 et de
1'oligonucléotide muté F4Xba. Les oligonucléotides marqués ont ét€ incubés avec de 1'extrait
de protéines nucléaires C5N, en présence de 3 ug de poly(dIdC) et en présence ou en absence
d'oligonuciéotide compétiteur. Les mutations introduites dans la séquence F4 sont notées en
gras. Le site de restriction créé dans 1'oligonucléotide F4Xba est surligné. Labande visualisée
correspond au méme complexe protéique visualisé avec les oligonucléotides F4 et F4Xba.
La différence apparente dans la position de la bande retardée par rapport a la sonde libre est

due a des temps de migration différents pour les trois gels présentés sur cette figure.
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protéique. L’oligonucléotide F4Sac ainsi créé perd toute aptitude a se fixer au complexe
protéique, ainsi qu’a entrer en compétition avec 1’oligonucléotide F4 pour la fixation du
complexe sur la séquence sauvage (figure 31). Ces expériences semblent donc confirmer le
role de la séquence polypyrimidique dans la fixation du complexe protéique visualisé avec
I’oligonucléotide F4.

Un autre oligonucléotide comportant quatre mutations a été réalisé en introduisant un
site de restriction Xba I dans la séquence F4 (figure 32). Le profil en retard sur gel de cet
oligonucleotide appelé F4Xba montre que le complexe est toujours capable de se fixer sur
cette séquence avec toutefois une affinité diminuée par rapport a la séquence sauvage. On peut
remarquer que dans cet oligonucléotide F4Xba, il subsiste une séquence polypyrimidique de
13 bases. Ces résultats sont en accord avec le rdle que pourrait jouer la. séquence

polymiridique dans la fixation du complexe protéique nucléaire.
I11.4 Analyse de la séquence F5.

La séquence F5 couvre 19 pb des positions 516 a 534 (figure 25). Cette séquence est
localisée dans la partie 5' de la région d’homologie de séquence entre 1’homme et 1a souris.
Nous pouvons remarquer qu’on y retrouve une séquence polypyrimidique de 10 bases chez
la souris et de 14 bases chez I’homme.

Les résultats obtenus en retard sur gel avec I’oligonucléotide FS permettent de visualiser
trois bandes numérotées de 1 a 3, correspondant a trois complexes protéiques. La fixation
de ces trois complexes est spécifique. En effet, les oligonucléotides F7-1, F7-2, PEA3 et AP1
utilisés en exces, n’entrent pas en compétition pour la fixation de ces trois complexes (figure
33).

La mobilité du complexe correspondant & la bande 3 est identique a celle observée pour
le complexe visualisé avec 1’oligonucléotide F4. Il n’est pas étonnant de retrouver le méme
complexe se fixant au niveau des séquences F4 et FS car nous avons déja montré que

Poligonucléotide FS est en compétition avec 1’oligonucléotide F4 pour la fixation de ce



Oligonucléotide F5 :

Compétiteur

ng

Bande non spécifique —»

Figure 33 : Analyse parretard sur gel del'oligonucléotide dela séquence FS. L'oligonucléotide
marqué a été incubé avec de I'extrait de protéines nucléaires CSN, en présence de 3 ug de
poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur. Les trois complexes

obtenus sont numérotés de 1 a 3, le complexe 1 ayant la plus faible mobilité dans le gel
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GATCCAGCCACCCTCCCCCCGCTGCCA®C®e°°
000 oGTCGGTGGGAGGGGGGCGACGGTTCGA

1 2 3 4 5 6
F6 FIi-1 Fi-2 PEA3 APl
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d'acrylamide et le 3 ayant la mobilité la plus grande.
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complexe. La réciproque est également vrai puisque I’oligonucléotide F4 est en compétition
pour la fixation du complexe 3 sur I’oligonucléotide F5 (figure 34). Ces expériences de
compétition confirment ce qui a été observé précédemment, a savoir que I’affinité du
complexe est plus grande pour F4 que pour F5 (figures 34) : en effet, 10 ng d’oligonucléotide
F4 comme compétiteur sont suffisants pour empécher toute fixation du complexe 3 sur
I’oligonucléotide F5 marqué, alors que 50 ng de I’oligonucléotide FS sont nécessaires pour
obtenir le méme résultat.

Lesbandes 1 et 2 correspondent a des complexes de plus faible mobilité que le complexe
de la bande 3. Les expériences de compétition ont révélé qu’un oligonucléotide d’une
séquence de haute affinité pour la fixation du facteur de transcription Sp1 (Kadonaga et al.,
1986) entre en compétition avec I’oligonucléotide F5 marqué pour la fixation de ces deux
complexes. D’un autre coté, le retard sur gel de cet oligonucléotide Spl permet également
de visualiser ces deux complexes (mais pas le complexe 3) (figure 35). On peut également
remarquer que la séquence F4 n’est pas en compétition pour la fixation de ces deux complexes,
montrant ainsi que la séquence de reconnaissance pour les complexes 1 et 2 est différente de
celle pour le complexe 3.

Des oligonucléotides mutés de la séquence F5 ont été synthétisés, afin de déterminer
quels sont les nucléotides importants pour la fixation des complexes. Cinq mutations ont été
introduites dans la séquence de1’oligonucléotide F5Sac détruisant 1a séquence polypyrimidique
_ (figure 34), ainsi que la séquence ayant la plus grande homologie avec les sites de fixation
pour les facteurs de transcription Sp1 ou de la famille Sp1. Par ailleurs, les mutations ont été
choisies de fagon a créer un site de restriction Sac I1. Les expériences de retard sur gel révelent
que I’oligonucléotide FSSac a perdu toute aptitude a fixer les trois complexes étudiés et
n’entre pas en compétition avec 1’oligonucléotide F5 pour la fixation de ces complexes
(résultats non montrés).

Les résultats décrits dans ce paragraphe mettent en évidence, a I’aide des techniques
de protection contre ’action de la DNase I et de retard sur gel, 1’existence de nombreux

¢éléments dans le premier intron qui fixent des facteurs nucléaires ; en particulier, les
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Oligonucléotide FS : GATCCAGCCACCCTCCCCCCGCTGCCA e °
000 °GTCGCTGGGAGGGGGGCGACGGTTCGA

Sac 11

Oligonucléotide F5Sac : GATCCAGCCACCCGCGGCCCGGAGCCA®®°°
2090 9GTCGGTGGGCGCCGGGCCTCGGTTCGA

1 2 3 4 5 6 17 8 9 10 11

Compétiteur F5 F4
ng 05 10 50 100 200 05 10 50 100 200

Figure 34 : Analyse par retard sur gel del'oligonucléotide de 1a séquence F5. L'oligonucléotide
marqué a été incubé avec de 1'extrait de protéines nucléaires C5N, en présence de 3 ug de
poly(dIdC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide compétiteur. Les trois complexes
obtenus sont numérotés de 1 a 3, le complexe 1 ayant la plus faible mobilité dans le gel
d'acrylamide et le 3 ayant la mobilité la plus grande. L'oligonucléotide muté F5Sac a perdu
toute aptitude 2 fixer les trois complexes. Les mutations introduites dans la séquence F5 sont

notées en gras et le site de restriction Sac II est surligné.
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Oligonucléotide F5 : GATCCAGCCACCCTCCCCCCGCTGCCA® e
© 290 oGTCGGTGGGAGGGGGGCGACGGTTCGA

Oligonucléotide Spl1 : GATCCGGGGCGGGGCPe°°°°
0000°CCCCGCCCCGTCTAG
Sonde 1 2 3 4 5 6 7
Compétiteur Spl* F5*
ng 10 50 100 200 100

Figure 35 : Analyse par retard sur gel de 1'oligonucléotide Sp1 et de 1'oligonucléotide F5.
Les oligonucléotides marqués ont été incubés avec de 1'extrait de protéines nucléaires C5N,
en présence de 3 ug de poly(didC) et en présence ou en absence d'oligonucléotide

compétiteur.



122

séquences F2, F4 et F5 localisées dans la partie 3' de 1a région intronique comprise entre les
constructions pSras et pHras qui correspond a un élément de régulation positive.
Le but des expériences décrites dans le paragraphe suivant est de mettre en évidence

le role de ces séquences, dans les effets fonctionnels observés.
IV. Analyse fonctionnelle des séquences F2, F4, F5 et F7.

Nous avons entrepris de muter les sites F4 et FS par la technique de mutagénese dirigée
afin d’élucider leur role potentiel dans 1'effet de type «enhancer» initialement observés avec
la construction pHras. Pour obtenir des constructions mutées au niveau de ces sites, nous
avons choisi d’utiliser 1a technique de PCR (voir matériels & méthodés). Cette technique
présente plusieurs avantages. (i) L’obtention des mutants est plus rapide qu’avec les
techniques classiques de mutagénese dirigée. (ii) L’efficacité des mutations introduites dans
les séquences F4 et FS a pu étre vérifiée en retard sur gel avec les oligonucléotides F4Sac
et F5Sac (voir chapitre III). (iii) Une simple digestion par 1’enzyme de restriction coupant
dans le site Sac II permet de contrdler que les mutations choisies se retrouvent bien dans la

séquence des constructions mutantes.
IV.1 Etude des séquences F4 et FS par mutagénese dirigée.

Les plasmides mutants de 1a construction pHras ont été analysés dans les mémes lignées
cellulaires que précédemment. Les résultats proviennent d’au moins trois expériences
indépendantes et chaque plasmide mutant a fait 1’objet de deux préparations indépendantes.
Les valeurs obtenues dans les essais fonctionnels CAT ont été normalisées par rapport a
I’efficacité de transfection, qui était déterminée par le test enzymatique de la B-Galactosidase.

La construction mutante pHM1 a été réalisée en introduisant les cinq mutations de
I’oligonucléotide F4Sac, abolissant ainsi la fixation du complexe protéique initialement

caractérisé (voir paragraphe II1.3). L’activité CAT obtenue a partir de cette construction
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pHM1, dans les lignées NIH 3T3 et C5N est 1,4 fois supérieure a celle de pHras (figures 36
et 37). Des résultats similaires ont été obtenus dans les autres lignées cellulaires utilisés :
CarB, 3TDM1 et 17-S1-T984 (résultats non montrés). Nous savons qu’il existe un élément
de type «enhancer» en amont du site Sph I dans la région intronique comprise entre pSras et
pHras. Ces résultats montrent donc que la séquence F4 n’est pas responsable de 1’effet de type
«enhancer», car I’inactivation de la séquence F4 ne s’accompagne pas d’une perte de ’effet
de type «enhancer», mais au contraire d’une légere augmentation de D’activité de la
construction mutante.

La construction mutante pHM2 a ét€ réalisée en introduisant les mutations de
I’oligonucléotide F5Sac, abolissant ainsi la fixation des trois complexes protéiques initialement
caractérisés (voir paragraphe II1.4). L’activité CAT obtenue a partir de cefte construction
pHM?2 est 20 fois inférieure a celle de pHras dans la lignée NIH 3T3 et 25 fois inférieure a
celle de pHras dans la lignée CSN (figures 36 et 37). Des résultats similaires ont été obtenus
dans les autres lignées cellulaires étudiées : Car B, 3TDM1 et 17-S1-T984 (résultats non
montrés). Ces résultats montrent que la séquence F5 semble jouer un rdle dans 1’effet de type
«enhancer» mis en évidence au niveau de la construction pHras. En effet, I’activité de type
«enhancer» est completement abolie au niveau du mutant pHM?2. L’activité CAT obtenue
avec pHM2 est méme inférieure, d’environ 4 fois, a I’activité obtenue avec la construction
pSras. Nous reviendrons plus en détail sur cette observation ultérieurement.

La construction mutante pHM1-2 a été réalisée en combinant les mutations des
constructions pHM1 et pHM2, au niveau des séquences F4 et F5. L’analyse fonctionnelle
de ce double mutant, révele une activité CAT 1,6 fois supérieure a celle de pHras, dans la
lignée NIH 3T3 et 1,75 fois supérieure a celle de pHras dans la lignée C5N (figures 36 et
37). Des résultats similaires ont également été obtenus & partir des autres lignées cellulaires
étudiées : Car B, 3TDM1 et 17-S1-T984 (résultats non montrés).

Ces résultats amenent certains commentaires.

Le double mutant pHM1-2 présente une activité supérieure a celle de la construction

pSras et également supérieure a celle de la construction initiale pHras. Ces résultats révélent
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Figure 36 : Constructions mutantes de pHras et essais fonctionnels CAT. Ces constructions plasmidiques ont été analysées par essais fonctionnels
CAT dans les cellules NIH 3T3 (surfaces grises) et dans les cellules CSN (surfaces blanches). Le pourcentage d'acétylation obtenu a partir de la
construction pHras est utilisé comme référence, égale a 1, pour lacomparaison avec les activités CAT obtenues a partir des constructions mutantes.
Ces activités CAT sont comparées a 1'intérieure d'une lignée cellulaire et la valeur CAT de pHras n'est pas la méme dans la lignée NIH 3T3 que
dans la lignée C5N.
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Figure 37 : Autoradiographie d'un essai fonctionnel CAT réalisé & partir de lysats de cellules
NIH 3T3 préalablement transfectées avec les différentes constructions plasmidiques testées.
Signification des abbréviations : Cm, chloramphénicol (sous forme libre) ; 1-Ac,
chloramphénicol acétyl€ sur le carbone 1 ; 3-Ac, chloramphénicol acétylé sur le carbone 3.
Les deux formes acétylées du chloramphénicol ont des propriétés de migration différentes
par rapport a la forme non acétylée ainsi qu'entre-elles, d'ou la séparation de ces trois formes
lors de la chromatographie. Il peut également apparaitre dans certains cas une quatrieme
forme ayant une mobilité supérieure, correspondant a 1'acétylation sur les carbones 1 et 3 du

chloramphénicol. Cette forme n'est pas visualisée dans cette expérience.
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donc I’existence d’une activité de type «enhancer» dans la séquence intronique comprise entre
pSras et pHras, indépendante des deux sites F4 et F5 qui sont inactivés. D’apres 1’étude de
protection contrel’action de la DNase I, il existe trois sites potentiels; F1, F2 et F3, localisés
en amont de F4 et F5 qui pourraient étre responsables de cette activité de type «enhancer».
De plus, cette comparaison montre que 1’effet résultant de I’action des séquences F4 et F5
est de type «silencer».

D’autre part, les résultats obtenus avec les mutants pHM?2 et pHM1-2 montrent que la
mutation de la séquence F4 s’accompagne d’une augmentation de I’activité d’un facteur 32
dans les cellules NIH 3T3 et d’un facteur 44 dans les cellules C5N (figures 36 et 37). Ces
résultats montrent que la s€quence F4 semble avoir une fonction de type «silencer» puissante
qui est mise en évidence lorsque le site FS est muté. Ces observations sont en accord avec
le fait que la mutation du site F4 dans le mutant pHM1 s’accompagne d’une légere
augmentation d’activité par rapport a la construction pHras. De plus, I’activité du mutant
pHM?2 est inférieure a celle de pSras (4 fois), montrant que 1’activité de type «silencer»
attribuée a la séquence F4 est prédominante lorsque la séquence FS est mutée. La séquence

F5 semble donc contréler ou inhiber ’activité de la séquence F4.

1V.2 Etude de la séquence F2 par délétion.

Les essais fonctionnels réalisés a partir de la construction pHM3, ol la séquence F2
est délétée, dans les cellules NIH 3T3, montrent que I’activité CAT est 5,3 fois inférieure
a celle obtenue a partir de la construction initiale pHras, et égale a celle obtenue a partir de
la construction pSras (figure 38). Dans la lignée C5N, le mutant pHM3 montre une activité
CAT 6,2 fois inférieure a celle de pHras, ce qui correspond 2 une activité de 0,85 comparée
a celle de pSras (figure 38). Des résultats similaires ont été obtenus dans les autres lignées
cellulaires étudi€es (résultats non montrés).

Ces résultats montrent que Ie site F2 est nécessaire pour I’effet de type «enhancer> mis

en évidence avec la construction pHras. Par ailleurs, les séquences F4 et F5 ne semblent pas
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avoir d’influence sur ’activité de la construction pHM3, dont I’activité est du méme ordre
de grandeur que celle de pSras. 11 semblerait donc que les séquences F4 et F5 ont des activités
régulatrices antagonistes et qu’il existe une activité de type «enhancer» impliquant la séquence

F2, indépendante des séquences F4 et F5.

IV.3 Analyse de la séquence F7 dans la construction pAras.

La construction pAras a permis de mettre en évidence un élément de régulation négative
dans la région intronique comprise entre pHras et pAras (voir paragraphe I1.2). Il existe trois
séquences protégées contre I’action de la DNase I, qui pourraient étre impliquées dans cet
effet ; les séquences F6, F7 et la partie 5' de F8. Nous avons choisi dans un premier temps
d’étudier la séquence F7. La construction mutante pAM4 a donc été réalisée en délétant le
site F7 dans le plasmide pAras griace a la technique de PCR. L’activité CAT obtenue a partir
de ce plasmide est d’environ 50% inférieure a celle de la construction pAras, dans toutes les
expériences effectuées et dans toutes les lignées cellulaires utilisées (résultats non représen-
tés). Ces résultats montrent que la séquence F7 n’est pas impliquée dans une fonction de
régulation négative, puisque I’inactivation de ce site s’accompagne d’une diminution
d’activité. La séquence F7 semble donc plutdt étre un élément de régulation positive.
Néanmoins, nous pouvons penser que la séquence F6 ou la partie 5' de la séquence F8, sont

responsables de I’effet de type «silencer» observé entre pHras et pAras.
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I. Réle du promoteur dans la régulation transcriptionnelle du géne Ha-ras de souris.

Une des approches que nous avons effectuée pour étudier la régulation transcriptionnelle
du géne Ha-ras de souris consiste en la caractérisation des séquences promotrices interagissaint
avec des facteurs protéiques nucléaires. Dans la discussion suivante, nous comparerons nos
résultats avec ceux obtenus pour le promoteur du géne Ha-ras humain.

Danc ce travail mené en collaboration avec le groupe d’A. Balmain et de M. Plumb,
nous avons mis en évidence I'existence d’un site d”hypersensibilité aux DNases au niveau du
promoteur du gene Ha-ras de souris montrant que celui-ci adopte une conformation accessible
aux facteurs de transcription dans les noyaux des cellules de tous les tissus étudiés (Plumb
et al. ,1991). Ces résultats sont en accord avec les observations montrant que le gene Ha-ras
est transcrit dans pratiquement tous les tissus étudiés de 1a souris et au cours de tous les stades
du développement (Muller R. et al., 1983). Par ailleurs, la richesse du promoteur en bases
G et C, en dinucléotides CpG et GpC, ainsi que I’existence de plusieurs sites de fixation pour
le facteur de transcription Spl suggere que le promoteur du géne Ha-ras de souris est situé
au niveau d’un «lot HTF» (HTF signifiant Hpa II tiny fragment) (Bird, 1986), comme les
promoteurs des genes Ha-ras chez’homme et le rat (Damante ez al. , 1987 ; Ishii et al. , 1985).
Ces ilots HTF sont également appelés «ilots CpG» car la fréquence en dinucléotides CpG,
dans ces séquences, correspond ou est supérieure a la fréquence attendue d’apres la
_ composition en base de la séquence. Les ilots HTF/CpG, identifiés selon ces criteres, sont
associés a des genes et en particulier aux régions ou démarre la transcription.

L’analyse de 350 pb environ (250 pb en amont du premier site d’initiation de la
transcription et 100 pb en aval) de la région promotrice du géne Ha-ras de souris a permis
de mettre en évidence cinq sites de fixation a des facteurs nucléaires, notés A, B, C, Det E
(figure 9). Quatre d’entre-eux (sites A, B, D et E), sont riches en bases G et C, et deux (sites
B et D) possedent la séquence consensus GGGCGGG, de fixation au facteur de transcription
Spl. De plus, le site D possede également une séquence GGGCGTGGG en 5' qui semble

également fixer un facteur Spl ou de la famille Sp1 in vitro. Les protéines se fixant sur ces
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quatre sites A, B, D et E entrent en compétition avec un oligonucléotide contenant une
séquence de haute affinité pour la fixation de Sp1, suggérant que ces facteurs sont en fait Sp1
ou de la famille Sp1 (figure 9). Des résultats similaires ont ét€ obtenus avec le promoteur du
gene Ha-ras humain ot six sites de fixation au facteur Sp1 ont été identifiés (Ishii ez al. , 1986).
Il existe des variations de séquence dans les sites de fixation au facteur Sp1 dans le promoteur
du gene Ha-ras mais ils sont tous tres proches de la séquence consensus décanucléotidique
de fixation a Spl : G/T G/A GGCG G/T G/A G/A C/T (Briggs et al., 1986).

I1 existe un doute en ce qui concerne le site principal d’initiation de la transcription au
niveau du gene Ha-ras humain, car Ishii et ses collaborateurs (1986) ainsi que Honkawa et
ses collaborateurs (1987) ne trouvent pas les sites d’initiation de la transcription aux mémes
positions. En effet, le premier site d’initfation de la transcription décrit par Ishii et ses
collaborateurs (1986) se trouve 241 pb en aval de celui décrit par Honkawa et ses
collaborateurs (1987). Les expériences de protection contre 1’action de la DNase I réalisées
par Ishii et ses collaborateurs (1986) ont permis de mettre en évidence six sites interagissant
avec le facteur de transcription Spl. La comparaison des positions de ces sites avec ceux que
nous avons obtenu au niveau du gene Ha-ras de souris (figure 39) montre qu’il existe une
divergence quant au nombre et a la position de ces sites par rapport aux premiers sites
d’initiation de la transcription respectifs (celui décrit par Ishii dans le cas du géne humain).

Les promoteurs des geénes Ha-ras humain (Lowndes et al., 1989 ; Ishii et al., 1986)
~ etdesouris (Brown ezal., 1988) possedent un motif CCAAT, mais pas de motif TATA. Dans
nos expériences, il n’a pas ét€ possible de visualiser de fagon reproductible une protection
contre I’action de la DNase I au niveau du motif CCAAT, bien que les extraits utilisés aient
permis de visualiser la fixation du facteur CTF/NF1 sur le motif CCAAT du geéne de I’a-
globine de souris (résultats non montrés). Toutefois, nous ne pouvons donc pas exclure la
possibilité que le facteur CTF/NF1 purifié puisse fixer le motif CCAAT du gene Ha-ras de
souris car Jones et ses collaborateurs (1987) ont pu montrer la fixation du facteur CTF/NF1,
en le purifiant, au niveau du motif CCAAT du géne Ha-ras chez ’homme. Par ailleurs, si

I’on considere la position des motifs CAAT par rapport au premier site d’initiation de la
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transcription, on peut remarquer qu’il est localisé a environ -70 pb chez la souris et a environ
-170 pb chez I’homme. Or, la distance d’une boite CAAT fonctionnelle est généralement 70
a 90 pb en amont du site d’initiation de la transcription (Efstratiadis et al., 1980). D’apres
cecritere, le motif CAAT est 2 une position favorable pour qu’il soit fonctionnel chez 1a souris
mais pas chez 1’homme.

Des études récentes ont montré que la surexpression du géne Ha-ras est associée au
développement de certaines tumeurs, suggérant qu’en plus des mutations dans les séquences
codantes, la dérégulation de I’expression de Ha-ras semble étre un facteur important dans le
développement de certains cancers. La plupart de ces études ont été effectuées par des
techniques histochimiques pour estimer le taux d’expression des protéines Ras dans des tissus
normaux ou malins (Slamon ef al., 1984 ; Gallick et al., 1985 ; DeBiasi etal., 1989). Quoi
qu’il en soit, il existe également des évidences pour une altération de I’expression au niveau
des ARNm soit de la forme normale, soit de la forme mutée des genes ras. Par exemple,
Capon et ses collaborateurs (1983b) ont montré au niveau d’un lignée cellulaire d’un
carcinome du colon ayant une mutation hétérozygote dans le géne Ki-ras, que I’allele muté
est surexprimé par rapport a I’allele normal. D’une maniere similaire, les papillomes de la
peau de souris montrent fréquemment une expression élevée des ARNm correspondant a
I’allele muté par rapport a celle correspondant a 1’alléle normal dans I’épiderme normal
(Balmain et al., 1984 ; Pelling et al., 1986). Des résultats plus récents obtenus dans le
_ laboratoire d’Allan Balmain, indiquent que la surexpression des alleles mutés augmente lors
de la progression des tumeurs bénignes vers les carcinomes malins. De plus, les changements
dans le taux d’expression des génes Ha-ras ne peuvent s’expliquer uniquement par une
augmentation dans le nombre de copies du gene Ha-ras dans ces tumeurs (Bremmer &
Balmain, 1990). L’ensemble de ces résultats indique que des changements dans le controle
de I’expression des alleles ras normal ou muté peuvent jouer un role important dans la
progression maligne.

Une analyse préliminaire de la région 5' du gene Ha-ras de souris par Brown et ses

Collaborateurs (1988) a permis de mettre en évidence la présence d’une région de forte
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homologie, entre I’homme et la souris, localisée dans le premier intron ou intron 0. En effet,
il existe une séquence de 272 pb conservée a 76% entre ces deux especes. La conservation
de cette séquence, au cours de I’évolution, peut laisser supposer un rdle important de celle-
ci dans la régulation de I’expression du gene Ha-ras. D’autre part, une étude de I’activité
promotrice delarégion5' du géne Ha-ras humain a permis de mettre en évidence des éléments
de régulation positifs et négatifs au niveau du premier intron (Honkawa et al., 1987). Ces
différentes observations, nous ont amené par différentes approches a étudier le role potentiel

de I’intron 0 dans la régulation transcriptionnelle du géne Ha-ras de souris.

II. Role de Pintron 0 dans la régulation transcriptionnelle du géne Ha-ras de souris.

Afin de mettre en évidence ’existence d’éléments de régulation transcriptionnelle au
niveau du premier intron, des constructions ont été réalisées avec différents fragments de la
région 5' du géne Ha-ras contrdlant 1’expression du gene reporteur CAT. Les fragments du
geéne Ha-ras utilisés possédent tous la méme extrémité 5', contenant le promoteur, mais
présentent différentes délétions de la partie 3' de’intron O de ce géne. Les essais fonctionnels
en expression transitoire, réalisés a partir de ces constructions, ont permis de mettre en
évidence des éléments influencant de fagon positive ou négative 1’activité du promoteur. En
effet, la comparaison des activités CAT des différentes constructions met en évidence d’une
_ part, une activité de type «enhancer» dans la partie 5' du premier intron, entre les positions
+185 et +550, et d’autre part, la présence de deux éléments de type «silencer», localisés dans
la région intronique comprise entre +550 et +695, ainsi que dans la région intronique
comprise entre +695 et +886 (figure 40).

Une autre approche fonctionnelle, a partir de vecteurs dérivant du plasmide pTK a été
réalisée afin de mettre en évidence I’influence de 1’intron 0 et plus particulierement de la
région d’homologie, sur 1’activité promotrice d’un promoteur hétérologue (en I’occurence
celui du geéne de la thymidine kinase (TK)). Nous avons pu montrer qu’une séquence de 472

pb de ’intron O, contenant la région d’homologie, clonée a proximité du promoteur TK, a
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pour effet de diminuer I’activité de ce promoteur. 11 est & remarquer que ce fragment de 472
pb contient la totalité de la région intronique oti il a ét€ mis en évidence I’existence d’éléments
de type «silencer». De plus, ce fragment ne posseéde qu’une partie de la région intronique ol
a été mis en évidence 1’existence d’un €élément de type «enhancer» et surtout, il ne contient
pas le site F2 qui semble étre essentiel pour cette activité de type «enhancer». 1l est donc
possible que ce fragment ne contienne pas 1’élément responsable de ’activité de type
«enhancer» alors qu’il contient ceux de type «silencer» (figure 40). Ceci pourrait expliquer
son influence négative sur ’activité du promoteur TK.

Les résultats des essais fonctionnels obtenus a partir de ces approches, caractérisant le
role de I’intron O dans la régulation transcriptionnelle, amenent certains commentaires.
- Ces essais fohctionnels confirment I’hypothese initiale quant au role de I’intron O sur
I’activité du promoteur du geéne Ha-ras de souris.
- La régulation au niveau de cet intron présente une certaine complexité. En effet, bien que
I’effet global de I’intron O soit de type «silencer», nous avons pu mettre en évidence trois
éléments distincts influencant ’activité promotrice de fagon positive pour 1’un et de fagon
négative pour les deux autres. Ainsi, I’influencede I’intron O sur la transcription du promoteur
Ha-ras correspond a la somme des effets de plusieurs éléments : un élément de type
«enhancer», dont I’action semble étre inhibée par deux éléments de type «silencer», localisés
en aval de celui-ci (figure 40).

Des éléments introniques de ce type régulant le taux d’expression ont déja été mis en
évidence au niveau du premier intron d’autres genes. Ainsi, Bornstein et ses collaborateurs
(1987) ont mis en évidence des éléments régulant positivement et négativement la
transcription du gene de 1’a1(I) collagéne humain par les mémes techniques que celles que
nous avons employées. De la méme maniere, 1’existence d’un élément positif ayant une
spécificité tissulaire a été mis en évidence dans le premier intron du géne du PDGF-f humain
(Franklin et al., 1991). des éléments régulant la transcription de fagon positive et négative,
localisés dans le premier intron du gene de la 3 tubuline ont également été découverts (Bruhat

et al., 1990). Ces auteurs ont montré que les éléments négatifs répriment la transcription en
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absence de I’hormone stéroide 20-hydroxyecdysone. Le dernier exemple que je citerai est
celui du gene de la chaine lourde 4F2 qui contient un élément enhancer dans le premier intron
qui interagit avec deux facteurs nucléaires (Karpinski ez al., 1989).

Par ailleurs, des éléments de type «silencer» réduisant I’activité promotrice ont déja été
décrits dans certains genes de levure (Brand et al. , 1985) ou de mammiferes, comme les geénes
du lysozyme de poulet (Baniahmad et al. , 1987), de I’albumine de souris (Herbst et al. , 1990),
de I’a-foetoprotéine de rat (Muglia & Rothman-Denes, 1986), de c-myc (Remmers et al.,
1986), de 1a transferrine (Schaeffer et al., 1989) et du récepteur aT (Winoto & Baltimore,
1989).

Afin de conforter nos résultats, nous avons entrepris de caractériser les séquences fixant

des facteurs nucléaires responsables des différents effets fonctionnels observés.

ITI. L’intron 0 possede des séquences, fixant des facteurs nucléaires, impliquées

dans la régulation transcriptionnelle du géne Ha-ras de souris.

L’analyse de I’intron 0 par la technique de protection contre ’action de la DNase I, a
partir d’extraits de protéines nucléaires de lignées épithéliales (C5N, PDV, PDVC57,
SN161), d’une lignée fibroblastique (STO), de macrophages (RAW) et d’une lignée
érythroleucémique (M707/T), a permis de mettre en évidence 11 séquences fixant des
facteurs protéiques nucléaires, notées de F1 a F11. En effet, les deux sondes utilisées couvrent
la presque totalité de I’intron 0, et permettent de visualiser la fixation de facteurs nucléaires
le long d’une séquence de 701 pb des 855 pb que comporte I’intron 0, ces sondes ne couvrant
pas les 37 pb en amont et les 117 pb en aval. Les quatre séquences, F1, F2, F3 et F4, ainsi
que la séquence F11 sont localisées respectivement en amont et en aval de la région
d’homologie de séquence, entre I’homme et la souris, décrite par Brown et ses collaborateurs
(1988). Les séquences de F5 a F10 sont localisées dans la région d’homologie. Cette
classification des séquences protégées contre I’action de la DNase I, en fonction de leur

localisation par rapport a la région d’homologie, ne semble pas étre ’observation la plus
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la transcription du géne N-myc de poulet. En effet, Lobanenkov et ses collaborateurs (1990)
ont mis en évidence 1’existence d’une séquence, contenant trois motifs CCCTC espacés par
7 et 8 nucléotides, qui fixe le facteur de transcription Sp1 ainsi qu’un autre facteur nommé
CTCEF. Ces auteurs ont montré que lorsqu’ils retirent un fragment de 110 pb contenant la
séquence interagissant avec CTCF et Spl il y a une augmentation de 4 a 8 fois de la
transcription, montrant que cette région contient une élément de régulation négative. Ces
auteurs n’ont pas encore montré si le facteur CTCF est bien responsable de I’effet négatif.
Pour ce faire, il faudrait dans leur cas, comme dans le notre, pouvoir distinguer quelles sont
les bases requises pour la fixation des différents facteurs au niveau d’une méme séquence,
afin de pouvoir réaliser des expériences de mutagénése dirigée qui permettent d’abolir de
fagon spécifique la fixation d’un seul facteur a la fois et de voir quelle est la répercussion au
niveau fonctionnel de cette perte de reconnaissance.

La délétion de la séquence F2 au niveau du mutant pHM3 a pour effet d’abolir I’effet
de type «enhancer» au niveau de la construction pHras. Ce résultat montre que la séquence
F2 est nécessaire pour cette activité de type «enhancer». D’apres les résultats obtenus
précédemment, il semblerait donc que I’activité de F2 puisse étre inhibée ou compensée par
la séquence F4 au niveau du mutant pHM2, par un mécanisme qui n’est pas connu.

Ayant obtenu ces résultats, il est intéressant de les comparer avec ceux obtenus par
Honkawa et ses collaborateurs (1987), au niveau du premier intron du gene Ha-ras humain.
En effet, ces auteurs ont montré par des délétions dans la région 3' du premier intron qu’il
existe des éléments dans cet intron ayant des effets positifs ou négatifs sur I’ effet transformant
de I’oncogene Ha-ras (figure 41). Leurs expériences montrent que 1’effet positif ou négatif
observé semble résulter de 1’action prédominante de 1I’élément localisé le plus en aval dans
la construction. Or, les résultats que nous avons obtenu semblent en accord avec ces
observations. En effet, les constructions pH et pHM1-2 qui montrent des activités élevées,
possedent un élément positif le plus en aval dans ’intron, alors que la construction pHM1
qui possede un élément de régulation négative le plus en aval, montre une activité beaucoup

plus faible.
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Figure 41 : Structures et activités transformantes des vecteurs d'expression de la protéine Ha-
Ras humaine comportant des délétions dans la région 3' du premier intron du géne (d'apres
Honkawa et al., 1987). L'activité transformante des différentes constructions a é&té
déterminée par rapport au nombre de foyers apparaissant dans des boites de cellules NIH 3T3
transfectées avec ces constructions. N : région négative, P : région positive. La numérotation

est relative 4 I'ATG d'initiation de la traduction.
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Nous avons remarquer que la séquence F2, responsable d’une activité de type
«enhancer», présente certaines homologies en retard sur gel avec la séquence F8-2. En effet,
les séquences F2 et F8-2 semblent fixer un complexe protéique identique ou tout du moins
de la méme famille (figures 29 et 30). De plus, ces deux séquences possedent le motif GCCTC
dans la partie 3' de la séquence protégée contre 1’action de la DNase I. Il est intéressant de
remarquer qu'il existe dans la partie 3' du deuxieéme élément positif décrit par Honkawa et
ses collaborateurs (1987) une séquence qui se rapproche de la séquence F8-2 murine. La
comparaison montre une homologie sur 13 pb avec seulement deux bases délétées dans la
séquence humaine. 11 serait donc intéressant de vérifier si la séquence F8-2 est également
responsable d’une régulation de type positive chez la souris. Une comparaison plus poussée
entre les résultats obtenus par Honkawa et ses collaborateurs (1987) et les notres est assez
difficile. En effet, ces auteurs n’ont pas effectués d’expériences de protection contre la DNase
I et ils n’ont pas mis en évidence de séquences potentielles pour la fixation de facteurs de
transcription connus.

Les résultats obtenus avec ces approches fonctionnelles amenent a se poser des
questions quant au(x) role(s) biologique(s) que pourraient avoir ces séquences. En effet, il
est possible qu’une modulation de I’expression ou de I’activité des facteurs nucléaires
impliqués au niveau des séquences F2, F4 et F5 puisse moduler le taux de transcription du
géne Ha-ras. Les autres séquences interagissant avec des facteurs nucléaires dans 1’intron

_pourraient aussi €tre impliquées dans ce type de régulation. Une telle hypothese pourrait
expliquer I’implication particuliere du gene Ha-ras et non pas des autres génes ras dans les
tumeurs de la peau de souris. Elle pourrait également expliquer une expression de ce géne
en fonction du cycle cellulaire comme cela a été décrit par Ikeda et ses collaborateurs (1989).
En effet, ces auteurs ont montré que le géne Ha-ras est exprimé en fin de phase G1 et début

de phase S dans les hépatocytes de rat, lors de la régénération du foie.

I1 existe un autre mécanisme de controle de 1’expression des genes intervenant non pas

au niveau de P’initiation mais au niveau de I’élongation du produit par I’ARN polymérase.
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Ainsi, il a pu étre mis en évidence I’existence d’une séquence au début du premier intron de
myc responsable d’un blocage d’élongation lors de la différenciation de cellules humaines
promyélocytiques en granulocytes (Bentley & Groudine, 1986, 1988 ; Eick & Bornkamm,
1986). Bien que nous n’ayons pas encore pu obtenir la preuve directe montrant que les effets
fonctionnels observés sont le résultat d’une augmentation de I’initiation de la transcription,
il est peu probable qu’un mécanisme d’atténuation de I’élongation puisse étre impliqué. En
effet, I’existence de deux types de régulation positive et négative est en faveur d’une
régulation transcriptionnelle parce qu’un blocage d’élongation ne peut induire qu’un effet de
type négatif. De plus, le facteur Spl ou de la famille Spl semble étre impliqué dans la
régulation au niveau de la séquence F5 dans I’intron et Sp1 est connu comme étant un facteur
de transcription. Finalement, nous avons pu montrer que I’intron O influence ’activité du
promoteur hétérologue TK lorsqu’il est placé avant celui-ci. Ce résultat ne peut donc pas
s’expliquer par un mécanisme de blocage d’€longation mais plutot par une modification de
I’initiation de la transcription.

Lowndes et ses collaborateurs (1990), ont mis en évidence une séquence courte au
niveau du premier intron du géne Ha-ras humain qui est hautement répétée dans le génome.
Ils ont montré que cet élément est capable de bloquer la transcription a partir du promoteur
viral IE (Immediate Early) du virus de I’Herpes par un mécanisme de blocage d’élongation.
Par contre, cet élément ne semble pas interférer avec la transcription initiée a partir du

_promoteur du gene Ha-ras. Cette séquence de moins de 130 pb correspond en localisation
avec un des éléments de régulation négative décrite par Honkawa et ses collaborateurs (1987),
mais il semblerait que la séquence intronique murine ne possede pas d’élément répété. En
effet, les sondes utilisées pour la mise en évidence du site d’hypersensibilité aux DNases, au
niveau du promoteur, couvrent tout 1’intron et ont permis de visualiser uniquement les bandes

attendues.
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IV. Intron 0 et spécificité tissulaire de I’expression.

Le modele de la cancérogénése de la peau de souris a permis de montrer que la mutation
du gene Ha-ras est un événement concomittant a ’initiation par le cancérogeéne chimique
(Balmain et al., 1983, 1984). Par ailleurs, il a pu étre montré que la mutation de ce géne n’est
pas suffisante pour induire I’apparition d’une tumeur, mais il y a d’autres événements lors
de la progression maligne qui est induite par un agent promoteur de tumeur comme le TPA.
Il a pu notamment étre montré que dans les papillomes, puis les carcinomes, apparaissant a
la suite du traitement de la peau de souris par le TPA, il y a surexpression du géne Ha-ras.
Par ailleurs, les génes Ki-ras et N-ras ne sont jamais impliqués dans ces tumeurs, bien qu’ils
sont soumis de la méme maniere que le locus Ha-ras a I’action mutagene du cancérogene
utilisé. Il est donc possible qu’une expression spécifique tissulaire du géne Ha-ras soit
responsable de I'implication spécifique de celui-ci au niveau des tumeurs de la peau de souris.

Les approches que nous avons utilisées ne nous ont pas permis de mettre en évidence
des éléments dans I’intron 0, qui puissent expliquer une expression spécifique du géne Ha-
ras au niveau du tissu épithélial. En effet, I’approche fonctionnelle par des délétions de la
partie 3' de I’intron O, montre que les effets fonctionnels positif ou négatif, observés a partir
des différentes constructions (pSras, pHras, pAras et pMras) sont similaires dans les lignées
épithéliales et dans les lignées fibroblastique, myéloblastique et trophoblastique. Cette
observation est également vraie pour les études par mutagénese des éléments F2, F4, F5 et
F7, qui ont montré que les effets induits par les différentes mutations sont les mémes dans
toutes les lignées cellulaires utilisées.

I1 est intéressant de noter que les deux séquences F8-1 et F9 protégées contre 1’action
de 1a DNase I, ne le sont qu’avec les extraits nucléaires épithéliaux (CSN, PDV, PDVC57,
SN161), mais n’apparaissent pas avec les extraits de fibroblastes (STO) et de cellules
érythroleucémiques (M707/T). La séquence F8-1 est localisée environ 30 pb en amont de
Pextrémité 3' du fragment du géne Ha-ras de la construction pAras. La séquence F9 est

localisée dans la région intronique comprise entre les constructions pAras et pMras. On peut
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toutefois noter que I’on retrouve la séquence ACCT au niveau de ces deux séquences, bien
que I’on ne sache pas si cette séquence est importante pour la reconnaissance de ces deux sites
par le ou les facteurs nucléaires épithéliaux. Une étude plus approfondie de cette observation

serait intéressante.

V. Intron 0 et progression maligne.

A P’origine de notre travail, nous pensions que 1’étude des mécanismes de régulation
de I’expression de Ha-ras aurait pu permettre d’expliquer la surexpression fréquente de ce
gene dans certaines pathologies, comme les tumeurs de la peau de souris. Les analyses
structurales et fonctionnelles du premier intron ont montré que les séquences F2, F4, F5 et
F7 ne semblent pas étre impliquées dans la progression maligne lors de la tumorigenese de
la peau de souris. En effet, les études de protection contre I’action de la DNase I, ainsi que
les études en retard sur gel n’ont pas montré de différences significatives entre une lignée de
kératinocytes normaux et deslignées de carcinomes plus ou moins avancés dans la progression
maligne. De plus, toutes les constructions mutantes au niveau de ces sites montrent les mémes
effets fonctionnels aussi bien dans les kératinocytes normaux (C5N) que dans les carcinomes
a cellules en fuseau (Car B). Autrement dit, les facteurs nucléaires impliqués dans les effets
fonctionnels observés a partir de ces séquences ne semblent pas étre la cible d’une
dérégulation, lors de la progression maligne.

Cependant, nous pouvons imaginer qu’une mutation dans la séquence d’un de ces
éléments et en particulier de 1’élément F4 qui est un élément de régulation négative, puisse
avoir un effet important sur I’expression du gene Ha-ras in vivo. Nous n’avons pas encore
pu vérifier une telle hypotheése qui nécessiterait d’abord de caractériser tous les éléments de

régulation dans le premier intron.
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Jusqu’a présent il n’a pas ét€ montré que le promoteur joue un réle qui puisse expliquer
une modulation de I’expression du gene Ha-ras en fonction du cycle cellulaire, de la
spécificité tissulaire, ou du stade du développement. En effet, nous avons montré que le
promoteur du gene Ha-ras de souris est la cible, essentiellement de facteurs de transcription
Sp! ou de la famille Sp1, et se trouve classé dans les promoteurs de type housekeeping. Les
mémes observations ont été faites au niveau du géne humain. Il est donc probable que le
promoteur du gene Ha-ras soit responsable d’une activité basale du taux de transcription et
que d’autres éléments dans le locus puissent moduler cette expression. Ceci pourrait expliquer
la surexpression fréquente du géne Ha-ras dans certaines pathologies cancéreuses.

L’étude du premier intron du gene Ha-ras de souris a révélé ’existence de onze
séquences interagissant avec des facteurs protéiques nucléaires, localisées dans celui-ci. Les
analyses fonctionnelles par mutagénese dirigée et délétion de séquences ont permis de montrer
le role joué par certaines de ces séquences dans la régulation transcriptionnelle de ce gene.
Nous avons notamment montré que la séquence F2 agirait en stimulant I’activité du promoteur
du géne Ha-ras et que la séquence F4 serait responsable d’une activité inhibitrice qui pourrait
étre compensée ou inhibée par les facteurs se fixant sur la séquence F5. Deux complexes se
fixant sur la séquence F5 ont pu étre identifiés comme étant le facteur de transcription Spl
ou de la famille Spl. De plus, il existe un troisieme complexe protéique nucléaire capable
de reconnaitre la séquence F5 ainsi que la séquence F4. Toutes les autres séquences n’ont
. puétrerapprochées d’éléments de régulation transcriptionnelle déja décrits dans 1a littérature.
Une étude détaillée de ces séquences devrait donc étre poursuivie. Maintenant que nous avons
caractérisé certains de ces €léments, il serait intéressant d’étudier quelle est leur influence sur
I’activité de promoteurs hétérologues. Une telle étude permettrait de mieux les caractériser
et notamment de savoir s’ils ont les propriétés des éléments enhancer, & savoir qu’ils agissent
vis a vis d’un promoteur hétérologue, indépendamment de leur position et de leur orientation.
De plus, il serait intéressant de savoir si les complexes protéiques, se fixant sur des séquences

del’intron 0 chez la souris, sont retrouvés chez I’homme et s’ils sont responsables des mémes
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effets fonctionnels positifs et négatifs également observés au niveau du premier intron chez
I’homme.

Nos résultats confortent I’hypothese concernant le rdle que pourrait jouer la régulation
transcriptionnelle, dans I’expression du geéne Ha-ras, notamment dans certaines pathologies
cancéreuses. Le géne Ha-ras, muté ou non, est fréquemment surexprimé dans certaines
pathologies cancéreuses, comme dans la cancérogénese en plusieurs étapes de la peau de
souris. Il est probable qu’un événement participe a la dérégulation transcriptionnelle du gene
Ha-ras. C’est pourquoi, il serait intéressant de connaitre quels seraient les effets de mutations
au niveau des séquences introniques que nous avons montré comme étant fonctionnelles, sur
le pouvoir transformant du gene Ha-ras in vivo. En effet, une mutation au niveau de 1’un des
éléments ayant une fonction de régulation négative, ou une diminution ou une perte d’un
facteur interagissant sur un de ces éléments négatifs sont des événements génétiques possibles
etil est permis de penser que I’inactivation d’un site ayant une fonction de régulation négative,
comme nous 1’avons mis en évidence, puisse induire une augmentation de I’expression du
geéne Ha-ras. Dans le cas de ’inactivation ou de la perte d’un facteur nucléaire ayant une
fonction de régulation négative, celui-ci pourrait étre considéré comme un géne suppresseur

de tumeur.
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I. TECHNIQUES COURANTES DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE.

I.1 Techniques électrophorétiques.

I.1.1 Electrophorése en gel d’agarose.

Le gel d’agarose est utilisé pour la séparation des fragments d’ADN. Sa concentration
varie de 0,6% & 2,5% en fonction de la taille des fragments a séparer ou a purifier. La
migration a lieu dans du tampon TBE (Tris-HCl1 0,9 M (pH 7,8), Acide borique 0,9M,
Na,EDTA.2H,0 2,5 mM). L’ ADN est mélangé v/v avec une solution de bleu de bromophénol
(BBO)2a0,05% , avantd’étre déposé. La migration est effectuéea 60V pendant2a4h. L’ADN
est visualisé sur rampe UV grice au bromure d’éthydium contenu dans le gel (8 ug/ml).

La purification des fragments d’ADN pour clonage a été effectuée en gel d’agarose
LMP (Low Melting Point) et en tampon TAE (Tris-Acide acétique (pH 7,8) 0,4 M, Acétate
de sodium 50 mM, EDTA 10 mM) sous faible voltage (10 a 20V) pendant 15 h.

1.1.2 Electrophorese en gel de polyacrylamide.

La concentration des gels varie de 3,5 2 12 % (rapport bis-acrylamide/acrylamide 1/
~ 29) selon la taille des fragments d’ ADN a séparer. La migration a lieu en tampon TBE avec
pour témoin de migration, un mélange de BBO 0,05 % et xylene cyanol 0,05 %. Quand un
gel dénaturant est nécessaire, I’urée (7M) est ajoutée dans le méme systeme que précédem-

ment.
1.2 Digestion enzymatique des plasmides.
L’ ADN plasmidique a été digéré avec 1-5 unités d’enzyme/ug d’ADN pendant2 a 3

h par I’enzyme de restriction dans les conditions spécifiées par le fabriquant de I’enzyme

utilisée.
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1.3 Purification des fragments d’ADN.

Les blocs d’agarose LMP contenant les fragments d’ADN sont dissous dans 1 ml de
LSB (Low Salt Buffer : NaCl 0,2 mM, Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM, EDTA 1 mM) pendant
10 minutes 2 65°C. 4 a 8 ml de LSB sont ajoutés, homogénéisés, et incubés a 42°C pendant
10 minutes. La solution est passée dans une colonne Elutip-D apres équilibrage de celle-ci
avec du HSB (High Salt Buffer : NaCl 1 mM, Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM, EDTA 1 mM) et
ringage avec 5 ml de LSB & 42°C. La colonne est ensuite lavée avec 5 ml de LSB a 42°C,

puis I’ADN est élué avec 0,6 ml de HSB et précipité avec de 1’éthanol absolu.

1.4 Sous-clonage des fragments d’ADN.

La ligation des fragments d’ ADN dans les différents vecteurs utilisés s’est faite : (i) soit
par ligation dans un site de restriction complémentaire avec des extrémités 5' sortantes ou
cohésives, (ii) soit par ligation d’extrémités franches. Ces dernieres sont obtenues soit en
utilisant des enzymes de restriction générant des bouts francs soit en incubant les fragments
d’ ADN a extrémités cohésives, pendant 30 minutes a température ambiante, avec le fragment
de Klenow de la DNA-polymérase T4 en présence de déoxyribonucléotides 0,2 mM, de
tampon T4 1x. La réaction est stoppée en amenant la solution a2 70°C pendant 5 minutes. Si
_ nécessaire, les vecteurs digérés ont €t€ traités & la phosphatase intestinale de veau

Les réactions de ligations ont été effectuées dans un volume de 20ul avec 200 ng d’insert
et 200 ng de vecteur en présence de tampon de ligation 1x et une unité de ligase T4. 5 unités
de ligase ont été utilisées pour les ligations a bouts francs. Les réactions ont été effectuées

pendant 15230 ha 14°C.
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1.5 Marquage au *P des sondes d’ADN.

1.5.1 Marquage en 5' des oligonucléotides double-brins.

Les oligonucléotides simple-brins complémentaires ont été appariés a la concentration
de 0,1 mg/ml dans du tampon TE (Tris-HCI (pH7,8) 10 mM, EDTA 1 mM) NaCl1 0,1 M,
en amenant le mélange réactionnel a ébulition puis en le laissant refroidir doucement a
température ambiante. Les réactions de marquage ont été effectuées comme suit :
1- La réaction est effectuée dans un volume de 10 ul avec : 2 ul d’oligonucléotide double-
brins (200 ng), 1 ul de tampon kinase 10x, 1 ul de DTT 50 mM, 1 ul de spermidine 20 mM,
2 ul d’ATP [y-2P] (370 MBq/ml), 2 ul d’eau et 1 ul de polynucléotide kinase T4.
2- Le mélange de réaction est incubé a 37°C pendant 30 minutes, puis a 70°C pendant 5
minutes.
3- L’extrémité des oligonucléotides double-brins utilisés en retard sur gel sont rendus francs
par traitement par 1’enzyme de Klenow dans un volume de 20 ul obtenu a partir des 10 ul
de milieu de marquage précédents a qui ont ét€ ajouté : 1 ul de tampon klenow 10x, 4 ul de
déoxyribonucléotides 5 mM, 2 unités de Klenow et 4 ul d’eau. Le mélange est incubé dans
la glace pendant 30 minutes.
4- Les fragments d’ADN marqués en 5' sont purifiés en gel de polyacrylamide a 8%, TBE

_ Ix.Leur élution se fait dans du TE 1x a 37°C pendant une nuit.

1.5.2 Marquage en 5' des fragments de restriction.

50 ng de plasmides sont coupés avec I’enzyme de restriction appropriée afin d’obtenir
une extrémité 5' sortante. Ce fragment est extrait, précipité et remis en suspension dans une
proportion de 1 ug par ul. Le plasmide est traité avec 0,5 unité de phosphatase intestinale
de veau dans le tampon approprié dans un volume de 50 pl et incubé a 37°C pendant 30

minutes. Une extraction (phénol/chloroforme 2x, chloroforme 1x) et une double précipita-
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tion sont ensuite effectuées. La réaction de marquage s’effectue dans un volume de 50 ul avec
10 ug de plasmide, 7 ul d’ATP[y-2P] (370 MBg/ml), 5 ul de tampon kinase 10x, 2,5 ul de
spermidine 20 mM, 2,5 ul de DTT 100 mM, 3ul de T4 kinase (1 unité/ul) et 20 ul d’eau.
Cette solution estincubée 2 37 °C pendant 30 minutes et Ia réaction est stoppée par une extraction
(phénol/chloroforme 2x, chloroforme 1x). L’ ADN est précipité dans de1’éthanol, une fois avec
NaCl 0,4 M puis une fois avec KCH,CO, 0,1 M. Le culot est resuspendu dans 35 ul d’eau,
5 plde BSA (10 mg/ml), S ul de tampon 10x de I’enzyme appropriée et 5 ul de I’enzyme (5
unités/ul) et incubéa 37°C pendant 3 h.

Le fragment marqué en 5' est purifié par électrophorese en gel d’agarose LMPa1,5%.
Les fragments sont visualisés par autoradiographie et purifi€s de 1’agarose en utilisant les

colonnes Elutip-D. Les sondes ainsi obtenues ont une activité spécifique de 2-8x10¢ cpm/ug.

1.5.3 Syntheése d’une sonde a partir d’ADN simple brin.

Les sondes réalisées par ce procédé ont été utilisées pour les expériences de cartographie
a la nucléase S1 des ARNm du geéne de I’hormone de croissance humaine (hGH) (voir
paragraphe III-F).

La sonde synthétisée est complémentaire de I’ARNm. La matrice est donc le brin
codant. L’amorce de synthé&se se trouve dans le géne hGH et est complémentaire au brin
~ codant *CTGTAGCCATTGCAGCT®). L’hybridation de amorce avec la matrice est
réalisée dans un volume de 10 ul contenant 1,5 ul d’amorce (25 ng/ul), 5 ul d’ADN simple
brin, 1 ul de tampon klenow 10x, 2,5 ul d’eau. Le mélange est incubé 3 minutes a 75°C puis
laissé 30 minutes a température ambiante. Sont ajoutés : 1 ul de tampon klenow 10x, 1 ul
de dATP 1 mM, 1 ul de dTTP 1 mM, 1 ul de dGTP 1 mM, 5 ul de dCTP o*P (370 MBq/
ml) et 1 ul de klenow (Su/ul). Ce mélange est incubé 15 minutes a température ambiante,
on y ajoute alors 1 ul de dCTP 1 mM et I’incubation est prolongée de 5 minutes
supplémentaires a température ambiante. La klenow est inactivée 5 minutes 3 60°C. L’ADN

double brin est coupé avec un enzyme de restriction approprié afin de déterminer I’extrémité
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3" de 1a sonde qui correspond a la partie 5' de I’ARNm. Les protéines sont extraites par une
extraction phénol/chloroforme et une extraction chloroforme. L’ ADN est précipité avec 100
pl d’acétate d’ammonium 5M, 1 ul d’ARNt de levure a 10 mg/ml et 400 pl d’éthanol. Le
culot est repris apres centrifugation dans 6 ul de tampon de séquence (formamide déionisé
95% (v/v), cyanol de xylene 0,1% (p/v), bleu de bromophénol 0,1% (p/v)). La sonde est
dénaturée 2 minutes a2 90°C puis placée dans la glace avant d’étre soumise a une purification
par électrophorese en gel d’acrylamide dénaturant a 5% avec une migration de 2 h a 1300
V. La sonde est éluée de la bande de gel dans 750 pl de tampon d’élution (Acétate
d’ammonium 0,5 M, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, 0,1% SDS) apres une nuit d’incubation
a37°C.

1.6 Séquencage de ’ADN.

La séquence des mutants réalisés par mutagénese dirigée et par délétion de séquence
(voir paragraphe I-G) a été vérifiée en utilisant la technique avec le kit séquenase version 2.0
de chez USB (United States Biochemical). Une amorce appropriée est hybribée avec la
matrice plasmidique dans les conditions suivantes : 3 ul de plasmide a séquencer (3 ug), 4
ul d’eau, 2 ul de tampon de séquence et 1 ul d’amorce sont mélangés et incubés 2 minutes
a 65°C, puis refroidis lentement jusqu’a 35°C. Pendant que les réactions d’hybridations
~ refroidissent, 2,5 ul de mélange pour chacune des quatre terminaisons G, A, T, C, sont placés
dans quatre tubes qui sont placés dans un bain-marie a 37°C. Parallelement, la sequanase
est diluée a raison de 0,5 ul pour 3,5 ul de tampon de dilution de I’enzyme. La réaction de
marquage est effectuée en mélangant les 10 ul de mélange d’hybridation avec 1 ul de DTT
0,1 M, 2 ul de tampon de marquage, 0,5 ul de [*S] dATP et 2 ul de séquenase diluée. Apres
une incubation de 5 minutes, 3,5 ul de réaction de marquage est transférée dans chacun des
quatre tubes de terminaison G, A, T et C. L’incubation est prolongée de 5 minutes a 37°C.
La réaction est stoppée par addition de 4 ul de tampon dans chaque tube. Les échantillons
sont chauffés 2 minutes a2 90°C puis placés dans la glace, avant d’étre chargé sur un gel de

séquence dénaturant.
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1.7 Techniques de mutagénése.

1.7.1 Mutagénese dirigée par PCR.

L’utilisation de la PCR pour obtenir des mutations spécifiques, dans des geénes, a été
initialement décrit par Higuchi et ses collaborateurs (1988) puis par Vallette et ses
collaborateurs (1989). Dans cette étude, la technique a été modifiée sur un certain nombre
de points afin d’optimiser le taux et la fidélité des produits d’amplification spécifiquement
mutés. Trois séries de PCR (Polymerase Chain Reaction) sont utilisées pour produire des
mutants au niveau de séquences caractérisées dans les expériences de protection contre
P’action de 1a DNase I. Cette technique a été utilisée pour muter les séquences F4 et F5 (voir

résultats).

Principe de la mutagéneése dirigée par PCR .

Le principe de cette technique est schématisé figure 42. Un jeu d’amorces a été choisi
pour encadrer la région a amplifier de fagon a ce qu’il y ait deux sites de restrictions internes
(en I'occurence Dra 111 et Eco RI) qui permettent, apres PCR, le sous-clonage du fragment
amplifié, contenant les mutations, a la place de la séquence équivalente dans la construction
_ sauvage. Dans notre étude la séquence deI’amorce 1 : *AGTCGCGCCAGCAAGCGGTGA*
se trouve au début de I’intron 0 juste en amont du site Dra III. La séquence de I’amorce 4
: > GCTCACCGTCTTTCATTGCCATA? se trouve dans le géne CAT juste en aval du site
Eco RI. Un autre jeu d’amorces complémentaires a ét€ congu de facon a introduire cing
mutations dans les séquences F4 et F5. Les amorces 2 et 3 sont, selon les différentes
constructions, les oligonucléotides mutés avec un site de restriction Sac II, utilisés pour les
études en retard sur gel des séquences F4 et FS .

Le séquengage des constructions mutantes a confirmé qu’il n’apparait aucune mutation

diie aune erreur de I’ ADN-polymérase de Thermus aquaticus dans ces constructions (résultats
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Figure 42 : Schéma de la technique de PCR utilisée pour la mutagénese dirigée des séquences

protégées contre 1'action de la DNase I (F4 et F5).
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non montrés). Par contre, les mutations introduites grace aux amorces de PCR ont pu étre
correctement visualisées au niveau des différentes séquences.

Réactions de PCR 1 et 2.

0,3 ug d’amorce mutée 1 ou 2 (amorces intérieures complémentaires)
0,3 ug d’amorce 3 ou 4 (amorces extérieures)

10 ng de plasmide comme matrice

10 pl de tampon 10x pour la Taq polymérase

4 pl d’un mélange des 4 dNTP 100 mM au total

H,0 qsp 100 ul

2 unités de Taq polymérase.

Deux gouttes d’huile minérale sont ajoutées sur la surface du mélange de réaction. Le
premier cycle comporte les trois étapes suivantes : dénaturation a 94 °C pendant 4 minutes,
hybridation a 54°C pendant 2 minutes, €élongation a 72°C pendant 2 minutes, suivi de 29
cycles dans les conditions identiques : le temps de dénaturation a 94°C étant ramené & 2
minutes. Les produits d’amplification sont séparés par électrophoreése en gel d’agarose, a bas
point de fusion, a 1,7%, puis purifiés sur colonne Elutip-D. Ces ampligénes sont ensuite
utilisés dans une troisitme réaction de PCR, décrite ci-apres.

Réaction de PCR 3.

5 pg de produit de la réaction de PCR 1

5 pg de produit de la réaction de PCR 2

0,3 ug d’amorce 3

0,3 pg d’amorce 4

10 ul de tampon 10x pour la Taq polymérase

4 pl d’un mélange des 4 dNTP 100 mM au total.
H,O gsp 100 ul

2 unités de Taq polymérase
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30 cycles de PCR sont réalisés dans les mémes conditions que pour les réaction 1 et
2 sauf que la premiere étape de dénaturation se fait pendant 2 minutes comme pour les 29
autres cycles. Les produits d’amplifications sont purifiés en gel d’agarose, a bas point de
fusion, a 1,7% et en colonne Elutip-D. Les fragments de PCR sont sous-clonés dans les
vecteurs désirés et les recombinants positifs sont controlés par digestion avec I’enzyme de
restriction correspondant au site créé par les mutations ; leur séquengage permet de confirmer

ou non l'intégrité de la séquence amplifiée.

1.7.2 Délétion de séquence par PCR.

La technique de PCR a également été utlisée pour créer des mutants de délétion des
séquences F2 et F7, mises en évidence lors des expériences de protection contre I’action de

la DNase I. Deux réactions de PCR sont utilisées avec deux jeux d’amorces.

Principe de la délétion de séquence par PCR

La technique de PCR a été utlisée pour créer des mutants des séquences F2 et F7. Ces
séquences protégées contre I’action de la DNase I couvrent respectivement 44 et 42 pb et pour
étre siir de détruire toute fixation de facteurs nucléaires sur cette séquence, nous avons utilisé
la technique de délétion. La délétion du site F2 au niveau de la construction pHras a permis
de créer la construction mutante pHM3 et la délétion du site F7 au niveau de la construction
pAras crée le mutant pAM4. Pour réaliser ces mutants, deux réactions de PCR sont utilisées
avec deux jeux d’amorces (le principe de la technique est schématisé dans la figure 43). Le
jeu d’amorces extérieures est le méme que celui utilis€ pour la mutagénese dirigée des
séquences F4 et F5. Deux amorces internes, de part et d’autre des séquences F2 et F7, ont
été synthétisées avec introduction d’un site Bam HI, afin de pouvoir relier lesdeux ampligénes

apreéslaPCR ;amorceen 3' delaséquence F2 : CAAGGATCCCCGCGTTGGGCCCCAA?Y,
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amorce en 5' de la séquence F2 : *TGGCCGCGGGGCGCAGAGGATCCGGA?®, amorce
en 3' de la séquence F7 : SGCCGGATCCGGTTGTAGGCTGGCTGGCATTGGCCT?,
amorce en 5' de la séquence F7 : " TTAGGATCCGCCTACTGCATGCCAGGCGCGGT?®'.

Réaction de PCR 1.

0,3 ug d’amorce 1 (amorce extérieure coté 5')
0,3 pg d’amorce 2 (amorce interne avec site Barn HI)
10 ng de plasmide comme matrice
10 ul de tampon 10x pour la Taq polymérase
4 pl d’un mélange des 4 ANTP 100 mM au total.
H,O gsp 100 ul
2 unités de Taq polymérase
Les conditions des cycles de réaction sont les mémes que pour les réactions de PCR 1
et 2 utilisées pour la mutagénése dirigée. Les conditions de laréaction de PCR 2 sont identiques

a celles utilisées pour la PCR 1, mais en utilisant le jeu d’amorces 3 et 4.
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PCR1 PCR 2
4
Dra 111 BamHl = e <+
—T—> ——————————————————————————— Bam HI Eco RI
PCR 1 PCR 2
Dra 111 Bam HI Bam HI Eco Rl

Digestion des ampligenes par Bam HI
et ligation de ces deux ampligeénes

Dra 111 Bam HI Eco RI

L ) L

Séquence a déléter

— Amorce pour la PCR

——————————— ADN nouvellement synthétisé

Figure 43: Schéma de la technique de PCR utilisée pour déléter les séquences F2 et F7

protégées contre 1'action de la DNase 1.
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1.8 Transformation bactérienne.

1.8.1 Transformation de la souche JM 83.

La méthode utilisée pour rendre les bactéries M 83 «compétentes» a la transformation
avec les plasmides est celle au CaCl,.

Les bactéries sont cultivées & 37°C sous agitation dans du milieu LB. Quand la DO
du milieude cultureatteint 0,320,6 (en 122 h), il est centrifugé a 6000 rpm pendant S minutes
2 4°C. Le culot de bactérie est repris dans la moitié du volume original contenant du CaCl,
a 50 mM ; il est gardé dans la glace pendant 30 minutes 2 1 h. Les bactéries sont alors
centrifugées une derniére fois a 2500 rpm pendant 5 minutes. Le culot bactérién est repris
dans 1/20 du volume original est laissé dans la glace de 30 minutes a 24 h avant la
transformation.

Une certaine quantité de plasmide (de 10 ng & 100 ng) dans 50 ul de TE est mélangée
avec 50 ul de bactéries compétentes. Apres 30 minutes dans la glace, des chocs thermiques
sont effectués en plagant alternativement les bactéries pendant 2 minutes dans un bain-marie
a 42°C et durant le méme temps dans la glace. Neuf cents ul de 2xTY (1,6% p/v bacto-
tryptone, 1% p/v extrait de levure, 0,5% p/v agar) sont ajoutés et la suspension est agitée
pendant 1 h a 37°C. 50 a 800 ul sont étalés sur des boites de pétri contenant du LB gélosé
_ contenant de I’ampicilline & 50 pg/ml. Les boites sont incubées 18 h a 37°C et les clones
résistants sont isolés. Les boites de LB-Amp peuvent étre complétées avec 40 ul de X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside) a 2% dans le diméthylformamide pour
pouvoir sélectionner les recombinants positifs de coloration blanche par rapport au non-
recombinants de coloration bleue qui peuvent soit correspondre a du vecteur non digéré

initialement soit du vecteur religué sur lui-méme, selon la stratégie de clonage utilisée.
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1.8.2 Transformation de la souche JM 101.

La souche bactérienne JM 101 a été utilisée pour €tre transformée avec des vecteurs
dérivant du plasmide M13mp19 afin de produire du bactériophage M13 et de I’ADN simple
brin (voir paragraphe 1.11 ) pour les analyses des ARNm par cartographie & la nucléase S1
(voir paragraphe I111.6 ).

Les bactéries JM 101 sont transformées avec les constructions dérivant du M13mp19
par la méthode au CACl, de la méme maniere qu’avec les JM 83. Le protocole est le méme
jusqu’a I’étape des chocs thermiques. Pendant que les bactéries subissent le choc thermique
un solution comprenant 5/6 (v/v) de culture de JM 101 fraiche et 1/6 (v/v) de X-Gal 2 2%
dans le diméthylformamide est préparée. 270 ul de la solution M 101/X-Gal est ajoutée dans
chaque tube ayant subi les chocs thermiques. Trois ml de top-agar gardé a 42°C sont ajoutés
et le contenu de chaque tube est versé sur une boite LB préchauffée a 37°C. Une fois que
le top-agar est figé, les boites de pétri sont incubées une nuit a 37°C. Apres une nuit
apparaisent des plaques bleues ou blanches correspondant i des clones négatifs ou positifs
exprimant le bactériophage d’ol une inhibition de la croissance des bactéries au niveau des
plaques.

1.9 Préparation rapide de plasmides.

1,5 ml de culture de plasmides sont inoculés avec la bactérie contenant le plasmide a
amplifier et incubé 1a nuit 2 37°C. 1ml de cette culture est centrifugé et le culot est remis en
suspension dans 1 ml de solution 1 (Glucose 50 mM, Tris-HCI (pH7,8) 25 mM, EDTA 1
mM, lysozyme a 5 mg/ml) et incubé & température ambiante pendant 5 minutes. Deux cents
ul de solution 2 (NaOH 0,2 M, SDS 1%) sont ajoutés et incubés dans la glace pendant 10
minutes, puis 150 ul de NaAc (pH5,2) 3 M sont ajoutés, homogénéisés puis incubés dans
la glace pendant 10 minutes, puis centrifugés en centrifugeuse Eppendorf pendant 5 minutes.
Quatre cents ul de surnageant sont transférés dans un nouveau tube et soumis a deux

extractions phénol/chloroforme et un extraction chloroforme. L’ ADN est précipité avec 800
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ul d’éthanol puis centrifugé a 10 000rpm pendant 5 minutes. Le culot est remis en suspension

dans 50 ul d’eau avec 1 ul de RNaseA a 10 mg/ml.
1.10 Purification de plasmides en gradient de chlorure de césium.

Les plasmides sont amplifiés dans la souche Escherichia coli JM 83. Un clone provenant
d’une boite L-agar-Amp (milieu LB avec 1% p/v agar, ampicilline 50 ug/ml) est incubé dans
S ml de LB-Amp (Luria Broth : 1% p/v bacto-tryptone, 0,5% p/v extrait de levure, 1% p/
v NaCl, 50 ug/ml d’ampicilline), a 37°C pendant une nuit. Ces 5 ml sont dilués dans 500
ml du méme milieu et 1a solution est incubée a 37°C pendant une nuit. Les bactéries sont
centrifugées 10 minutes a 6000 rpm a 4°C dans un rotor JM 14 de Beckman. Le culot est
remis en suspension dans 9 ml de GTE (glucose 50 mM, Tris-HCL 25 mM (pH 8), EDTA
0,5 M), puis 1 ml de lysozyme (10 mg/ml) est ajouté et la solution est incubée 10 minutes
a2 4°C. La lyse est complétée par ajout de 20 ml de NaOH 0,2 M, SDS 1% et incubation
pendant 4 minutes a 4°C. Ensuite, 10 ml de KAC (acétate de potassium 5 M 60% (v/v) acide
acétique 11,5% (v/v)) sont ajoutés et la solution est nincubée 10 minutes & 4°C. Les débris
cellulaires sont éliminés par centrifugation pendant 5 minutes 2 7000 rpm dans un rotor JM
14 de Beckman, puis filtration sur laine de verre siliconée dans une seringue de 50 ml. Les
40 ml de surnageant sont précipités par 25 ml d’isopropanol et centrifugés pendant S minutes
~ 27000 rpm dans un rotor JM 14 de Beckman. Le culot est ensuite redissout dans 3,5 ml de
TE et 100 ul de Tris 3 M ainsi que 100 puL de BrEt (Bromure d’éthidium) a2 5 mg/ml, et 5,2
g de CsCl sont ajoutés. La centrifugation 4,5 h a 16°C a 68 000 rpm en VTI 80 Beckman
permet d’obtenir une bande d’ADN plasmidique visualisée par le BrET.

Labande d’ADN ponctionnée a travers le tube par une seringue est amenée a 4 ml avec
du TE, puis 100 ul de Tris 3 M ainsi que 100 uL de BrEta 5 mg/ ml, et 4,2 g de CsCl sont
ajoutés. Une deuxie¢me purification par centrifugation dans les mémes conditions en gradient
de césium est effectuée. Les plasmides sont ensuite dialysés contre du TE pendant quelques

heures. La mesure de la densité optique 2 260 nm permet d’évaluer la concentration en ADN.
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1.11 Préparation d’ADN plasmidique simple brin.

L’ADN simple brin a été préparé a partir du vecteur M13mp19 dans la souche
bactérienne JM 101 pour pouvoir fabriquer une sonde pour les analyses de I’ARNm par
cartographie a la nucléase S1.

Cent millilitres de milieu 2 xTY sont inoculés avec 1 ml de JM 101 en fin de phase
exponentielle de croissance. Des aliquotes de 1,5 ml de ce milieu inoculé sont placés dans
des tubes de 10 ml. Chaque tube est inoculé avec une plaque blanche provenant d’une boite
deJM 101 infectée avec le bactériophage M 13 (voir paragraphe I.8.2). Les tubes sont incubés
sous agitation & 37°C pendant 5 h, puis centrifugés 5 minutes en centrifugeuse Eppendorf
apres transfert dans le tube approprié. 800 ul surnageant contenant le bactériophage sont
transférés dans des tubes propres pour une seconde centrifugation (le reste du surnageant peut
étre gardé comme stock a 4°C pendant quelques jours). Apres transfert du surnageant dans
d’autres tubes propres, 200 ul de PEG/NaCl sont ajoutés pour précipiter le bactériophage.
Les tubes sont agités vigoureusement et laissés a température ambiante pendant 15 minutes.
IIs sont ensuite centrifugés pendant 5 minutes et le surnageant est éliminé. Le reste du
surnageant est retiré a 1’aide d’une pipette pasteur afin d’éliminer le mieux possible le PEG.
Le culot de phage est remis en suspension dans 110 ul de TE (dont 10 ul seront gardés comme
stock de phage). 50 ul de phénol sont ajoutés et les tubes sont laissés a température ambiante
_pendant 15 minutes apres les avoir bien agités. Ils sont ensuite centrifugés pendant 3 minutes
et la phase aqueuse contenant I’ADN simple brin est récupérée et précipitée par addition de
10 ul d’acétate de sodium et de 250 ul d’éthanol. Apres centrifugation, le culot est redissous
dans 20 ul de TE et est utilisé le jour méme pour la préparation de la sonde (voir paragraphe

1.5.3).

1.12 Purification des ARN par le RNazol.

La technique de préparation des ARN totaux par le RNasol a été mise au point dans les
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laboratoires CINNA/BIOTECX et permet la purification des ARN en une seule étape
(Chomczynski & Sacchi, 1987). Les cellules cultivées en boite de pétri sont rincées avec du
PBS. Le RNazol (Biogenesis) est ajouté directement dans la boite a raison de 0,2 ml pour
10¢ cellules. L’ARN est solubilisé€ par passage du lysat dans une pipette plusieurs fois. Du
chloroforme est ajouté i raison de 0,2 ml pour 2 ml d’homogénat, agité vigoureusement
pendant 15 secondes puis laissé dans la glace pendant S minutes. La suspension est centrifugée
a 12 000 g (4°C) pendant 15 minutes. Apres addition du chloroforme et centrifugation,
I’homogénat présente deux phases : 1a phase inférieure, bleue qui est du phénol/chloroforme,
et la phase supérieure incolore qui est la phase aqueuse. Les ARN se trouvent dans cette phase
aqueuse, alors que I’ ADN se trouve dans la phase organique et les protéines dans I’interphase
etla phase organique. La phase aqueuse est transférée dans un tube propre et I’ARN précipité
par addition d’un volume égal d’isopropanol. Apres 15 minutes dans la glace, le tube est
centrifugé pendant 15 minutes a 12 000 g. L’ ARN précipité sous forme d’un culot blanc au

fond du tube est lavé avec de I’éthanol 4 75%.

I.13 Extraction des ARN totaux par la méthode a I’isothiocyanate de guanidium.

Les cellules sont rincées avec du PBS, puis lysées dans la boite de culture par 6 ml de
tampon GT (Isothiocyanate de guanidium 4 M, acétate de sodium (pHS,2) 20 mM,
dithiothréitiol 0,1 mM, N-lauryl sarcosine 0,5%). L’ADN cellulaire est fragmenté apres
passage de la solution contenant les cellules lysées au travers d’une aiguille 21-G. Le lysat
est déposé sur cousin de césium (3,2 ml de CsC1 5,7 M, EDTA 0,1 M) dans un tube pour
rotor Beckman SW41 ayant été siliconé. La centrifugationse fait & 32 000rpm a 4 °C pendant
16 h.

Le surnageant est éliminé a I’aide d’une pompe a vide. Le culot d’ARN est remis en
suspension dans 360 ul de TES (Tris-HCI (pH7,4) 10 mM, EDTA 5 mM, dodécyl sulfate
de sodium 1%). Les protéines sont éliminées par une extraction avec un volume équivalent

de Chloroforme/Butanol (4/1). Apreés agitation et centrifugation, la phase aqueuse est
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récupérée et I’ARN en est précipité par ’éthanol. L’ ARN est remis en suspension dans 100

pl d’eau traitée au DEPC. La concentration en ARN est estimée par mesure de la densité

optique de 10 ul dilué dans 1 ml aux longueurs d’onde 260 nm et 280 nm. Une densité optique

égale a 12260 nm correspond & 40 ug/ml d’ARN. Un rapport de densités optiques mesurées

4280 nm et 260 nm compris entre 1,8 et 2 indique une préparation d’ARN de bonne qualité

(peu contaminée par des protéines).

II. CULTURE CELLULAIRE.

Toutes les lignées cellulaires présentées ci-apres sont d’origine murine.

Lignée cellulaire Caractéristiques, origine

C5N

PDV

PDV C57

SN161

CarB

Kératinocytes immortalisés mais non tumorigeénes dérivant de
1'épiderme de souris nouveau-né (Quintanilla e al.., 1991).
Kératinocytes transformés dérivant de cellules de 1'épidermes de
souris nouveau-né en culture, traitées par le DMBA et le TPA
(Fusening et al., 1973, 1978).

Kératinocytes transformés dérivant d'un carcinome obtenu apres
transplantation de cellules PDV dans des souris C57B1.
(Quintanilla ef al., 1991)

Kératinocytes immortalisés et transformés dérivant d'un carcinome
squameux métastatique portant une mutation homozygote au niveau
du gene Ha-ras (traitement DMBA/TPA) (Quintanilla ef al.., 1991)
Kératinocytes immortalisés et transformés dérivant d'un carcinome
métastatique portant une mutation homozygote au niveau du gene
Ha-ras (traitement DMBA/TPA). Cellules ayant une forme de fuseau
(Buchman ez al., 1991)
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NIH 3T3 Fibroblastes non tumorigeénes dérivant d'embryons de souris NIH
Swiss (Anderson et al., 1979)

STO Fibroblastes embryonnaires dérivant d'un tératocarcinome
(Martin & Evans, 1975)

RAW Macrophages dérivant d'une tumeur induite chez une souris femelle
BALB/c*BALB.B par inoculation de cellules BALB/c de rate
infectées in vitro par le virus leucémogene Abelson (A-MuLV)

M707/T Lignée cellulaire dérivant d'une érythroleucémie murine induite par
le complexe du virus de Friend (Harrison et al., 1978)

17-S1-T984 Myoblastes squelletiques différenciés dérivant d'un carcinome
embryonnaire (tératocarcinome) (Paulin ef al., 1982)

3TDM1 Trophoblastes différenciés dérivant d'un carcinome embryonnaire

(tératocarcinome) (Paulin et al., 1982)

Les lignées NIH 3T3, STO ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbeccos
Modified Eagle Medium), complété avec 10% de sérum de veau nouveau-né, décomplémenté
a56°C pendant 30 minutes et de la glutamine & une concentration de 4 mM. Les lignées C5N,
PDV, PDVC57, SN161 et Car B ont été cultivée dans du milieu SLM (Special Liquid
Medium, qui est du milieu DMEM avec une concentration double en acides aminés), complété
~avec 10% de sérum de veau fétal de la marque GIBCO/BRL et de la glutamine a une
concentration de 4 mM. Toutes ces lignées ont été cultivées en étuve humide a37°Ceta 5%

de CO,.
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III. ETUDE DE L’EXPRESSION DES GENES.
II1.1 Préparation de lysats cellulaires.

Les lysats cellulaires sont effectués pour les essais fonctionnels CAT et B-galactosidase.
Quarante heures apres transfection, les cellules sont lavées au PBS puis décollées des boites
dans du CAT-TEN (Tris-HCI (pH7,4) 40 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM). Elles sont
ensuite centrifugées 25 secondes a 10 000rpm. Le culot est remis en suspension dans 100ul
de Tris HCI 0,25M pH7,8 et les cellules sont lysées par chocs thermiques (10 minutes a -
80°C - 10 minutes a 37°C ; 3 cycles). Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation

10 minutes a 10 000 rpm en centrifugeuse «Eppendorf».
II1.2 Transfection des plasmides dans les cellules de souris.

La transfection s’effectue dans des cellules de 60 2 70% de confluence. La méthode,
dérivée de celle décrite par Graham et Van der Eb (1973), consiste en une précipitation de
I’ADN avec du phosphate de calcium.

10 2 20 ug d’ADN sont mis dans 400 ul d’H,0, auxquels on ajoute 100 ul de CaClL,
2,5 M. Cette solution est versée sous agitation dans 500 ul d’HBS 2x (NaCl 280 mM, 50 mM
~ Hépes, 1,5 mM Na,HPO,.2H,0 pH 7,12). Apres 15 a 30 minutes a température ambiante,
le précipité est versé directement dans le milieu de culture et les cellules sont incubées 2 37°C
avec 5% de CO,.

Le milieu de culture est renouvel€ au bout de 16 h et les cellules sont incubées pendant

24 h avant d’étre lysées soit pour les études enzymatiques soit pour récupérer les ARN.
I11.3 Dosage de Pactivité B-galactosidase.

L’activité enzymatique de la B-galactosidase est mesurée a partir des surnageants de
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lysats de cellules préalablement transfectées avec le plasmide pCH110 et le plasmide CAT
étudié. Le plasmide pCH110 contient le géne de la B-galactosidase dont I’expression est
placée sous la dépendance du promoteur de SV 40 (Hall ez al., 1983).

Classiquement, 40 ul de surnageant de lysat cellulaire sont incubés avec 1 ml de solution
A (60 mM NaHPO, 40 mM NaHPO, 10 mM KCI, 1 mM MgClL, 50 mM B-
mercaptoéthanol) et 200 ul de solution B (60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 2 mg/ml o-
nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG)) a 37°C pendant 1 24 h. La réaction est arrétée
avec 0,5 ml de solution C (1 M Na,CO,). L’activité de la B-galactosidase est évaluée par

mesure de la densité optique a 420 nm.

I11.4 Dosage de Pactivité chloramphénicol acétyl-transférase.

Un volume compris entre 0 et 30 ul de surnageant de lysat cellulaire (apres
correction en fonction de I’efficacité de tranfection, déterminée par le test enzymatique de
la B-galactosidase) est incubé de 30 minutes a 2 heures a 37°C, avec 5 ul d’acétyl coenzyme
A 4 mM, dans du Tris-HC1 0,25 M pH7,8, 1 ul de “C-dichloroacétyl 1,2 chloramphénicol
20,05 mCi/0,5 ml, dans 20 ul de Tris-HC1 0,25 M pH7,8, le volume étant porté a 55 ul avec
du Tris-HC1 0,25 M pH7,8 si nécessaire. La réaction est arrétée par 1’addition de 0,6 ml
~ d’acétate d’éthyle. Le mélange homogénéisé est centrifugé 5 minutes 2 10 000 rpm en
centrifugeuse «Eppendorf». La phase organique est prélevée et séchée sous vide.

Le culot est remis en suspension dans 20 ul d’acétate d’éthyle et chromatographié sur
couche mince de gel de silice (20 x 20 cm de 1a marque Polygramm). La séparation des formes
acétylées du substrat initial est réalisée par migration pendant 45 minutes en tampon
chloroforme/méthanol (95/5).

Les couches minces sont alors mises en autoradiographie et le film est révélé apres 24
h. Le pourcentage d’acétylation est déterminé grice a la radioactivité qui est estimée par le
comptage en scintillation liquide des tiches de chloramphénicol découpées a partir du gel de

silice (Gorman et al., 1982).
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I11.5 Dosage de ’hormone de croissance humaine (hGH).

Cette technique a ét€ initialement décrite par Selden et ses collaborateurs (1986). Le
gene de ’hormone de croissance humaine est utilisée comme gene reporteur de ’activité
promotrice ou enhancer des séquences étudiées. Quand un vecteur d’expression de cette
hormone est transfectée de fagon stable ou transitoire dans des cellules en culture, I’hormone
de croissance exprimée est secrétée par les cellules et le milieu de culture est directement
utilisé pour ’activité de cette hormone. L’essai radioimmunologique est effectué selon les
spécifications du fabricant du kit de dosage (Biogenesis). La hGH (human growth hormone)
dans le milieu de culture est incubée avec un anticorps monoclonal murin anti-hGH marqué
a [*I]. Un second anticorps monoclonal ﬁxé a de la biotine et dirigé contre un autre épitope
de hGH est également incubé avec le milieu de culture. La hGH prise entre ces deux anticorps
et récupérée du milieu grice a des billes de verre recouvertes d’avidine aprés 4 h d’incubation
a température ambiante. Les billes fixent la biotine couplée au premier anticorps anti-hGH
et apres les avoir lavées de I’anticorps non fixé, la quantité de ['*’I] est directement mesurée

en compteur a émission ¥.
II1.6 Analyse des ARNm par cartographie a la nucléase S1.

La sonde est préalablement précipitée avec I’ARN dans les conditions suivantes : 5 a
10 x 10* cpm de sondes sont mélangés avec 10220 ug d’ARN, 10 ug d’ARNt, 0,1 volume
d’acétate de sodium (pHS,5) 3 M, 2,5 volume d’éthanol, etal solution est gardée 1 ha-80°C.
Apres centrifugation pendant 10 minutes a 4°C en centrifugeuse Eppenorf, le culot est séché
et remis en suspension dans 10 ul de tampon d’hydridation (PIPES (pH6,4) 40 mM, NaCl
400 mM, EDTA 1 mM, formamide 80%). Ces 10 ul sont incubés a 90°C pendant 2 minutes
et ramené a 40°C lentement pendant une nuit.
La digestion est effectuée dans du tampon de digestion ( NaCl 250 mM, acétate de

sodium 30 mM, sulfate de zinc 1 mM, ADN de sperme de saumon 200 pg/ml). Ce tampon



171

est refroidi dans la glace. 235 ul de tampon de digestion froid est ajouté au mélange
d’hybridation et le tube est placé dans la glace. 3000 unités de nucléase S1 sont ajoutées et
la solution est incubée a 37°C pendant 1 h. Les protéines sont extraites par une extaction
phénol/chloroforme puis la sonde est précipitée avec de I’acétate de sodium 0,2 M, 10 ug
d’ARNL et 2 volume d’éthanol, pendant 30 minutes a -80°C. Apres centrifugation, le culot
est redissout dans 8 ul de tampon de séquence. Les échantillons sont chargés sur gel
d’acrylamide dénaturant a 7%. Apres électrophorese a 1300 V, le gel est séché et

autoradiographié au moins une nuit a -80°C.

IV. INTERACTIONS ADN-PROTEINES.

IV.1 Préparation d’extrait de protéines nucléaires.

Les extraits de protéines nucléaires ont ét€ obtenus a partir de culture de lignées
cellulaires par une méthode modifiée d’apres le procédé initialement décrit par Emerson et
ses collaborateurs (1982). Toutes les solutions utilisées dans cette préparation sont gardées
a4°C et contiennent les inhibiteurs de protéases suivants : PMSF 0,5 mM, EGTA 0,1 mM,
butyrate de sodium 1M, B-glycérophosphate 1M, benzamidine 50 mM, bestatine (1 mg/ml),
leupeptine (1 mg/ml), pepstatin (1 mg/ml).

10' cellules sont récupérées dans du PBS et centrifugées a 2000rpm a 4 °C pendant 20
minutes. Le culot de cellule est lavé avec 200 ml de TMS (sucrose 0,25 M, MgCL5 mM,
Tris-HCI (pH 7,9) 10 mM), et centrifugé dans les mémes conditions. La méme procédure est
répétée avec 200 ml de TMS/0,25 % triton X-100. Les noyaux sont rincés deux fois avec 200
ml de TMS puis une fois avec 100 ml de TMS. Avant la centrifugation avec les 100 ml de
TMS, 100 ul sont prélevés et mélangés dans 900 ul d’eau, puis 9 ml de NaOH 1M sont ajoutés.
Apres sonication de ces 10 ml, 1a concentration en acides nucléiques est déterminée par dosage
spectrophotométrique a 260 nm. Cette mesure indirecte permet d’évaluer la quantité de

noyaux présents dans la préparation. Apres le troisieme lavage au TMS, les noyaux sont remis
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en suspension dans du TMS 2 une concentration d’acides nucléiques de 5-10 mg/ml. 1/10
du volume de NaCl 4M est ajouté goutte A goutte sous agitation magnétique et dans la glace
afin d’extraire les protéines non-histones des noyaux. Apres 10 minutes, le surnageant est
clarifié par centrifugation a 15 000 g pendant 15 minutes, puis a2 100 000 g pendant 1 ha4°C.
Du (NH,),SO, est ajouté a la solution a raison de 0,35 mg/ml et mis sous agitation dans la
glace pendant 20 minutes. Les protéines ainsi précipitées sont centrifugées a 10000 g a4°C
pendant 30 minutes. Le culot de protéines et ensuite resuspendu dans du tampon E
((NH,)),SO,50 mM, Hépes 20 mM, MgCl,5 mM, EDTA 0,1 mM, 1 mM dithiothréitol, 20%
(v/v) glycérol, 0,1% Brij 35, (pH 7,9)), etdialysé une nuit a4 °C contre du SB (Storage buffer
: NaCl150 mM, Hépes (pH 7,9) 20 mM, MgClL,5 mM, EDTA 0,1 mM, 20% (v/v) glycérol,
dithiothréitol 1 mM). Les protéines nucléajfes sont ensuite clarifiées par centrifugation a 100

000 g 2 4°C pendant 1 h. Le surnageant est aliquoté et stocké a -80°C.

1V.2 Retard sur gel.

Cette technique a été utilisée pour caractériser les protéines se fixant sur les séquences
désoxyribonucléiques mises en évidences dans les expériences de protection contre 1’action
dela DNase I. La technique utilisée est une version modifiée de celle initialement décrite par
Garner et Revzin (1981).

Le volume total de réaction est de 20 ul avec 1 ul d’oligonucléotide double brin marqué
en5' au *P (100 pg), 2 pl de poly(dI)(dC) (3 ug/ml), 1 ul d’oligonucléotide compétiteur a
100 ng/ul, si nécessaire, et 14 ul de SB a la concentration final en NaCl de 50 ou 150 mM.
Le mélange de réaction est incubé dans la glace pendant 30 minutes a 1 h. Les complexes
ADN protéines sont séparés de la sonde libre par électrophorese en gel de polyacrylamide
a 5%, TBE 0,2x, pendant 2 h sous 150 V. Le gel est préalablement équilibré pendant 90

minutes a 150 V. Il est ensuite séché sous vide a 80°C et autoradiographié.
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IV.3 Empreinte a la DNase 1.

Cette technique a été utilisée pour identifier des sites de fixation de protéines nucléaires
sur I’ADN d’apres la méthode de Plumb et Goodwin (1988).

La sonde (moins de 20 ng) marquée en 5' au™P (paragraphe 1.5.2) est incubée dans du
SB (Storage Buffer) dans la glace avec 1 ug de poly (dI)(dC) comme compétiteur non
spécifique pour la fixation de protéines sur la sonde, et 0 a 800 ug d’extrait de protéines
nucléaires, dans un volume final de 100 ul. Un oligonucléotide compétiteur pour une
séquence spécifique de I’ADN est ajoutée si nécessaire dans un exces 250 M. Le mélange
est incubé dans la glace pendant 60 minutes avant d’ajouter la DNase I a la concentration
appropriée. La concentration de DNase ajoutée dépénd de la concentration de I’extrait de
protéines nucléaires et de I’ADN compétiteur, et est déterminé par des essais de digestion
préalables avec différentes concentrations en DNase I (de 1 & 10 ul d’une gamme de dilution
de DNase I dans du SB/CaCl, 0,1 mM). La concentration en DNase I est choisie de fagon
a ce que statistiquement, une seule coupure par molécule de sonde ait lieu. Apres 30 secondes,
la réaction de digestion est arrétée par addition de 100 ul de tampon stop (Tris (pH8) 100mM,
EDTA 10mM, SDS 0,5%, protéinase K 0,4 mg/ml, ARNt 0,1 mg/ml, NaCl 0,1 mM) et
incubation, d’abord pendant 30 minutes a 37°C, puis 2 minutes 2 90°C. La sonde d’ADN
est extraite par des extractions a 1’aide d’un mélange phénol/chloroforme et de chloroforme
_ suivies d’une précipitation avec 600 ul d’éthanol absolu et 5 pl de LiCl 5 M, dans la
carboglace pendant 15 minutes. Le tube est centrifugé et le culot d’ADN est lavé avecl ml
d’éthanol puis séché sous vide et remis en suspension dans 8 ul de tampon de séquence
(formamide déionisé 95% (v/v), cyanol de xylene 0,1% (p/v), bleu de bromophénol 0,1%
(p/v)). Les échantillons sont dénaturé a 90°C pendant 2 minutes et chargés sur gel
d’acrylamide dénaturant a 6%. L’€lectrophorese se fait pendant 90 a 180 minutes selon la
région de la sonde que 1’on désire visualiser. Une réaction de séquence Maxam-Gilbert G+A
réalisée sur la méme sonde est mise a migrer en méme temps que les autres réactions de
protection contre I’action de la DNase I. Le gel est ensuite séché sous vide et mis a

autoradiographier dans une cassette avec écran, pendant une nuit a -80°C.
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