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RESUME
Identification d'une interaction protéique spécifique a une séquence conservée dans la région 3'
non-traduite de ' ARN messager de prostaglandine endoperoxide H synthase-1
Maryse Duquette
Département de biochimie, microbiologie et immunologie,
Université d'Ottawa

L'enzyme prostaglandine endoperoxide H synthase-1 (PGHS-1) est tres abondante dans les
plaquettes ol elle catalyse I'étape limitante dans la formation du thromboxane A; (TxA,), une
substance agrégatoire et vasoconstrictive. Cependant, dans les cellules desquelles dérivent les
plaquettes, les mégacaryocytes, I'enzyme est quasi absente bien que son ARN messager (ARNm)
soit présent. En effet, lorsque les cellules MEG-01 sont récoltées apres 1 et 4 jours d'exposition
au TPA pour stimuler leur différenciation en plaquettes, les niveaux d'ARNm de PGHS-1 sont
élevés dans les deux extraits, tandis que l'enzyme n'est détectée qu'aprés 4 jours. Nous avons
émis I'hypothése qu'une interaction ARN-protéine(s) dans la région 3’ non-traduite (R3'NT) de
I'ARNm PGHS-1, pourrait expliquer le délai observé entre les accumulations d'ARNm et de
protéine PGHS-1. Les séquences de la R3'NT de I'ARNm PGHS-/ de quatre especes
mammiféres ont été comparées, ce qui a permis ['identification d'un segment de 20 nucléotides
(nts) parfaitement conservé. Cette séquence a été utilisée comme sonde d'ARN dans des études
de retardement sur gels. Les extraits cytoplasmiques de MEG-01 traitées avec le TPA pour ]
jour, mais non pour 4 jours, contiennent des facteurs protéiques fixant la séquence de 20 nts, et
la spécificité de cette interaction a été démontrée par l'utilisation d'une sonde antisens. De plus,
en introduisant des mutations dans la séquence de 20 nts, nous avons montré que cette
interaction spécifique impliquait des résidus uridines. Par ailleurs, le fractionnement sur sucrose
de 'ARN total isolé des MEG-01 traitées pour 1 jour a montré que 'ARNm PGHS-/ semblait lié
aux ribosomes, indiquant une activité traductionnelle potentielle. Pourtant aucune protéine n'est
détectée par immunobuvardage Western dans ces cellules et ce, méme en présence de différents
inhibiteurs des systtmes protéolytiques intracellulaires. Ces observations suggerent que les
niveaux de protéine PGHS-1 sont régulés traductionnellement, et qu'un retard dans la syntheése
protéique plutdt qu'une dégradation de la protéine nouvellement synthétisée, pourrait expliquer
le délai observé entre les accumulations dARNm et de protéines dans les cellules MEG-01 en
différenciation. Nous proposons un modéle dans lequel la fixation du complexe protéique a
I'élément de 20 nts, présent dans la R3'NT de PGHS-1, pourrait réguler de fagon négative la
synthése de la protéine PGHS-1, alors que l'abolition de l'interaction permettrait la traduction et

I'accumulation de la protéine PGHS-1.
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1. INTRODUCTION

1.1 Problématique et objectif général

11 existe deux isoformes PGHS, PGHS-1 et PGHS-2, aussi connues sous le nom de
cyclooxygénase-1 et -2 (COX-1 et COX-2) (13;14). Bien qu'elles catalysent la méme
réaction: la synthése de PGH,, chacune d'elle semble participer a des fonctions
physiologiques distinctes (15), et leur principale différence réside dans la régulation de
leur expression. Alors que PGHS-1 est exprimée dans la plupart des tissus de fagon
constitutive, PGHS-2, absente dans les tissus non stimulés, peut étre rapidement induite
en réponse a des stimuli inflammatoires (9;16). La littérature la décrit donc comme
étant la forme inductible (PGHS-2) par opposition a la premiére isoforme identifiée
historiquement, la forme constitutive (PGHS-1) (16). L'importance des enzymes PGHS
a été mise & jour par l'utilisation des NSAID (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs),
drogues telles que I'Aspirin, 'Advil et le Celebrex. Les NSAID sont largement utilisées
dans le traitement de la douleur et de la fiévre, composantes de l'inflammation.
Cependant, l'utilisation des NSAID dans le traitement de larthrite ou des maladies
inflammatoires chroniques entraine souvent des effets secondaires (ulcéres,
complications gastro-intestinales) attribués & l'inhibition de l'isoforme PGHS-1 (4).
Paradoxalement, il a été montré que I'Aspirin diminuait l'incidence des maladies
cardiovasculaires associées a des fonctions hyperplaquettaires (5;6). En effet, a faible
dose, I'Aspirin inhibe sélectivement et de fagon irréversible l'enzyme PGHS-1 présente
dans les plaquettes. Cette inhibition diminue la production de prostaglandine H
(PGHS,), le substrat de I'enzyme thromboxane synthase qui produit le thromboxane A;

(TxA,), principale prostanoide produite par les plaquettes et favorisant leur agrégation



(1;6-8). Les plaquettes ne possédant pas de noyau et se renouvellant a tous les 7-10
jours, lorsque I'enzyme PGHS-1 est inhibée par I'Aspirin de fagon irréversible, aucune
activité PGHS-1 n'est produite jusqu'a la regénération de nouvelles plaquettes (6). Ceci
suggére que PGHS-1 a un réle prédominant dans les maladies cardiovasculaires, d'ou
I'importance de comprendre la régulation du géne PGHS-/. Par ailleurs, les plaquettes
sont l'une des plus riches sources de PGHS-1 dans le corps, elles représentent donc un
systéme approprié pour étudier I'expression de ce gene (9).

Notre recherche vise & déterminer les mécanismes par lesquels I'expression de
PGHS-1 est régulée dans les plaquettes. Cependant, étant donné que les plaquettes sont
des cellules anucléées, leur contenu protéique est le résultat de l'expression génique dans
les cellules précurseurs, les mégacaryocytes (10). Comme modéle d'étude de
l'expression du géne PGHS-I, la lignée cellulaire mégacaryoblastique, MEG-01,
stimulée & se différencier en plaquettes par le TPA, est utilisée (11). Notre modele
d'étude in vitro, nous a permis d'observer des profils d'induction de 'ARNm et de la
protéine PGHS-1, espacés dans le temps; I'augmentation de la protéine étant retardée
malgré I’augmentation rapide des niveaux d’ARNm PGHS-I1(12). Afin de mieux
comprendre le patron d’expression du géne PGHS-1 dans notre modele in vitro,
l'objectif général de mon projet fut de tenter d'expliquer le délai observé dans

Paccumulation de la protéine PGHS-I1.

1.2 La voie des PGHS et son importance physiologique
La voie enzymatique des prostaglandine endoperoxide H synthases-1 et 2 (PGHS-

1 et -2) méne a la formation des prostaglandines et des thromboxanes, des dérivés



d'acide gras bis-oxygénés faisant partie de la famille des éicosanoides (1). Les
prostaglandines et les thromboxanes, collectivement connus sous le nom de ¢, sont des
hormones autocrines et paracrines qui régulent un large éventail de fonctions et qui sont
capables d'exercer leurs effets physiologiques a de tres faibles concentrations (1). La
cascade enzymatique menant & la formation des prostanoides est divisée en trois étapes,
dont la deuxiéme, I'étape limitante, est catalysée par 1'enzyme PGHS (9;17) (Fig. 1.1).
Le principal précurseur des prostanoides est l'acide arachidonique (AA) ou acide
éicosatétraénoique (20:4w-6), un acide gras tétra-insaturé de 20 carbones, membre de la
classe des acides gras essentiels oméga-6 et dérivé de l'acide linoléique (18). Les PGHS
sont influencées par les concentrations d'AA disponibles; de fortes concentrations
(>25uM) d'AA vont favoriser la synthése de prostanoides via PGHS-1, tandis que la
régulation allostérique négative de PGHS-1 permet a PGHS-2 d'agir 4 de faibles
concentrations d'AA (<1pM), indépendemment de la présence de PGHS-1 dans la
cellule (9;19;20). L'AA étant stocké parmi les phospholipides membranaires, la
premiére étape de la cascade menant & la formation des prostanoides, est I'hydrolyse de
I'AA par différentes phospholipases en réponse a un signal hormonal. Une fois libéré,
I'AA est rapidement métabolisé par la double action d'une des isoformes de PGHS: une
activité cyclooxygénase responsable de la bis-oxygénation de I'AA menant a la
formation de I'intermédiaire prostaglandine G, (PGG), puis une activité peroxidase qui
réduit le PGG, en PGH, (1). En compétitionnant avec le substrat AA pour I'accés au site
catalytique cyclooxygénase, les NSAID inhibent la synthése des prostanoides en

inactivant I'enzyme PGHS (2;3;35;36). Ces drogues sont capables d'inhiber efficace-



Figure 1.1: Voie de biosynthése cellulaire des prostanoides. Cette cascade se divise
en trois étapes principales: 1) La libération de I'AA par des phospholipases; 2) La
transformation de I'AA en PGG; puis en PGH; par la double activité des PGHS; 3) La
conversion par différentes synthases ou isomérases du PGH, en une variété de
prostanoides. (Adaptée de Smith, WL, 1992 (17)).
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ment, selon des profils pharmacologiques variés, les deux isoformes de I'enzyme PGHS
(34). La derniére étape de la cascade de i'AA est la conversion du PGH; en prostanoides
biologiquement actives par un ensemble de synthases et d'isomérases. Le type de
prostanoide qu'une cellule produit dépend de la synthase/isomérase qu'elle contient, par
conséquent, une cellule donnée synthétise majoritairement un type de prostanoide. Les
plus importants prostanoides sont les PGD;, PGE,, PGF2,, PGI; et le TxA; (1).

La variété de prostanoides obtenue ainsi que leur large distribution dans le corps
humain, font de ces métabolites des médiateurs impliqués dans une panoplie de
fonctions. Briévement, la PGD, est la principale prostaglandine produite durant la
réponse inflammatoire dans la peau (21) et est aussi la majeure prostaglandine produite
par les mastocytes (22;23). PGD; est également synthétisée par les plaquettes en faible
quantité et peut inhiber leur agrégation (24). PGE,, pour sa part, a un role important
dans la régulation des fonctions rénales. Elle est produite par les cellules des tubules
collecteurs et les cellules mésangiales qui produisent également la PGF,q (25-27). La
PGE, et la PGF,, sont aussi formées par les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins et sont impliquées dans la cyto-protection de la muqueuse gastrique (28), ainsi
que dans les fonctions reproductives chez la femme (eg: ovulation, parturition) (29). Par
ailleurs, PGHS-1 est l'isoforme prédominante qui produit la PGE; dans les poumons
(30). La PGI,, ou prostacycline, est synthétisée par les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins et les cellules des muscles lisses. Elle agit comme susbtance
vasodilatatrice et inhibitrice de l'agrégation des plaquettes et participe aussi a la cyto-

protection de la muqueuse gastrique (31;32). En opposition a la PGI,, le TxA; est un



vasoconstricteur et un agent thrombogénique, synthétisé principalement par les

plaquettes, les poumons et les macrophages (1;8;33).

1.3 Purification de la protéine PGHS-1 et ses propriétés

La premiére isoforme de PGHS fut purifiée en 1976 a partir de glandes
vésiculaires bovines (13). Aprés la découverte d'une seconde isoforme, 15 ans plus tard,
on nomma la premiére isoforme isolée PGHS-1, afin de la distinguer de l'isoforme
nouvellement caractérisée, PGHS-2.

La région codante de PGHS-/ donne naissance a une protéine de 600 résidus chez
le mouton, ce nombre varie de 1 ou 2 résidus selon l'espece; 599 aa et 602 aa pour
I'enzyme humaine et murine, respectivement. Toutefois, toutes les formes matures de la
protéine PGHS-1 contiennent 576 aa aprés élimination du peptide signal qui varie de 23-
26 aa, selon l'espéce (37-39). Les structures primaires de la protéine PGHS-1 humaine
(hPGHS-1), ovine et murine montrent ~90% d'identité entre elles (37-39). Basé sur la
séquence d'aa, le poids moléculaire prédit de la protéine mature serait autour de 65.6
kDa (40). Pourtant, cette enzyme a un poids moléculaire apparent de 70 kDa et migre en
une bande unique sur un gel d'électrophorése dénaturant (SDS-PAGE) (41). Cette
différence est attribuable au fait que I'enzyme PGHS-1 est une glycoprotéine N-
glycosylée dont les oligosaccharides sont riches en mannoses (1x Mans[NacGln]; et 2x
Mano[NacGln],) (42). Au total, quatre séquences consensus pour la N-glycosylation
(Asn-X-Ser/Thr) ont été localisées dans la séquence d'aa de PGHS-1 ovine (oPGHS-1)
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aux positions Asn®, Asn'® Asn'* et Asn*'® (37;40;43) qui sont conservées chez

104

I'homme (38) et la souris (39). Alors que le site consensus Asn  n'est pas glycosylé



(44), il semblerait que la glycosylation sur les résidus Asn® | Asn'** et Asn™'? soit
requise pour le bon repliement de la protéine. Par contre, une fois la conformation
native atteinte, la glycosylation de ces trois résidus ne serait pas essentielle pour le
maintien de l'activité enzymatique de PGHS-1 (44). La localisation de ces sites de
glycosylation et de d'autres acides aminés importants est indiquée sur le schéma de la
figure 1.2A. L'enzyme PGHS-1 posséde aussi la séquence S/PTEL a son extrémité C-
terminale, un motif analogue & KDEL, qui permet la rétention de cette protéine dans la
lumiére du réticulum endoplasmique (RE) (45). En effet, il a ét¢ montré que PGHS-1
était localisée sur la surface luminale du RE. Dans certains types de cellules, elle
semble également présente sur la surface luminale de I'enveloppe nucléaire, contigué au
RE, et ce, autant dans la membrane interne qu'externe. Elle est cependant absente de la
membrane plasmique (46;47;48;49).

Bien avant la détermination de la structure en trois dimensions de PGHS-1 par
cristallographie, l'utilisation de détergents, nécessaire pour extraire la protéine des
membranes, avait suggéré que cette protéine faisait partie de la classe des protéines
membranaires intégrées (41), mais les efforts pour identifier des domaines
transmembranaires n'avaient pas donné de résultats convainquants (40;43). De plus, des
expériences de clivages protéolytiques sur des préparations membranaires de PGHS-1
avaient indiqué que l'enzyme n'était pas simplement ancrée flexiblement & la membrane
puisque les fragments libérés par protéolyse étaient inactifs (50). Ces observations
furent conciliées grace a l'obtention de la structure en trois dimensions de l'enzyme
oPGHS-1, par cristallographie (50). Comme montré 4 la figure 1.2B, la protéine PGHS-

1 est caractérisée par une structure globulaire et compacte dépourvue de régions trans-



Figure 1.2: Structure de la protéine oPGHS-1. A) Position des trois domaines de la
oPGHS-1 par rapport aux extrémités N- et C-terminales et localisations de differents
acides aminés importants, tels que ceux impliqués dans la catalyse (voir texte pour
détails). B) Diagramme d'un homodimére de oPGHS-1 représenté avec la drogue
flurbiproféne (jaune) liée dans le site actif cyclooxygénase. L'homodimere est ancré
dans un seul feuillet de la bicouche lipidique sur la surface luminale. Le domaine EGF
est en vert; le domaine de liaison membranaire (MBD) est montré en orange; les
domaines catalytiques peroxidase et cyclooxygénase, en bleu. Le groupement heme est
montré en rouge. (Schéma adapté de Smith WL, 2000 (9)).
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membranaires distinctes et présentant un mécanisme d'attachement a la membrane assez
particulier. Les auteurs ont proposé un modele d'interaction avec la membrane dans
lequel I'enzyme s'associerait & un seul feuillet de la bicouche lipidique au moyen d'un
domaine de liaison 4 la membrane MBD (Membrane Binding Domain). En effet, les
surfaces hydrophobiques des hélices amphipatiques (A, B, C et le début de D) du
domaine MBD forme une zone hydrophobique qui permet d'ancrer la protéine dans la
membrane. Cependant cette surface d'interaction n'est pas assez profonde pour s'étendre
au-dela du premier feuillet de la bicouche lipidique, par conséquent la protéine PGHS-1
.est considérée comme une protéine membranaire monotopique (50-52). Une autre
observation de I'étude cristallographique est que la protéine PGHS-1 est un homodimere
structurel ol les deux monomeres sont grandement en contact |'un avec 'autre (50). La
dimérité fonctionnelle a aussi été démontré par la suite (53), mais les chercheurs ne
s'expliquent toujours pas pourquoi cette dimérisation est nécessaire dans la catalyse, et si
elle est présente in vivo.

Chaque monomére est formé de trois domaines distincts: le domaine EGF
(Epidermal Growth Factor), le domaine MBD et le domaine catalytique (Fig. 1.2). Les
résidus de 'extrémité N-terminale, forme un petit domaine compact possédant 3 ponts
disulfures, désigné sous le nom de domaine EGF (en vert) & cause de sa ressemblance
avec la structure du facteur de croissance épidermal. Ce module est rattaché au corps de
I'enzyme par un autre pont disulfure et forme l'interface entre les deux monoméres de
PGHS-1. Le domaine de liaison & la membrane (en orange), MBD, dont la séquence
d'une cinquantaine d'aa suit celle du domaine EGF, est constitué de quatre hélices-a (A,

B, C, et D) courtes, consécutives et fortement amphipatiques, dont la derniére, I'hélice
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D, converge vers le domaine catalytique de l'enzyme. Les résidus hydrophobiques et
aromatiques émanant vers l'extérieur des hélices, loin de la surface hydrophilique du
domaine catalytique, forment ainsi la zone hydrophobique qui interagit avec un seul
feuillet de la bicouche lipidique. Sur leur c6té opposé, les hélices ont quelques résidus
chargés qui sont bien positionnés pour interagir avec les tétes polaires des
phospholipides (50). Finalement, le large domaine catalytique (en bleu) qui posseéde une
structure globulaire, forme le plus gros des trois domaines (environ 460 aa) a l'extrémité
C-terminale de PGHS-1 (50). Etant donné la surface polaire du domaine catalytique, il
est probablement extérieur & la membrane, tout comme les trois sites de glycosylation
(44;50). L'analyse de sa structure permet de distinguer deux lobes formés de plusieurs
hélices, un petit et un large, a l'interface desquels le site actif peroxidase est situé. Ce
site actif contient le groupement héme (en rouge) localisé prés de la surface protéique et
qui lui transfert les deux électrons nécessaires a son activité. Le site cyclooxygénase se
distingue par un long et étroit tunnel hydrophobique qui s'étend du domaine MBD vers
le centre du monomeére, de sorte que le substrat hydrophobique, I'AA, libéré de la
membrane, n'est jamais exposé & un environnement hydrophile. Le site actif
cyclooxygénase est ainsi directement accessible de I'intérieur de la bicouche, malgre
qu'il soit situé & l'extérieur de la membrane (50). Comme établi par cristallographie, les
deux réactions catalysées par I'enzyme PGHS-1 ont lieu dans des sites distincts, mais
structurellement et fonctionnellement interconnectés. Pour que la réaction de
cyclooxygénase ait lieu, il faut que le groupement héme dans le site peroxidase subisse
une oxydation de deux électrons, elle est donc peroxide-dépendante (54). Pour sa part,

I'activité peroxidase peut opérer de fagon indépendante de l'activité cyclooxygénase, tel
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que lors d'une inhibition par les NSAID (55). L’activité peroxidase a donc deux
fonctions dans la synthése des prostanoides: réduire le PGG; en PGH; et activer la
réaction cyclooxygénase (56;57).

Des études ont permis d’identifier les résidus impliqués dans la réaction de
catalyse de oPGHS-1 (Fig. 1.2A), tels que les trois résidus His*®8, His®® et His?”,
nécessaires aux activités peroxidase et cyclooxygénase de l'enzyme. Le premier est le
ligand proximal du héme, le second le ligand axial, tandis que le dernier est situé sur le
coté distal du héme sans toutefois le lier formellement (9;39;50;58). 1l y a aussi le
résidu Tyr*® dont la chaine latérale est située entre les sites de liaison de 'AA et de
PGG, dans le site actif cyclooxygénase, au sommet du tunnel (50). La formation d'un
radical tyrosyl serait impliquée dans l'initiation de la réaction cyclooxygénase en attirant
un hydrogéne 13-proS du substrat AA, mais ne serait pas requis pour l'activité
peroxidase (59). De plus, ce radical tyrosyl pourrait étre impliqué dans l'inactivation
suicide de PGHS-1 par laquelle 1'activité cyclooxygénase arréte de fonctionner 1-2 min
aprés l'exposition au substrat (9). Par ailleurs, l'ArgIZO est aussi localisée dans le tunnel
du site actif et sert de contre-ion pour le groupement carboxylate de I'AA et des NSAID
(50;60). La Tyr’>, située sur le coté opposé du site actif relativement & I'Arg'®,
administre la stéréospécificité de PGHS-1 envers les NSAID (50). D'autrepart, c'est la
chaine latérale de la Ser™’, aussi située dans le canal hydrophobique, qui est acétylée par
I'Aspirin, ce qui entraine une inactivation irréversible de I'activité cyclooxygenase sans
affecter l'activité peroxidase (61). En effet, 'acétylation bloque l'acces de I'AA au site
actif cyclooxygénase en plagant un groupement acétyl, stériquement emcombrant, sur la

530

Ser>™ qui s'avance ainsi dans le canal hydrophobique (39).
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1.4 Clonage et caractérisation du géne PGHS-1

Environ 10 ans se sont écoulés entre la purification de la protéine et le clonage de
I'ADNc de PGHS-1 du mouton (37;40;43), de 'homme (38;62) et de la souris (39).
Chez I'homme, le géne est situé sur le bras long du chromosome 9 (9q32-g33.3), il
s'étend sur 22.5 kb et contient 11 exons et 10 introns. Les exons 1 et 2 contiennent le
site d'initiation de la traduction et le peptide signal (38;62;63). Le promoteur de PGHS-
I partage les propriétés caractéristiques d'un géne domestique: il ne possede pas de boite
TATA, contient plusieurs sites d'initiation de la transcription et a une séquence riche en
GC (63;64). Bien que le promoteur de APGHS-I contienne des sites d'interaction
potentiels pour les activateurs de transcription AP2, Spl, NF-IL-6, SSRE, NF-kB,
GATA-1 et PEA3 (64;65), il n'a pas montré d'induction transcriptionnelle significative
(36;62;66-68).

La transcription du géne PGHS-/ donne naissance a des ARNm dont le cadre
ouvert de lecture mesure 1.8 kb (39;43;62). Cette région est bordée en amont, d'une
courte RS'NT de 35 nts' et en aval, d'une R3'NT pouvant mesurer jusqu'a 3.3 kb. En
effet, chez 'humain, 3 transcrits de PGHS-1, dérivés d’une polyadénylation alternative
et se différenciant par la longueur de leur R3'NT, ont été identifiés. Le plus abondant
des trois, et le plus court, est le transcrit de 2.8 kb, dont les séquences, codante et R3'NT,
ont été déterminées dés 1988 et ce, chez plusieurs espéces (37;39;62). Ce transcrit est
dérivé d'un site de polyadénylation canonique AATAAA et ne contient qu'un seul motif
d'instabilit¢ AUUUA, situé a environ 125 nts aprés le codon d'arrét (69). La nature

moléculaire du transcrit de 5.1 kb a été rapportée plus tard, en 1996 (69). Il s'agit du

! Observation non-publiée: O. Laneuville
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plus long des trois transcrits et du plus faiblement exprimé. II contient les trois motifs
d'instabilité retrouvés dans la R3'NT de PGHS-1. En effet, 2 des 3 motifs sont situés
vers l'extrémité 3' de la R3'NT en aval du site de polyadénylation pour le transcrit de 4.5
kb (12). Le peu de motifs d'instabilité retrouvés dans la R3'NT contribue probablement
au fait que I'ARNm de PGHS-1 soit un ARNm relativement stable. Le dernier transcrit
est celui de 4.5 kb, identifié récemment par notre laboratoire. Il origine d'un site de
polyadénylation alternatif non-canonique (AAGAAA) et il est détecté principalement
dans les MEG-01 et la vessie; son profil d'expression varie en fonction des tissus (12).
La structure du géne PGHS-1 et la localisation des trois sites de polyadénylation sont
illustrées a la figure 1.3.

Etant donné la nature constitutive de PGHS-1, il fut généralement assumé qu'une
souris déficiente en enzyme PGHS-1 souffrirait de diverses pathologies et défauts
physiologiques. Toutefois, aucun changement significatif n'a été observé chez ces souris
(70). 1l s'est avéré que les souris déficientes en PGHS-1 se développaient normalement
et ne présentaient aucun probléme de santé apparent (70). Différents paramétres ont été
étudiés, dont celui de la formation d'ulcéres. Etant donné que le présumé mécanisme
d'ulcération gastrique est I'inhibition de PGHS-1 par les NSAID, le fait que les souris
déficientes en PGHS-1 n'aient pas d'augmentation du nombre d'ulcéres spontanés fut un
résultat contraire aux attentes. Ceci suggérait que l'absence de PGHS-1 en elle-méme, et
donc son inhibition, n'était pas suffisante pour causer des Iésions (70). D'ailleurs, ces
souris étaient moins sensibles a I'induction d'ulcéres par les NSAID. D'autre part, une
méthode standard pour tester le degré d'inflammation induit par I'application d'un irritant

sur l'oreille, soit I'AA ou le TPA, a montré une diminution de la réponse inflammatoire a



Figure 1.3: Stucture du géne APGHS-1. Le géne hPGHS-1 est situé sur le
chromosome 9 et contient 11 exons qui donnent lieu a un cadre ouvert de lecture de 1.8
kb. La R5'NT est courte cependant, la R3'NT s'étend jusqu'a 3.3 kb et contient 3 sites de
polyadénylation qui donnent naissance 4 trois transcrits de 2.8, 4.5 et 5.1 kb.
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court terme (2 hrs) envers I'AA; PGHS-2 étant probablement responsable de la réponse a
long terme. Toutefois, la réponse au TPA n'a pas changé, suggérant que PGHS-2 était
davantage impliquée dans cette réponse que PGHS-1 (70). Comme prévu, I'enzyme
PGHS-1 étant impliquée dans l'agrégation des plaquettes, un changement dans la courbe
d'agrégation a été observé. En effet, la courbe d'agrégation pour les plaquettes
provenant de souris homozygotes mutantes a montré que I'agrégation était plus lente et
moins prononcée, comparativement aux plaquettes des souris non-mutantes (70). Enfin,
le dernier aspect étudié, celui de la reproduction, représente peut-étre la plus sérieuse des
déficiences affectant ces souris. Bien qu'elles soient fertiles, capables de se reproduire et
de mener a terme la gestation, ces souris sont incapables de donner une progéniture
viable lorsque deux homozygotes mutants sont croisés. En effet, la majorité des
souriceaux, malgré qu'ils soient de taille normale, sont morts a la naissance (70).
L'augmentation du nombre de mort-nés pourrait s'expliquer par le retard de la mise-bas
de 1-2 jours, ce qui entraine la mort intra-utérine par dystocie. Par ailleurs, tel que
demontré dans une autre étude, les souris PGHS-1-/- ne présentaient pas de différences
significatives dans les fonctions pulmonaires et dans I'analyse histopathologique des
poumons, comparativement au souris de type sauvage, méme si la production de PGE;
était dramatiquement réduite. L'activité de PGHS-1 limiterait donc en partie
l'inflammation allergique du systéme respiratoire (30). Suite a différentes études sur les
souris PGHS-1-/- et a celles sur les souris PGHS-2-/- (71), il s'est avéré que la
production de TxA; par les plaquettes n'impliquait que l'isoforme PGHS-1. L'enzyme
PGHS-1 serait aussi responsable de la formation de la PGF,, nécessaire a la parturition,

toutefois, dans certaines conditions pathologiques, l'isoforme PGHS-2 pourrait
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compenser la production de PGF,, en l'absence de PGHS-1 (72). Par ailleurs,
contrairement & ce qui avait été proposé pour les roles respectifs de PGHS-1 et PGHS-2
dans l'ulcération gastrique et I'inflammation, ces processus mettraient en jeu les deux

isoformes.

1.5 Régulation de l'expression du géne PGHS-1

L'enzyme PGHS-1 est considérée comme une enzyme domestique parce qu'elle est
exprimée dans plusieurs tissus & des niveaux faibles et constants. En accord avec son
mode d’expression constitutif, PGHS-1 synthétise des prostanoides qui sont
principalement impliquées dans le maintien normal et continu de fonctions
physiologiques nécessitant un apport constant en prostanoides, telles que la production
du mucus gastrique, la régulation du flot sanguin rénal et I'agrégation des plaquettes
(15). Pourtant, de hauts niveaux d'enzyme sont présents dans certains types cellulaires
hautement différenciés et spécialisés, tels que l'endothélium, les macrophages, les
plaquettes, les tubules collecteurs rénaux et les vésicules séminales (9). En effet, des
changements dans l'expression de PGHS-1 ont été observés dans certains systemes de
développement et de différenciation. Ces études ont montré que les niveaux d'ARNm et
de protéines PGHS-1 pouvaient varier suivant la progression du processus
physiologique. Notamment, au cours du développement de l'artere pulmonaire chez
I'agneau; les niveaux d' ARNm de PGHS-1 dans le poumon sont élevés chez un nouveau-
né de 4 semaines comparativement a un foetus de 125 jrs ol I'ARNm de 2.8 kb est
minimalement détectable (73). L'analyse des niveaux de protéine dans lartere

pulmonaire a aussi révélé une augmentation d'environ 6 fois entre ces deux stades (73).
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Un autre exemple est celui de la différenciation des monocytes THP-1 en macrophages,
sous l'action du TPA qui entraine des changements phénotypiques, tels que I'attachement
a la surface du flacon, I'augmentation de l'activité phagocytique et I'engagement dans un
état non-prolifératif terminal (74). Dans ce systéme, la différenciation cellulaire est
accompagnée par une augmentation des niveaux d'enzyme PGHS-1 et de la capacité de
produire des prostaglandines (75;76). Une autre induction de I'expression de PGHS-/
associée au processus de différenciation a aussi été rapportée dans des neuroblastomes
(lignées NG108 et N2a) induits a se différencier par 1'ajout d'acide rétinoique (77). Dans
ce modele, les niveaux d'ARNm de PGHS-1 augmente en 24 hrs alors que
I'augmentation des niveaux de protéine est retardée jusqu'a 48 hrs aprés l'induction. Le
glucorticoide dexamethasome amplifie cet effet de 2-3 fois. L'acide rétinoique semble
agir au niveau de la transcription alors que le dexamethasome augmenterait la stabilité
de I'ARNm. Ces résultats sont intéressants, puisque contrairement a l'effet négatif qu'ont
généralement les corticoides sur l'expression de PGHS-1 dans la plupart des cellules,
dans ce cas-ci, une augmentation de I'expression est observée durant la différenciation
neuronale induite par les corticoides (77). Une autre observation importante dans ce
modele est le délai de 24 hrs observé entre les augmentations ' ARNm et de protéines.
Néanmoins, les mécanismes moléculaires responsables de cette régulation du geéne lors
de la différenciation ou du développement ne sont pas encore €lucidés.

Puisque PGHS-1 est exprimée de fagon constitutive dans plusieurs tissus et que ses
niveaux d'expression ne varient pas grandement dans les animaux adultes, il a €té
difficile d'étudier la régulation transcriptionnelle de ce gene. Comme décrit plus haut, le

promoteur du géne PGHS-1 est caractéristique des promoteurs de génes domestiques
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(64), sans grande activité transcriptionnelle; des études ont montré que des segments de
la région 5' flanquante du géne PGHS-1 ne pouvaient stimuler que des niveaux minimes
de transcription d'un géne rapporteur (36;68). Récemment, une étude des 1000
premiéres bases du promoteur dans la région §' flanquante a montré que deux éléments
Spl, aux positions -111/-105 et -610/-604 liés par les protéines Spl en trans,
contribuaient a 73% de l'activité de base médiée par cette région du promoteur PGHS-/
(65). A cause du faible taux d'activation transcriptionnelle observé pour le géne PGHS-
I, il a été suggéré que la R3'NT dont la séquence est bien conservée a travers les
espéces, pourrait jouer un rdle important dans la régulation post-transcriptionnelle de

I'expression du géne PGHS-1 (62).

1.6 Régulation post-transcriptionnelle de I'expression génique

Voici un bref apercu des effets médiés par les mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle agissant au niveau de ’ARNm. En effet, il est bien connu qu’aprés sa
synthése et sa maturation dans le noyau, 'ARNm transporté dans le cytoplasme est
constamment soumis a des mécanismes de régulation qui affectent sa stabilité, sa
localisation et l'efficacité de sa traduction. Ces mécanismes dépendent d'interactions
spécifiques ARN-protéine dont 1'élément-cis est souvent localisé dans les régions non-
traduites (Fig 1.4) (78;79).
-Stabilité de I'ARNm

Méme si la majorité des ARNm portent une coiffe de guanine méthylée en 5' et

une qucue de poly(A) en 3' qui les protégent contre la dégradation 5'-3' ou 3'-5',



Figure 1.4: Régulation post-transcriptionnelle des ARNm médiée par les RNT.
Haut- La transcription de 'ADN en pré-ARN et la maturation de ces derniers en ARNm
ont lieu dans le noyau des cellules eucaryotes. Les ARNm sont ensuite transportés dans
le cytoplasme ou ils sont soumis & différents mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle relayés par les RNT. Bas- Les interactions entre ces RNT de 'ARNm
et des protéines régulatrices & effet en trans contrblent l'efficacité de la traduction,
I'adressage intracytoplasmique et la stabilité/dégradation de I'ARNm. (Adaptée de
Pallier, C., 2001 (79)).
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d'autres éléments internes déstabilisants peuvent aussi influencer la stabilité intrinseéque
des ARNm. Les plus communs sont les ARE (Adenosine and Uridine-rich element),
présents dans la R3'NT de nombreux ARNm instables, et qui favorisent le
raccourcissement de la queue de poly(A), suivi ou non de I'enlevement de la coiffe, et
par conséquent d'une dégradation de 'ARNm par des exonucléases (80) (Fig. 1.5). Le
décoiffage et la subséquente dégradation 5'-3' du transcrit, en absence de désadénylation
préalable, sont aussi observés (81) (Fig. 1.5). Les ARE sont de taille variée, 50 a 150
nts, et contiennent plusieurs copies des motifs AUUUA ou AUUU, ainsi qu'un fort
contenu en résidues uridines (U) (80). D'autres variations sont aussi observées, telles
que la présence de trois copies du motif GUUUG dans un contexte riche en résidus A
(Adénosine) et U (82). Cependant, la seule présence d'un motif AUUUA, méme dans un
contexte riche en résidus A et U, ne garantit pas une fonction déstabilisante (83).
Plusieurs ARNm de lymphokines, de cytokines et de proto-oncoprotéines doivent
leur instabilité & des ARE présents dans leur 3' RNT (84). Des protéines cytoplasmiques
et nucléaires, dites AUBP (AU-rich element binding protein), semblent agir en trans
pour réguler la dégradation ARE-dépendante de certains ARNm. Par exemple, les
niveaux d'ARNm de GM-CSF (Granulocyte/macrophage colony-stimulating-factor)
sont contrdlés post-transcriptionnellement par le ARE de sa 3' RNT (84); lorsque 'ARE
de GM-CSF est fixé par la protéine RNPhn Al (Ribonucléoprotéine hétérogene
nucléaire Al), la stabilité de I'ARNm augmente (85). A l'opposé, la protéine cytosolique

AUF1 (86) semble accélérer l'instabilité d'ARNm, tel que c-myc ou GM-CSF, par sa



Figure 1.5: Réle de la R3'NT dans la régulation de la stabilité des ARNm. La
R3'NT peut médier la dégradation de 'ARNm de différentes fagons. A gauche- 1 peut y
avoir d'abord, une réaction de désadénylation médiée par les ARE localisés dans la
R3'NT, qui se poursuit par la digestion par des exoribonucléases avec ou sans
I'élimination de la coiffe. Des complexes protéiques pourraient se fixer a ces €léments
ARE et influencer la stabilité de 'ARNm. 4 droite- Clivage par une endoribonucléase
qui reconnait un site spécifique, soit une structure secondaire ou une séquence
particuliére dans la R3'NT, en absence de protéine régulatrice fixant ce site, ce qui
entraine la perte de la queue de poly(A) et rend 'ARNm instable, susceptible a la
dégradation par les exoribonucléases. (Adaptée de Pallier, C., 2001 (79)).



21

€46 uoneprisaqg

%

23100
©]op uonBUIWNT  Sé—, € Uonepedaq

7

=Tl — ==\

= == =—=\\

anbn&jogponuopud
aBeAl)

(v)K[od ap anend)

e

(£¢=.§ uonepes3aq »

,3_”1”_ ﬂdn@
M= =Y —m)

.§¢=. € uonepeidaq

302
g 9p uoneuli|yg
<<<_HIH@

f

MMM — e\

uoneAupesa(q

LN S)UBpPOd UOIFY

VVVVVVV|

v Niy/4



22

fixation sur leur ARE (87;88). Toutefois, cette méme protéine, AUFI, stabilise le
transcrit de PTH (hormone parathyroidienne) par sa fixation a une région riche en
résidus A et U de la R3'NT de PTH, qui n'a cependant pas la configuration d'un ARE
classique (89).

Comme mentionné pour 'exemple de PTH, la stabilité¢ d'un ARNm particulier peut
étre régulée par l'association de protéines a un motif de la R3'NT qui, bien que souvent
riche en U, ne contient pas les motifs AUUUA classiques. Ces ¢léments sont souvent
conservés et uniques & cet ARNm. De méme, les protéines régulatrices agissant en trans
sont parfois restreintes & un type de cellules soumises a des conditions particuliéres. Par
exemple, dans les cellules myéloides stimulées avec le TPA, 'ARNm de la protéine
ferritine-H est stabilisé. En effet, lorsqu'un facteur cytoplasmique fixe de fagon
spécifique une séquence riche en pyrimidine de la R3'NT de I'ARNm ferritine-H, cette
association agit comme un signal de déstabilisation qui faciliterait la dégradation de
'ARNm. Toutefois, le TPA aurait pour effet de diminuer cette interaction et donc de
stabiliser I'ARNm (90).

D'autrepart, les ARNm peuvent également étre dégradés par des endonucléases
avant que la désadénylation survienne. En effet, des séquences particuliéres ou des
structures secondaires présentes dans la R3'NT peuvent contenir des sites de clivage qui
affectent la demi-vie des ARNm. Par ailleurs, la fixation de facteurs protéiques a ces
éléments peut stabiliser 'ARNm en masquant les sites de clivage (Fig. 1.5). Par
exemple, I'ARNm du récepteur transferrine contient des éléments IREs (iron response
elements) qui, lorsque la concentration de fer est élevée, sont libérés de leur facteur

protéique régulateur. Ceci rend les sites de clivage adjacents accessibles aux nucléases
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qui dégradent 'ARNm. Donc, en présence d'une forte concentration de fer, cette
dégradation de PARNm du récepteur transferrine par des endonucléases n'implique pas
un raccoucissement préalable de la queue de poly(A) (91).
-Localisation de ' ARNm

Un second aspect de la régulation des ARNm par la R3'NT est celui de la
localisation cytoplasmique. En effet, les éléments permettant 'adressage des ARNm et
leur rétention au niveau des différents compartiments cytoplasmiques sont
essentiellement situés dans les R3'NT (92). L'interaction de ces éléments-cis avec des
protéines régulatrices qui agissent en trans permet de concentrer I'ARNm a I'endroit
dans la cellule ol sa protéine sera nécessaire (92) (Fig. 1.6). Le meilleur exemple pour
illustrer l'importance du contrdle de la localisation des ARNm est celui du
développement de la drosophile. Ce controle de la localisation, médié par des
interactions ARN-protéines, assure la segmentation normale du corps (téte, thorax et
abdomen) (93). Deux des principaux facteurs responsables de I'organisation de I'axe
antéro-postérieur de l'oocyte sont les protéines Nanos (Nos) et Bicoide (Bcd). La
protéine Nos, étant requise dans le développement abdominal, est plus concentrée dans
la partie postérieure ol elle inhibe la traduction de I'ARNm Hunchback (Hb),
normalement requis dans le développement des parties antérieures. L'ARNm Nos est
localisé au pdle postérieur via des séquences particuliéres de sa R3'NT (94). A l'opposé
de Nos, 'ARNm Bcd est concentré dans la partie antérieure de l'oocyte ou il régule la
transcription de Hb (95). La localisation de Bed dans la partie antérieure est €galement

médiée par la R3'NT via des interactions avec les protéines Staufen, Swallow et Exupe-



Figure 1.6: Réle de la R3'NT dans la régulation de la localisation et du transport
des ARNm. La fixation de protéines régulatrices dans la R3'NT des ARNm peut
influencer leur localisation cytoplasmique. Ces protéines ont la capacité de conduire les
ARNm, via des interactions avec le cytosquelette, vers leur compartiment cytoplasmique
cible ot ils y sont maintenus, jusqu'au moment de leur traduction. (Adaptée de Pallier,

C., 2001 (79)).
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rantia (96). En plus de la R3'NT, la localisation de certains ARNm demande la
participation du cytosquelette. Dans le cas de Bcd, les microtubules semblent avoir un
role essentiel a jouer dans la localisation de ce dernier au pdle antérieur (97). La
protéine Staufen s'associe spécifiquement avec la R3'NT de Bcd afin de I'ancrer dans la
partie antérieure du cytoplasme. La formation de ce complexe ribonucléoprotéique
messager (RNPm) ainsi que son déplacement vers le péle antérieur semblent Etre
dépendants d'une association avec les microtubules (98). Par ailleurs, pour le complexe
RNPm formé de la protéine Exuperantia et de 'ARNm Bcd, il a été proposé que s'il ne
s'attachait pas directement aux microtubules, il pourrait étre dirigé vers le pdle antérieur
au moyen de son association avec un autre facteur qui lui-méme, serait localisé par les
microtubules (99) (Fig. 1.6). Les protéines fixées a la R3'NT des ARNm devant étre
localisés, interagissent donc de fagon directe ou non avec le cytosquelette. Des
exemples de localisation d'ARNm dans des cellules mammiféres, notamment lors de la
spermatogénése, ont également été rapportés. Par exemple, des études sur des souris
transgéniques ont établi I'importance de la R3'NT de 'ARNm Prm-1 (spermatid-specific
protamine-1) dans son contrdle traductionnelle. L'ARNm Prm-I est un ARNm
spécifique des cellules germinales méiles qui est stocké sous forme de RNPm jusqu'a sa
traduction & un moment précis de la spermatogénése. Il a été montré que la protéine
Spnr (spermatid perinuclear RNA-binding protein) qui fixe la R3'NT de Prm-1 était
localisée aux manchettes, un arrangement microtubulaire spécifique aux spermatides.
Etant donné l'association de Spnr avec les manchettes, il a été suggéré que cette protéine
pourrait relier les ARNm des spermatides avec le cytosquelette et jouer ainsi un role

dans le transport ou l'activation traductionnelle de ces ARNm (100).
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-Efficacité traductionnelle de I'ARNm

La régulation post-transcriptionnelle s'exerce souvent au niveau de l'initiation de la
traduction plutdt qu'aux étapes d'élongation et de terminaison. Une régulation globale
de I'étape d'initiation est mediée par des modifications post-traductionnellés des facteurs
d'initiation eucaryotiques (elf), telles que la phosphorylation (101). Par contre, le
contrble de l'initiation d'un ARNm particulier, visant a fournir un contréle temporel de
I'expression de ce géne, est déterminé tout d'abord par les propriétés structurelles de la
RS'NT de cet ARNm. Ainsi, la R5'NT influence l'accessibilité de la coiffe aux elFs et
I'habileté de la sous-unité ribosomale 40S de fixer et de balayer 'ARNm afin d'identifier
le codon d'initiation AUG potentiel et la séquence Kozak l'entourant (101;102). La
RS'NT peut donc agir comme un inhibiteur traductionnel. Deux modeles d'initiation ont
été identifiés, le modele par balayage dépendant de la coiffe, le mieux caractérisé et le
plus commun, et le modéle par entrée interne des ribosomes (IRES) (Fig. 1.7A) (103).
La présence de structures secondaires dans une longue R5'NT (~1000 nts), riche en GC
favorise une traduction coiffe-indépendante. Par exemple, l'expression de PDGF2
(platelet-derived growth factor 2) est régulée au niveau traductionnel durant la
différenciation mégacaryocytique des cellules K562. L'inhibiteur traductionnel dans ce
cas-ci est la RS'NT qui est anormalement longue, 1022 nts, et qui forme des structures
secondaires empéchant la migration des ribosomes (104). Par contre, ce mécanisme de
régulation ne s'applique probablement pas & l'expression du géne PGHS-/ étant donné
que la RS'NT de PGHS-1 ne mesure que 35 nts. D'autrepart, bien que de fagon générale,
I'étape limitante de la traduction soit l'initiation, l'existence de mécanismes de régulation

au niveau de I'élongation a été démontré. C'est le cas de la répression de la traduction



Figure 1.7: Réle de la R3'NT dans la régulation de l'initiation de la traduction des
ARNm. A) La R3'NT est impliquée dans l'initiation de la traduction au moyen de la
queue de poly(A) qui participe au recrutement de la sous-unité 40S via des interactions
entre la PABP et le facteur eIlF4G complexé avec elF4E (1). La circularisation de
I'ARNm est possible par l'interaction de elF4E avec la coiffe (2) ou par celle de elF4G
avec I'IRES (2). La capture du complexe de pré-initiation 43S serait alors facilitee (3).
B) D'autre part, la circularisation de I'extrémité R3'NT favoriserait le recyclage des sous-
unités 60S en direction de I'extrémité 5'. (Adaptée de Pallier, C., 2001 (79)).
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de 'ARNm lin-14 de C. elegans. La répression de la traduction de 'ARNm lin-/4 a la
particularité d'étre médiée par un ARN cytoplasmique (/in-4) court et complémentaire &
un segment de la R3'NT de lin-14 (105). L'interaction de /in-4 avec I'ARNm lin-14 ne
semble pas nuire a l'association de 'ARNm avec les polysomes, présumant que I'étape
de I'élongation est celle qui serait affectée par cette interaction ARN-ARN.

Les caractéristiques de la R3'NT et du cadre ouvert de lecture peuvent aussi avoir
des effets importants sur la régulation traductionnelle. La R3'NT, dont les effets
dépendraient de la taille de la queue de poly(A) et de la présence de la coiffe,
participerait & l'optimisation de l'initiation de la traduction (106;107). L'identification
d'interactions physiques et fonctionnelles entre les deux extrémités de 'ARNm et leurs
facteurs associés a favorisé le modeéle de circularisation de 'ARNm (Fig. 1.7A) (108).
Dans ce modele, la queue de poly(A) et la coiffe entreraient en contact indirectement via
les elFs, tels que eIF-4E et elF-4G, ainsi que la PABP (poly 4 binding protein) qui
s'associe 4 la queue de poly(A) de 'ARNm cytoplasmique et forme un complexe
ribonucléoprotéique sur la R3'NT, qui a pour fonction de protéger 'ARNm de la
dégradation (108;109). Ce modéle favoriserait ainsi le recrutement de la sous-unité 40S
et la ré-initiation de la traduction en permettant le recyclage des sous-unités 60S en
direction de 'extrémité 5' du méme ARNm et en protégeant les extrémités contre la
dégradation (Fig. 1.7B) (106;107). Cependant, la coiffe et la queue de poly(A) ne sont
pas toujours impliquées dans la répression. C'est le cas de la traduction de I'ARNm
Oskar réprimée par la protéine Bruno fixée dans la R3'NT. Le rdle proposé pour Bruno

serait, avec d'autres partenaires, de prévenir l'assemblage complet du ribosome (110).
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Par ailleurs, la traduction d’ ARNm qui n'ont pas de queue de poly(A), tels que ceux des
histones, est souvent augmentée par des séquences ou structures dans leur R3I'NT (111).
Plusieurs des exemples connus de répression médiée par la fixation de facteurs a la
R3'NT concernent la régulation de l'efficacité de la traduction durant le développement.
Ainsi, le modéle de la drosophile a également permis de constater I'importance de la
R3'NT dans la répression de la traduction des ARNm qui n'ont pas été localisés. Par
exemple, la protéine Pumilio lie des séquences spécifiques dans la R3'NT de Hunchback
afin de réprimer son expression dans la partie postérieure (95). De méme, la répression
de la traduction des ARNm Nos non-localisés et présents dans la partie antérieure est
médiée par un élément de 90 nts dans sa R3'NT fixé par la protéine Smaug (112;113).
En fait, ce mécanisme serait méme prédominant par rapport au mécanisme de
localisation puisqu'il a été montré que seule une faible proportion des ARNm de Nos
étaient effectivement localisés au pdle postérieur (114). D'autrepart, des exemples avec
les cellules somatiques sont aussi rapportés, tels que I'inhibition de la traduction de
I'ARNm /5-LOX (I5-lipoxygénase) durant la différenciation des érythrocytes, via un
motif répété de 19 nts dans la R3'NT fixé par les protéines RNPhn E1 et K (115;116).
Enfin, les motifs riches en résidus A et U, situés dans la R3'NT et souvent impliqués
dans la stabilitt des ARNm de cytokines, peuvent également avoir un role dans

l'efficacité de la traduction, tel que démontré pour les ARE des ARNm de TNF-a et de

I'interféron  (117;118).
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1.7 Meégacaryocytes et modele expérimental

Afin d'étudier la régulation de PGHS-I, nous nous sommes servi d'un modele
expérimental utilisant les cellules mégacaryoblastiques MEG-01, précurseurs de
plaquettes. En effet, PGHS-1 est présente a des taux élevés dans les plaquettes
sanguines ol elle est l'isoforme majoritaire (62). L'activation de la cascade de l'acide
arachidonique dans les plaquettes par un stimulus, tel que la thrombine, est responsable
de la synthése de TxA, (8;33). La sécrétion de TxA; active les plaquettes avoisinantes
et les cellules vasculaires lisses, ce qui a pour effet d'entrainer I'agrégation des plaquettes
et la constriction des vaisseaux environnant le lieu de la Iésion (33). L'importante
contribution de PGHS-1 dans les maladies thromboemboliques justifie la nécessité de
déterminer le mécanisme par lequel les niveaux de PGHS-1 sont régulés dans les
plaquettes.

Puisque les plaquettes sont des cellules anucléées et sont généralement considérées
incapables de synthétiser de grande quantité protéines, leur haut contenu en enzyme
PGHS-1 résulte de l'expression du géne dans les cellules précurseurs. En effet, les
plaquettes libérées dans la circulation sont le résuitat d'un processus de maturation, la
mégacaryopoiése, qui s'active dans la moelle osseuse (119). Les cellules précurseurs,
les mégacaryocytes, ne représentent que <0.1% des cellules mononucléaires de la moelle
osseuse pourtant, pres de 10" plaquettes ayant une durée de vie de 7 a 10 jours, circulent
dans un étre humain adulte (120). Les mégacaryocytes posseédent un systeme de
membranes lisses, différent du RE, nommé DMS (demarcation membrane system). Cet
organel, spécifique aux mégacaryocytes, est en continuité avec la membrane plasmique

et divise le cytoplasme des cellules matures en "champs de plaquettes” (121;122). Une
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fois les plaquettes libérées, les mégacaryocytes sénescents sont constituées d'un large
noyau enveloppé d'une mince couche de cytoplasme (122). Dans les mégacaryocytes,
I'enzyme PGHS-1 est associée avec le DMS et I'enveloppe nucléaire (123) et dans les
plaquettes, elle est localisée dans le systéme tubulaire dense (124;125).

Parmi les lignées hématopoiétiques établies, la lignée MEG-01 a fait I'objet de
plusieurs travaux visant 4 comprendre la mégacaryopoiése (11;126-128). La lignée
mégacaryoblastique MEG-01 fut isolée d'un patient souffrant d'une leucémie
mégacaryoblastique (129). Ces cellules retiennent les propriétés fonctionnelles et
morphologiques des cellules mégacaryocytes de la moelle osseuse (11) et elles sont
capables de différenciation in vitro aprés plusieurs passages en culture ou lorsqu'elles
sont soumises & l'action du TPA (11;126-128). La différenciation de ces cellules par le
TPA (11;130) engendre des transformations cellulaires similaires a celles observées dans
le processus de maturation non-induite (10), telles que la multiplication du génome (2N

4N ..32N), l'expression de marqueurs spécifiques, l'arrét de la croissance
cellulaire, la formation de filaments cytoplasmiques et la libération de plaquettes. En
culture, les mégacaryocytes stimulées, soit avec la thrombine ou le TPA, s'attachent et
s'étendent sur le fond du flacon; ce phénoméne est médié par les reécepteurs
glycoprotéines 11b/I1]a et une augmentation de 'activité de la protéine kinase C (131).
De plus, selon le degré de différenciation, trois populations de MEG-01 sont observées:
les cellules flottantes nucléées, les cellules nucléées qui adhérent au flacon et les cellules
flottantes anucléées, qui se rapprochent du stade plaquettaire (129). La différenciation
stimulée par le TPA a également été étudiée avec des mégacaryocytes de souris (132) et

dans de nombreuses autres lignées cellulaires hématopoiétiques: UT7
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(mégacaryocytique) (133), K562 (mégacaryocytique/érythroide) (104), CMK
(mégacaryocytique) (134), HL-60 (promyélocytique/granuloide) (135) et THP-1
(monocytoide) (75).

Dans notre modele in vitro: les MEG-01 stimulées avec une seule addition de TPA
(16 nM), l'expression du géne PGHS-1 peut étre induite et cette induction est soutenue
tout au long de la période de différenciation (12). Apres stimulation des MEG-01 avec
le TPA, les plus hauts niveaux de protéines PGHS-1 sont détectés dans les cellules les
plus différenciées, la population de cellules flottantes anucléées, alors que les niveaux
d'ARNm sont les plus élevés dans la population adhérente nucléée (136). Par le fait
méme, les niveaux de protéine PGHS-1 peuvent servir de marqueur de différenciation.
Une induction de I'expression de PGHS-1 dans des mégacaryoblastes a également été
rapportée durant la différenciation des cellules CMK (137) exposées & une plus grande
concentration de TPA, soit 100 nM (138). Dans ces cellules, 'ARNm de PGHS-1
augmentait lentement et de fagon continue, entre le premier et le quatriéme jour, et la
protéine semblait augmenter parallélement a I'ARNm et a l'activité. D'autrepart, un
groupe a montré que durant la différenciation des MEG-01 avec 100 nM de TPA, sur
une période de 5 jrs, seules de petites variations dans les niveaux d'ARNm de PGHS-1,
mesurés par RT-PCR, avaient été observées. L'ARNm de PGHS-1 n'augmentait que
légérement aprés 24h et se maintenait & ce niveau par la suite, alors que l'induction de la
protéine était continue et atteingnait un plateau apres 3 jrs de stimulation au TPA (139).
Les différences observées dans les taux d'ARNm et de protéines détectés dans notre
modéle aprés 24h peuvent dépendre de la méthode employée pour la détection et de la

quantité de TPA utilisé pour stimuler la différenciation. En effet, dans notre modele in
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vitro, une étude temporelle des cellules MEG-01 stimulées au TPA a permis d'examiner
de fagon plus détaillée l'induction du géne PGHS-I. Nous avons observé par
hybridation Northern, une augmentation rapide des niveaux d'ARNm PGHS-I aussi tot
que 6 hrs aprés l'addition de TPA(12). De plus, des niveaux d'ARNm de 10 fois
supérieurs aux niveaux dans les cellules non-stimulées sont atteints aprés 24 hrs
d'exposition au TPA et se maintiennent sur toute la durée de l'expérience (8 jrs).
Toutefois, 'augmentation des niveaux de protéines est retardée de 2 jours par rapport a
I'augmentation maximale des niveaux d'ARNm et elle n'atteind un plateau qu'apres 6

jours de stimulation au TPA (Fig. 1.8) (12).

1.8 Résumé, hypothése et objectifs spécifiques

Contrairement 2 la plupart des tissus ou elle est exprimée, l'enzyme PGHS-1 est
présente de fagon constitutive dans les plaquettes sanguines a des taux élevés, non
caractéristiques de son mode d'expression de géne domestique (62;64). En catalysant
I'étape limitante de la synthése du TxA,, prostanoide activateur des plaquettes et
substance vasoconstrictive, PGHS-1 joue un role important dans l'agrégation des
plaquettes (15;33). D'ailleurs, dans les plaquettes, l'activité enzymatique de PGHS-1 est
la cible thérapeutique de I'Aspirin administrée de fagon réguliére a faible dose dans le
but de réduire le risque de formation de caillots sanguins en absence de lésions (6).
L'utilisation de I'Aspirin dans le traitement et la prévention de maladies
cardiovasculaires a réitéré l'importance de PGHS-1 dans la thrombostasie.

L'étude des mécanismes de régulation de l'expression du géne PGHS-I dans les

plaquettes est limitée puisque les plaquettes sont des cellules sans noyau. Un moyen de



Figure 1.8: Représentation schématique du profil d'expression de 'ARNm et de la
protéine PGHS-1 dans les cellules MEG-01 stimulées au TPA. La ligne continue
représente le patron d'expression de I'ARNm de PGHS-1 et la ligne pointillée représente
le profil d'accumulation de la protéine PGHS-1 dans les MEG-01 stimulées au TPA sur
une période de 8 jrs (12). Les niveaux d ARNm augmentent rapidement (1 jr) et sont
maintenus tout au long de la période d'étude, tandis que l'augmentation maximale des
niveaux protéique est retardée (6 jrs). Il est possible d'observer un délai d'au moins deux
jours entre l'atteinte du niveau maximal d'’ARNm et I'apparition de la protéine PGHS-1.
Afin d'étudier le délai observé, des extraits de MEG-01 stimulées pour 1 jr et pour 4 jrs
seront utilisées tout au long des expériences réalisées pour ce projet; leurs niveaux
d'’ARNm PGHS-1 sont similaires, mais la protéine PGHS-1 n'est détectée que dans les
cellules stimulées pour 4 jrs.
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contourner cet obstacle est de travailler avec des cellules moins différenciées possedant
un noyau et la machinerie traductionnelle: les mégacaryocytes (10). Etant donné leur
faible disponibilité dans le corps humain et la difficulté d'établir des cultures primaires,
le choix d'une lignée cellulaire de mégacaryoblastes humains isolés d'un patient
leucémique s'avére, pour l'instant, l'outil idéal pour étudier I'expression du géne PGHS-
1. Cette lignée, MEG-01, se différencit in vitro de fagon similaire au processus de
différenciation in vivo (11). Notre modele in vitro permet l'observation de I'expression
du géne PGHS-1 dans les MEG-01 induites a se différencier par l'action du TPA
(12;136).

Précédant mon arrivée au laboratoire, I'expression du gene PGHS-1 dans les MEG-
01 soumises ou non au TPA a été caractérisée. Le laboratoire a démontré que le gene
PGHS-1 était induit durant la différenciation des MEG-01 cependant, les profils
d'augmentations de I'ARNm et de la protéine ont révélé des cinétiques différentes (12).
Alors qu'en régle générale, dans les cellules eucaryotes, la protéine peut étre détectée
quelques heures aprés l'activation de la transcription, un délai d'au moins 2 jrs dans la
synthése protéique a été observé, ce qui suggere que suite a I'expression génique
stimulée par le TPA, 'ARNm PGHS-1 atteind et maintient un niveau maximal apres 24
hrs, alors que la traduction est retardée (Fig 1.8).

Par ailleurs, méme si l'augmentation rapide de 'ARNm suggére une activation
transcriptionnelle du géne PGHS-1, nous avons concentré nos efforts sur 'activation
traductionnelle ou plutdt, sur le retard traductionnel. En effet, nous supposons que dans
les plaquettes, il est plus bénifique de diminuer la synthése de la protéine PGHS-1, et

donc de TxA,, que de favoriser 'augmentation de synthése protéique et par consequent,
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les risques d'agrégation plaquettaire non-contrdlée. Basé sur ce raisonnement, l'objectif
général de mon projet de maitrise était de tenter d'expliquer le délai observé dans
I'accumulation de la protéine PGHS-1 dans notre modele in vitro. Nous avons émis
I'hypothése qu’une interaction ARN-protéine(s) dans la R3'NT pourrait expliquer
le délai observé entre les accumulations d'ARNm et de protéine PGHS-1. Plus
spécifiquement, mes objectifs étaient les suivants:

- Déterminer a ’aide d’études de retardement sur gels, si une interaction ARN-
protéine(s) corrélant avec l'accumulation de la protéine PGHS-1 est possible entre un
élément de la R3'NT de PGHS-1 et des extraits de MEG-01;

- Caractériser cette interaction ARN-protéine(s);

- Explorer le rdle possible d'une telle interaction ARN-protéine(s) dans le délai
observé dans I’accumulation de la protéine PGHS-1.

Pour réaliser ces objectifs, nous avons utilis¢é des MEG-01 exposées au TPA
pendant 1 jr et 4 jrs, puisque ces extraits different suffisamment dans leurs niveaux de
protéine PGHS-1, mais non dans leur niveaux d'ARNm (Fig. 1.8). En effet, tel
qu'observé précédemment (12), aprés 1 jr, 'ARNm est présent dans les cellules, mais la
protéine est absente, alors qu'a 4 jrs, 'ARNm est toujours élevé et la protéine est a
présent détectée par immunobuvardage Western. Ceci nous a permis de caractériser une
interaction spécifique ARN-protéines qui est sensible a la durée de stimulation au TPA.
Puis, afin d'examiner le role de cette interaction spécifique dans la traduction de la
protéine, nous avons observé l'association de 'ARNm PGHS-/ aux ribosomes et
examiné l'effet d'inhibiteurs des systémes protéolytiques sur les niveaux de protéine

PGHS-1 dans les MEG-01.
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2. METHODES EXPERIMENTALES

2.1 Culture cellulaire et traitement au TPA

Les cellules MEG-01 ont été obtenues de la compagnie ATCC. 1l s'agit d'une
lignée cellulaire mégacaryoblastique isolée d'un patient souffrant de leucémie
mégacaryoblastique. Les cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI 1640
supplémenté avec 10% (v/v) de sérum foétal bovin (Wisent Inc., CAN), en absence
d'antibiotique, et maintenues a 37 °C dans un atmosphere humide d'air/CO; (19:1). Les
cultures ont été ensemencées & 2 x 10° cellules/ml (20, 25 ou 50 ml) et cultivées pendant
4 jours, aprés quoi la population de cellules flottantes a été réajustée a 2 x 10°
cellules/ml. Aprés 3 jours, le réajustement a été répété et 20 hrs plus tard, les cellules
ont été stimulées avec ou sans TPA (16 nM). Les cellules non stimulées ont été traitées
avec la méme concentration de DMSO que les cellules traitées au TPA, soit 0.001% v/v.
L'incubation s'est poursuivie pendant une période de 1 ou 4 jours, puis les cellules ont
été récoltées, soit pour I'analyse des ARN ou des protéines, pour la mesure de l'activité

enzymatique ou pour les études de retardement sur gels.

2.2 Analyse d'ARN par hybridation Northern
2.2.1 Isolation de I'ARN total

L'ARN total a été extrait des MEG-01 (20 ml) traitées avec le TPA durant I et 4
jours par la méthode du Trizo/ (Gibco-BRL) basée sur les instructions du fabriquant.

Les concentrations d'ARN total des échantillons ont été déterminées par absorbance a

260 nm.



38

2.2.2 Résolution sur gel et transfert

Les échantillons d'ARN total (15 pg) ont été chauffés a 55 °C pour 15 min, puis
mélangés (1:1) au tampon de chargement [48% formamide, 2.1 M formaldéhyde, 1x
tampon MOPS (20 mM MOPS, 5 mM acétate de sodium, 1 mM EDTA), 5.3% glycérol,
0.025% Bleu de bromophénol] avant séparation (100 v, 45 min) sur gels d'agarose 1%,
dénaturants en présence de formaldéhyde 0.7 M. L'ARN a ensuite été transféré sur une
membrane de nylon (Biodyne B, GibcoBRL) dans un tampon 10x SSC pH 7 [1.5 M
NaCl, 150 mM de citrate de sodium] pour une période de 18 hrs. Aprés quoi, les
membranes ont été mises dans un four sous-vide a 80 °C pour 2 hrs, afin d'immobiliser
I'ARN sur les membranes.
2.2.3 Hybridation et détection

Les membranes de nylon ont été pré-hybridées dans une solution de 5x SSC, 1x
Denhardt, 50% formamide, 1% SDS, 10% sulfate de dextran, 20 mM Tris-Cl, pour 30
min & 42 °C avec 30 pg/ml d'ADN de sperme de harrang (Promega). L'hybridation s'est
déroulée dans la méme solution 4 42 °C durant 20 hrs. La sonde utilisée (10° cpm/ml) et
marquée de fagon aléatoire avec du aP*?>-dATP (Amersham, PB10204, 10 mCi/ml) &
l'aide de la trousse "Prime-it II" (Stratagene), correspondait a 'ADNc de PGHS-I
humain. Aprés la période d'incubation avec la sonde, les membranes ont ét€ lavées deux
fois dans des conditions de stringence faible, a la température de la piece dans une
solution de 2x SSC/0.05% SDS et ensuite une fois a 65 °C pendant 30 min dans une
solution de 0.1x SSC/0.1% SDS (conditions de forte stringence). Les membranes ont
été exposées et les ARN visualisés par le systeme "Phosphorlmager” a l'aide du

tomodensitométre STORM 860 (Molecular Dynamic) et du programme "ImageQuant
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5.1". La premiére sonde fut enlevée en bouillant pendant 2 min les membranes dans de
l'eau traitée au DEPC (diéthylpyrocarbonate). Puis, une sonde marquée au p*
correspondant & 'ADNc de Zactine humain a été utilisée pour contrdler la quantité

d'ARN chargée dans chaque puits, suivant le méme protocole d'hybridation.

2.3 Analyse protéique
2.3.1 Isolation des protéines

Aprés la récolte des cellules (20 ml) traitées au TPA pour 1 et 4 jours, par
centrifugation a 3000 rpm (GRP centriguge, Beckman) suivie de deux lavages au PBS
(Phosphate-Buffered Saline), celles-ci ont été lysées sur glace dans un volume de 200 pl
de Tris-Cl 0.1 M, pH 7.5 & l'aide d'un sonicateur (3 x 15 sec) (Microson). Les
concentrations de protéine pour chaque échantillon ont été déterminées par la méthode
de Bradford modifiée, basée sur le protocole de Bio-Rad. L'albumine de sérum bovin
(BSA) fut utilisée comme étalon.

2.3.2 Immunobuvardage Western

Les échantillons protéiques (10 pg), bouillis pendant 3 min dans le tampon de
chargement [0.05 M Tris-Cl, pH 6.8, 5% 2-mercaptoéthanol, 9% Glycérol, 2.3 % (p/v)
SDS, 0.1% Bleu de Bromophénol], ont été résolus par électrophorese (BioRad Protean II
mini-gel apparentus; 100 v, 1 hr) sur gels dénaturants (SDS-PAGE) [10%
polyacrylamide (acrylamide:bis-acrylamide; 29:1), 0.1% SDS] et transférés sur des
membranes de nitrocellulose (Bio-Rad) pendant 1 hr a 115 v, dans le tampon de transfert
suivant: 0.04 M Tris, 0.3 M Glycine, 23% Méthanol. Les membranes ont ensuite été

placées dans une solution 0.05% Tween 20/3% lait/1x TBS (Tris Buffer Solution [3 mM
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KCl, 20 mM Tris, 140 mM NaCl]) pour une période de 2 a 16 hrs. L'anticorps primaire
anti-PGHS-1 utilisé est dirigé contre les acides aminés Leu??-GIn*® de la protéine
PGHS-1 humaine (gracieuseté du Dr. W.L. Smith, Michigan State University), il a été
dilué dans une solution 0.05% Tween 20/1x TBS/1% lait (dilution 1:2000), incubé avec
les membranes pendant 1-2 hrs et la détection s'est faite a l'aide de I'anticorps secondaire
anti-IgG de lapin conjugué a la peroxidase dilué dans la méme solution (dilution 1:2000)
(Promega). Les membranes ont été lavées avec une solution 0.05% Tween 20/1x TBS.
Les protéines ont été visualisées a l'aide d'un systtme de détection de
chimioluminescence (Boehringer Mannheim), et photographiées par un appareil
Polaroid sur des film Polapan 667 noir et blanc. Aprés avoir enlevé le premier anticorps
(incubation de 30 min dans 100 mM 2-mercaptoéthanol/2% SDS a 60 °C), les
membranes ont été réincubées avec I’anticorps anti-actine (dilution 1:2000; contréle
quantitatif) développé dans le lapin (Sigma) ou avec I'anticorps monoclonal anti-c-myc
(Sigma), contrdl positif pour le traitement au MG-132 (voir section 2.7); anti-c-myc
(dilution 1:2000) a été détecté avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris (dilution
1:2500) conjugué a la peroxidase (Promega). Lorsqu'indiqué, les anticorps anti-actine et
anti-PGHS-1 ont été incubés simultanément. Pour confirmer l'identité de la bande, les
échantillons protéiques ont été migrés parallélement a un standard (Std) de PGHS-1 (1
ug) purifiée & partir de vésicules séminales de mouton (gracieuseté du Dr. W.L. Smith,
Michigan State University).
2.3.3 Coloration a I'argent

Afin de visualiser l'ensemble des protéines composant les extraits de MEG-01

traités ou non au TPA, les extraits protéiques ont été résolus sur des gels de
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polyacrylamide (10%) dénaturants qui, suite a I'électrophorése, ont €té colorés avec une
préparation d'argent en solution, selon le protocole fourni avec la trousse de coloration

de Bio-Rad (BioRad silver stain kit).

2.4 Mesure de I'activité enzymatique

La synthése du thromboxane par les cellules MEG-01 intactes a été mesurée apres
1 et 4 jours de stimulation au TPA. Les cellules en culture (25 ml) ont été récoltées par
centrifugation et resuspendues dans 0.5 ml de RPMI 1640. Le substrat, l'acide
arachidonique [1-'*C] (Amersham, CFA504, 20 uCi/ml), & une concentration finale de
10 uM; 42 mCi/mM, a été ajouté, et les cellules ont été incubées a 37 °C pour 30 min.
Pour arréter la réaction, les cellules ont été centrifugées pour S min a 1000x g (GRP
centrifuge, Beckman), et le milieu a été enlevé. Les protéines ont été précipitées par
I'addition de 1 volume d'acétone. Le surnageant, contenant les produits radioactifs,
principalement le thromboxane B, (TxB;) et I'AA inutilisé, a été acidifié avec 1 volume
de 0.1 M HCI et extrait avec 3 volumes d'acétate d'éthyle/méthanol/0.2 M acide citrique
(30:4:1). La phase organique a été évaporée complétement sous un jet d'azote gazeux,
puis resuspendue dans la phase organique du solvent (50 pl) utilisé pour la
chromatographie sur couche mince: acétate d'éthyle/2,2,4-triméthylpentane/acide
acétique/H,O (11:5:2:1). Les échantillons ont été appliqués sur une plaque de gel de
silice G60 (VWR). Les produits lipidiques ont été séparés par chromatographie et
détectés par exposition sur un film Kodak pour 40 hrs. Le TxB; radioactif a été identifié
par comparaison avec un standard TxB; (Cayman Chemical) et quantifié¢ par analyse

densitométrique.
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2.5 Analyse d'interactions ARN-protéines
2.5.1 Préparation des extraits cellulaires

Aprés la période d'incubation de 1 et 4 jrs avec ou sans le TPA, les cellules MEG-
01 (50 ml) ont été récoltées par centrifugation et lavées deux fois avec 3 volumes de
PBS (1 volume = volume de cellules culottées). Tel que décrit dans le protocole de J.D.
Dignam (140), les cellules ont été lysées sur glace dans 3 volumes de tampon #1 [10
mM Tris-Cl (pH 7.5 4 25 °C), 5 mM MgCl,, 2 mM PMSF] pendant 5 min. Pour obtenir
les extraits nucléaires, une fois les cellules lysées dans le tampon #1, les noyaux ont été
culottés par centrifugation & 4 °C (3000 rpm, 10 min, GRP centrifuge Beckman). Le
surnageant cytoplasmique a été récupéré et les noyaux ont été lysés en présence de
tampon #1 supplémenté de détergent triton X-100 (1% v/v), puis centrifugés pour
éliminer les débris membranaires. Ensuite, 1 volume de tampon #2 [250 mM Tris-Cl
(pH 7.5 a 25 °C), 10 mM MgCl,, 0.25 M KCl, 5 mM DTT, 5 mM PMSF, 0.5 mM
EDTA, 50% glycérol] a été ajouté aux surnagents cytoplasmiques et nucléaires obtenus.
Ces extraits ont été centrifugés 4 15000 rpm, 15 min & 4 °C (Avanti J-25 centrifuge,
rotor JA-25-50, Beckman), puis les surnagents ont été tranférés dans un nouveau tube et
centrifugés une seconde fois. Les extraits ont été ensuite rapidement gelés dans un bain
de glace seche/éthanol et entreposés a -80 °C. La concentration protéique de chaque
extrait a été déterminée telle que mentionnée plus haut. Suivant le protocole de Shetty
S. et Idell S. (141), des extraits cytoplasmiques de MEG-01 stimulées ou non pour 4 jrs,
ont aussi été préparés par homogénisation sur glace des cellules, préalablement récoltées
et lavées au PBS, dans 10 volumes du tampon suivant: 25 mM Tris-Cl, pH 7.9, 0.5 mM

EDTA et 0.1 mM PMSF. Ces homogénats ont été centrigugés a 15000 rpm, 15 min 4 4
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°C (Avanti J-25 centrifuge, rotor JA-25-50, Beckman). Les surnageants ont été
récupérés puis centrifugés 4 36000 rpm pour 4 hrs a 4 °C dans une ultracentrifugeuse
(rotor TLA 100.3, TL-100 ultracentrifuge, Beckman). Les différents surnageants
obtenus suite a cette deuxiéme centrifugation ont été récupérés et utilisés comme extraits
cytoplasmiques, aprés quantification des protéines.
2.5.2 Plasmides et transcription in vitro des sondes d'ARN

Les oligonucléotides formant l'insert a transcrire ont été synthétisés par la
"University of Ottawa Biotechnology Research Institute". Le vecteur pGEM-3Z
(Promega) a été utilisé pour les réactions de transcription in vitro. La stratégie de
clonage élaborée pour obtenir les sondes d'ARN permet I'insertion directionnelle de la
séquence conservée de la R3'NT de PGHS-/ ainsi que la transcription des sondes d'ARN
sens et antisens & partir du méme plasmide. En effet, le vecteur pPGEM-3Z possede des
sites d'initiation de la transcription pour les polymérases T7 et SP6 (voir détails sur la
figure 2.1). Le vecteur pGEM-3Z a d'abord été digéré par les enzymes de restriction
EcoR] et Hind III, afin d'éliminer la majorité du site de polyclonage. Le vecteur linéaire
aux extrémités cohésives a été purifiée sur gel d'agarose 1% avant d'étre utilisé dans la
réaction de ligation. Chacun des oligonucléotides présentés dans le tableau 2.1 a été
élaborée et synthétisée dans le but de permettre l'appariement des deux oligonucléotides
d'une méme paire (incubation a 65 °C, 5 min et 15 min sur glace) et de former un insert
apte a la ligation, sans étape additionnelle, puisqu'il posséde une extrémité cohésive
EcoRI et une autre HindlIl, complémentaires aux extrémités du vecteur pGEM-3Z pré-
digéré. Chaque insert ainsi formé contient la séquence conservée de 20 nts normale ou

mutée (caractéres gras), les sites EcoRl et HindIII aux extrémités et le site Xhol (en vert)



Figure 2.1: Stratégie de clonage de la séquence de PGHS-1 conservée dans le
vecteur d'expression pGEM-3Z. Séquence du vecteur en amont et en aval du site
d'insertion montrant les extrémités cohésives créées apres digestion du vecteur circulaire
avec les enzymes EcoR1 et HindIll (en mauve), les séquences des promoteurs T7 et SP6
(en bleu), la direction de la transcription (indiquée par la fleéche) et le nucléotide en
position +1 (en caractere gras noir) de chaque promoteur.
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Tableau 2.1

Séquences des oligonucléotides sens et antisens utilisés comme matrice pour la
transcription in vitro des sondes d'ARN correspondant a la séquence conservée' de
20 nts présente dans la R3'NT de PGHS-!

Sonde (ARN Oligonucléotides” utilisés comme matrice pour la
polymérase): transcription in vitro des sondes d'ARN
Sens (T7)° et 5" AATTCCTCGAGTTCATTTTCCTGTTCAGTGAA 3'
Antisens® (SP6) 3' GGAGCTCAAGTAAAAGGACAAGTCACTTTCGA §'
Antisens (T7) 5 AATTCCTCGAGTCACTGAACAGGAAAATGAAA 3'

3' GGAGCTCAGTGACTTGTCCTTTTACTTTTCGA 5!
Mutant #1 (T7) 5 AATTCCTCGAGTACGTCTACTTATCCTGAGTA 3'

3' GGAGCTCATGCAGATGAATAGGACTCATTCGA §'
Mutant #2 (T7) 5 AATTCCTCGAGTTCGTCTTCCTGTTCAGTGAA 3'

3' GGAGCTCAAGCAGAAGGACAAGTCACTTTCGA 5
Mutant #3 (T7) 5" AATTCCTCGAGTTCACTGACCTGTTCAGTGAA 3'

3' GGAGCTCAAGTGACTGGACAAGTCACTTTCGA 5'
Mutant #4 (T7) 5" AATTCCTCGAGTTCATTGACCTGTTCAGTGAA 3'

3' GGAGCTCAAGTAACTGGACAAGTCACTTTCGA §'
Mutant #5 (T7) 5  AATTCCTCGAGTTCACTTACCTGTTCAGTGAA 3

3' GGAGCTCAAGTGAATGGACAAGTCACTTTCGA S’
Sens-20nt.” (T7) 5" TGTAATACGACTCACTATAGG 3'

3' ACATTATGCTGAGTGATATCCAAGTAAAAGGACAAGTCACT 5'
Antisens-20nt.> (T7) | 5 TGTAATACGACTCACTATAGG 3'
3' ACATTATGCTGAGTGATATCCAGTGACTTGTCCTTTTACTT 5"

! Les caractéres gras correspondent & la séquence conservée de PGHS-1; les nucléotides en caractére rouge
indiquent les mutations.

2 Pour les 7 premiéres paires d'oligonucléotides, l'extrémité cohésive en 5' de l'insert formé, représente le
site EcoRI et I'extrémité 3' représente le site Hind II] utilisés pour la ligation de l'insert dans le vecteur
pGEM-3Z pré-digéré avec ces mémes enzymes (Fig. 2.1 ). La séquence en vert correspond au site Xhol
utilisé pour confirmer la présence de l'insert.

3 Lorsque I'ARN polymérase T7 est utilisée, le plasmide pGEM-3Z-PGHS-1-R3’NTcontenant I'insert
approprié est linéarisé avec Hindlll, avant de procéder 4 la transcription.

4 Le méme plasmide utilisé pour la sonde sens sert comme matrice d'ADN pour la préparation de cette
sonde antisens; cette-fois-ci, le plasmide est digéré avec EcoR/ et 'ARN polymérase SP6 est utilisée.

5 Matrice utilisée pour la transcription de la sonde d'ARN ne contenant que la séquence conservée. La
séquence double-brin correspond 4 la séquence minimale du promoteur de I'ARN polymérase T7 (en bleu)
nécessaire  la transcription. La sonde résultante contient les 2 premiers G du promoteur suivi de la

séquence de 20 nts de PGHS-1.
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utilisé pour l'identification des clones positifs; I'enzyme Xho! (Boehringer Mannheim)
ne posséde pas de site de restriction dans le vecteur pPGEM-3Z. La ligation de l'insert
s'est fait en présence de la T4 ligase suivant le protocole fourni avec la trousse de Rapid
DNA ligation de Boehringer Mannheim. Pour la transformation par choc thermique, des
bactéries compétentes E. coli DH5a. ou JM109 fournies avec le plasmide pGEM-3Z, ont
été utilisées. Une maxi préparation d' ADN plasmidique des clones positifs a été réalisée
afin d'obtenir une matrice d'ADN de bonne qualité et en quantité suffisante pour la
transcription in vitro. Les sondes sens, antisens et mutées ont été transcrites du vecteur
pGEM-3Z-hPGHS-1-R3'NT correspondant, linéarisé avec HindIII ou EcoRl selon que
la polymérase (20 U/pl) utilisée était 'ARN polymérase T7 (NEB) ou I'ARN polymérase
SP6 (NEB), respectivement. Ces réactions de transcription (15 pl) se sont déroulées a
37 °C dans le tampon de transcription fourni avec l'enzyme, pendant 2 hrs en présence
de la matrice d'ADN appropriée (~1 pg), de 6.5 pl de [0-P**JUTP (Amersham,
PB20383, 20 mCi/ml), de 0,5 mM de chaque ATP, CTP, GTP et 0,05 mM UTP et
d'inhibiteur de ribonucléase (1 U/pl, Boehringer Mannheim). Aprés digestion de la
matrice d'ADN avec une déoxyribonucléase (1 U/ul, DNase/RNase free, GibcoBRL), les
sondes marquées ont été récupérées, selon le protocole de Wilusz J (142), par une
extraction au phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) et une précipitation a
I'éthanol (2.5 volumes) en présence d'acétate d'ammonium (2 M) et d'ARNt (0.5 pg/pl,
GibcoBRL). Les sondes radioactives obtenues ont été directement utilisées dans les
études de retardement sur gels aprés dilution & 200 000 cpm/pl ou a 1 pmol de
sonde/réaction, basé sur leur activité spécifique respective. Les transcrits formés avec

I'ARN polymérase T7 mesuraient 37 nts alors que la sonde antisens obtenue avec 'ARN
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polymérase SP6 mesurait 41 nts. La longueur des transcrits a €té vérifiée sur gels de
polyacrylamide 10%/7 M urée, par comparaison a la migration, en parallele,
d'oligonucléotides d'ADN de longueur similaire & la sonde attendue. La position des
colorants bleu de bromophénol (BB) et xyléne cyanol (XC) migrant a la distance d'un
oligonucléotide d’ADN de 10 et de 55 nts, respectivement, sur un gel de polyacrylamide
10%/7 M urée (143) a aussi permis de vérifier la longueur des transcrits obtenus.
Briévement, des aliquots des réactions de transcription ont été mélangés (1:1) au tampon
de chargement [20 mM Tris-Cl, pH 7.5, 8M Urée, 1 mM EDTA, 0.025% BB, 0.025%
XC], puis chauffés 4 92 °C, 4 min avant la résolution sur gel. Les gels ont été exposés
sur un film Kodak afin de détecter les transcrits radioactifs, alors que les sondes non-
marquées ont été détectées par exposition aux rayons UV des gels colorés au bromure
d'éthidium.

La sonde froide pour I'étude de compétition a été synthétisée selon le méme
protocole en absence d'UTP radioactif; la quantit¢ d'UTP froid a ét¢ ajusté a 0.5 M
comme pour les autres NTPs. Deux sondes sens et antisens correspondant uniquement a
la séquence de 20 nts ont également été générées par la méme méthode de transcription
in vitro 4 l'exception qu'aucun clonage n'a été nécessaire. Deux oligonucléotides
appariés ensemble et possédant la séquence minimale double brin du promoteur de
I'ARN polymérase T7 et la séquence conservéee de PGHS-1, ont été utilisés comme
matrice d'ADN. Ces paires oligonucléotides sont présentées au bas du tableau 2.1. Les
sondes générées mesuraient 22 nts (séquence de 20 nts conservée + GG provenant du
promoteur) et leur tailles ont été vérifiées sur gels de polyacrylamide 12%/7 M urée, en

paralléle a la migration d'un oligonucléotide d'ADN de 21 nts.
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2.5.3 Ktudes de retardement sur gels avec sonde d'ARN (ARN-EMSA)

Les réactions d'interactions ARN-protéines ont été réalisées en présence de 10-20
ug d'extrait protéique de MEG-01 et de 200 000 cpm de transcrit marqué au P*2, incubés
dans un volume total de 20 pl, & la température de la piéce dans un tampon d'interaction
1x [20 mM HEPES, pH 7.6, 1 mM EDTA, 10 mM (NH4):SO4, 1 mM DTT, Tween 20®
0.2% (w/v), 30 mM KCl] durant 15 min pour permettre la formation de complexes. De
I'néparine a été ajouté & différentes concentrations finales (1, 2.5, ou 5 pg/ul) et
l'incubation s'est poursuivie pour un autre 10 min a la température de la piece. Les
échantillons ont ensuite été placés sur glace puis irradiés sous une lampe UV pendant 10
min a une distance de 6 cm de la source lumineuse (UV stratalinker™ 2400 chamber,
Stratagene). Les complexes formés ont ensuite été analysés par €lectrophorese (Hoefer
SE 410 Sturdier slab vertical gel apparentus) sur des gels de polyacrylamide 5% (29:1)
natifs, aprés l'addition du tampon de chargement [50% glycérol/H,O DEPC] aux
réactions d'ARN-EMSA. L'électrophorése s'est déroulé dans un tampon TBE 0.5x pour
environ 2 hrs a 300 v a la température de la piéce. La visualisation des complexes s'est
faite par autoradiogramme. D'autrepart, afin de déterminer la taille des protéines fixées
a la sonde d'ARN, aprés irradiations aux UV, le tampon de chargement SDS a été ajouté
aux réactions d'interaction qui furent chauffées a 80 °C pour 2-3 min et ensuite résolues
sur des gels de polyacrylamide (29:1) 8.5% dénaturants (SDS-PAGE). Ces gels furent
analysés par autoradiographie.

Pour certaines expériences, les extraits cellulaires ont été préincubés pour 10 min &
la température de la piéce avec des ARN compétiteurs, tels qu'un excés de sonde sens

froide ou différents homoribopolyméres (Amersham), avant l'addition de la sonde sens
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marquée au P*2, D'autres traitements, tels que l'addition de protéinase K (USB) ou de
SDS aux extraits ou la dénaturation par la chaleur des extraits ou de la sonde, ainsi que
la digestion de la sonde par les ribonucléases IA (Amersham) et T1 (Boehringer
Mannheim) ont également été appliqués afin de confimer la nature protéine-ARN des
complexes formés.
2.5.4 Isolation et analyse sur gels dénaturants du complexe ARN-protéines
spécifique

Pour I'analyse du complexe identifié comme spécifique a la séquence conservee de
20 nts, par les expériences de retardement sur gels natifs, les bandes de gel
correspondant & ce complexe ont été excisées puis, les composantes protéiques ont €té
éluées dans une solution de 50 mM (NH,4);HCO; contenant 0.001% SDS et 0.02 M
PMSF, a 4 °C durant une période de 16 hrs avec faible agitation. Apres I'élution, le
volume a été concentré a 40 pl, a l'aide de dispositifs de filtration par centrifugation
(Centricon® and Ultrafree®-MC YM-10, Millipore). Les composantes protéiques du
complexe ont été résolues sur un gel d'électrophorése contenant un gradient 4-19% de
polyacrylamide (29:1) dans des conditions dénaturantes (SDS-PAGE). Les protéines
furent d'abord visualisées avec une coloration au SYPRO® Tangerine (Molecular
Probes), nécessitant l'utilisation du tododensitométre STORM 860 (Molecular
Dynamics) pour l'observation des protéines. Ensuite, les gels ont €té séchés puis
exposés sur un écran phosphore (Molecular Dynamics) pour permettre la détection des
protéines interagissant directement avec la sonde d'ARN marquée, a l'aide du systeme
"Phosphorlmager” et du tododensitométre STORM 860 (Molecular Dynamics). Le

marqueur de poids moléculaire utilisé est le #SM0431 de MBI Fermentas.
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2.6 Analyse de I'attachement polysomale
2.6.1 Extraction et fractionnement de I'ARN total

Les différentes fractions ribosomales ont été obtenues par centrifugation sur une
solution de sucrose 30%, tel que décrit par Garcia-Sanz JA (144). Briévement, les
MEG-01 (50 ml) stimulées ou non avec le TPA pour 1 et 4 jrs ont été récoltées et lavées
comme précédemment, puis lysées sur glace pour 15 min dans 1 ml de tampon
d'extraction {10 mM HEPES, pH 7.5, 3 mM MgCl,, 40 mM KCl, 5% glycerol, 0.5%
(v/v) tergitol NP-40 et 400 U/ml inhibiteur de ribonucléases (Promega)]. Aprés une
bréve centrifugation pour éliminer les noyaux, 150 pg/ml de cyclohexamide, 1 mM de
PMSF, 5 mg/ml d'héparine et 20 mM DTT ont été ajouté au surnageant. Ensuite, 600 ul
des différents extraits cytoplasmiques obtenus ont été appliqués sur la solution de 2.4 ml
de sucrose (30% p/v) dans le tampon d'extraction supplémenté avec 0.5 mg/ml
d'héparine, 10 mM de DTT, et 100 pg/ml de cycloheximide. Les échantillons de 3 ml
ont été centrifugés a 130,000 x g, 2 hrs, a 4 °C (ultracentrifugeuse Beckman L8-55M,
rotor SW-55Ti) et 5 fractions de 600 pl ont été récupérées a partir du haut du tube.
Aprés extraction avec 1 volume de phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) et
précipitation a l'isopropanol (0.85 volume), I'ARN total de chaque fraction a été dissout
dans 10-20 pl d'H,O DEPC. La quantité d ARN pour chaque fraction a été déterminée
par la lecture de l'absorbance & 260 nm. Pour I'analyse des ARNr de 18S et de 28S, des
aliquots de chaque fraction obtenue ont ét¢ incubés a 55 °C durant 15 min, puis
mélangés au tampon de chargement et résolus sur un gel d'agarose 1%, tel que décrita la
section 2.2.2. Les ARNr ont été visualisés par coloration des gels au bromure

d'éthidium suivie d’une exposition aux rayons UV.
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2.6.2 Buvardage, hybridation et détection

Des aliquots de chaque fraction ribosomale ont ét¢ incubés dans 3 volumes de
solution dénaturante [66% formamide, 2.6 M formaldehyde, 13% tampon MOPS (0.2M
MOPS, 0.5M sodium acetate, 0.01M EDTA)] pendant 15 min a 65 °C, ensuite mis sur
glace et dilués avec 2 volumes de 20x SSC glacial. Les échantillons furent appliqués sur
des membranes de nylon (BiodyneB, GibcoBRL) par succion, dans des fentes
individuelles, & l'aide d'un appareil Hybri-Slot™ (LifeTechnology, Gibco BRL
Apparatus). Une fois que les échantillons furent filtrés au travers des fentes, 1 ml de 10x
SSC a été ajouté dans chaque fente puis laissé absorbé complétement. L'appareil fut
démonté et 'ARN immobilisé sur les membranes, tel que décrit précédemment. De
méme, la préhybridation et I'hybridation avec la sonde d'ADNc de PGHS-1 marquée au
P*? ont été réalisées telles que décrites ci-haut. L'ARNm de PGHS-1 a été visualisé &
l'aide du systéme "Phosphorlmager” et du tododensitométre STORM 860 (Molecular

Dynamics) et quantifié par le programme "ImageQuant 5.1".

2.7 Analyse de I'inhibition des systemes protéolytiques

Les cellules MEG-01 (20 ml) ont été cultivées comme décrit précédemment et
traitées ou non avec du TPA pour 1 et 4 jours. Les différents inhibiteurs ont été ajoutés
aux cellules, 8 hrs avant la récolte, aux concentrations finales suivantes: MG-132
(Sigma): 100 pM, chloroquine (Sigma): 100 pM et PD150606 (Calbiochem): 20 pM.
Le MG-132 et le PD 150606 ont été préalablement dissouts dans du DMSO a une
concentration de 100 mM et 20 mM, respectivement; la chloroquine a été dissoute a 100

mM dans de l'eau stérilisée. L'obtention des extraits protéiques, leur résolution sur gels
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dénaturants et la détection immunochimique des protéines PGHS-1, actine et c-myc dans

les différents extraits obtenus ont été réalisées telles que décrites a la section 2.3.
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3. RESULTATS

3.1 Délai dans I'augmentation des niveaux de protéine PGHS-1 dans les MEG-01
stimulées au TPA

Nous avons démontré précédemment que dans les cellules MEG-01 non-stimulées,
'ARNm PGHS-1 (2.8 et 4.5 kb) pouvait étre détecté par la méthode d'hybridation
Northern (12). Toutefois, les niveaux demeurent faibles et constants durant la période
d'étude de 8 jrs (12). Cependant, dans notre systeme in vitro, aprés 1 jr de TPA, les
ARNm PGHS-1 de 2.8 kb et de 4.5 kb atteingnent leurs niveaux maximaux qui sont
environ 10 fois supérieurs aux niveaux d'ARNm PGHS-! dans les cellules non-stimulées
et le maintiennent pour une durée d'au moins 8 jrs (Fig. 1.8). En effet, lorsque les MEG-
01 sont stimulées avec le TPA (16 nM) pour 1 et 4 jrs, les transcrits PGHS-1, 2.8 et 4.5
kb, sont détectés par hybridation Northern dans des extraits d'ARN total (Fig. 3.1A).
Dans ces deux extraits, les niveaux d'ARNm PGHS-1 étaient augmentés de fagon
similaire suite a des durées d'exposition de 1 et de 4 jrs au TPA, et le transcrit de 2.8 kb
était le plus abondant des deux, conformément & la littérature (62). La détection de
I'ARNm de B-actine (1.8 kb) a servi de contrdle quantitatif;, niveaux constants dans les
deux extraits.

A lopposé de I'ARNm, aucune protéine PGHS-1 n'est détectée par
immunobuvardage Western, dans les MEG-01 traitées au TPA pendant 1 jr (Fig. 3.1B),
malgré les niveaux élevés d ARNm PGHS-1. Cependant, 4 jrs apres l'addition de TPA,
les niveaux de protéine PGHS-1 ont augmenté, tel qu'observé précédemment (12). La

bande a 43 kDa correspond a l'actine qui est utilisée comme contrdle de chargement.



Figure 3.1: Niveaux d'ARNm, de protéine et d'activité de 'enzyme PGHS-1 aprés
stimulation au TPA. A) Autoradiogramme représentatif d'une hybridation Northern
d'ARN total (15 pg) extrait des MEG-01 stimulées au TPA (16 nM) pour 1 et 4 jrs. Les
sondes utilisées correspondent aux ADNc de PGHS-1 et de factine humains. Les
transcrits de 2.8 kb et de 4.5 kb de PGHS-1 ont été détectés apres | jr de stimulation et
leur niveau ont été maintenus aprés 4 jrs de stimulation. La détection du transcrit de [3-
actine (1.8 kb) a été utilisée comme contrle de chargement. B) Détection de PGHS-1
par immunobuvardage Western, comparant les niveaux de protéine retrouvés dans les
cellules MEG-01 traitées avec le TPA pour 1 jr et 4 jrs. Aprés résolution des extraits
protéiques (10 pg) sur gels dénaturants et de leur transfert sur membranes, celles-ci
furent incubées simultanément avec ['anti-PGHS-1 et l'anti-actine, utilis¢ comme
contrdle interne. En opposition aux niveaux d'ARNm PGHS-I observés en A), la
protéine PGHS-1 n'a été détectée que dans l'extrait stimulé au TPA pour 4 jrs. Std
PGHS-1: standard protéique PGHS-1 (1 pg). C) L'activité PGHS-1 dans les cellules
stimulées au TPA pendant 4 jrs est augmentée par rapport aux cellules stimulées pour 1
jr. L'activité est une mesure de la formation de TxB; radioactif a partir d'AA exogene
marqué au C".  Ceci a indiqué que l'enzyme PGHS-1, augmentant aprés 4 jrs de
stimulation au TPA, était active. Tous ces résultats sont représentatifs de trois
expériences.
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Pour confirmer que la protéine PGHS-1 induite par le TPA était biologiquement active,
les cellules MEG-01 stimulées ont été incubées avec de I'AA marqué au C'. Ceci a
permis de mesurer les niveaux de TxB; (métabolite stable du TxA») radioactif synthétise
par les cellules sur une période de 30 min. La figure 3.1C montre que l'augmentation
des niveaux de protéines PGHS-1 dans les cellules traitées pour 4 jrs est accompagnée
par une capacité accrue de produire le TxB,, indiquant que I'enzyme PGHS-1 qui
catalyse I'étape limitante de cette synthése, est fonctionnelle. Ce résultat confirmait que
le TPA était capable d'induire une protéine PGHS-1 enzymatiquement active dans les
MEG-01.

Les augmentations non-paralléles de I'ARNm et de la protéine semblaient suggérer
une régulation post-transcriptionnelle du géne PGHS-/ favorisant, par exemple,
l'accumulation de 'ARNm PGHS-1 dans le cytoplasme, sous une forme inactive pour la
traduction. Les expériences suivantes avaient pour but de comprendre le délai observé

entre les accumulations d'ARNm et de protéine PGHS-1, dans les MEG-01 traitées au

TPA.

3.2 Identification d'une séquence conservée dans la R3'NT de PGHS-1
L'observation des faibles niveaux de protéine PGHS-1 dans les cellules MEG-01
stimulées pour 1 jr, malgré les niveaux d'ARNm élevés, et déja a leur maximun, peut
étre reliée a un faible taux de synthése protéique ou & un taux €levé de dégradation. La
possibilité que le géne PGHS-1 soit régulé post-transcriptionnellement, nous a conduites
4 la recherche d'un élément de régulation se trouvant dans la R3'NT de 'ARNm PGHS-

1. En effet, la R3'NT est trés souvent impliquée dans la régulation post-trancriptionnelle
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des génes. De plus, les éléments régulateurs retrouvés dans la R3'NT sont généralement
conservés entre les espéces, et il a été rapport¢ que la R3'NT de PGHS-I était
particuliérement bien conservée (62). Par conséquent, les séquences R3'NT connues,
c'est-a-dire les 1000 premiéres bases apres le codon d'arrét, de 4 espéces mammiféres
ont été alignées et analysées pour la présence de séquence consensus, par le programme
informatique "ClustalW 1.8" (annexe I). Cette comparaison de séquence R3'NT entre la
souris, le rat, I'humain et le mouton, nous a permis d'identifier une séquence conservée
de 20 nts. Cette séquence de 20 nts (séquence 20-nt) était la plus longue séquence
ieme

parfaitement conservée dans la R3'NT, et était localisée au 49 nt apres le codon

d'arrét chez I'homme, au 509°™ nt chez le mouton et au 662°™ nt chez la souris et le rat
(Fig. 3.2A). Par ailleurs, l'analyse de la structure secondaire du transcrit de 2.8 kb de
'ARNm de hPGHS-1 (Fig. 3.3A), ainsi que des autres espéces, a permis de constater
que la séquence 20-nt était localisée dans une région formant un bras s'étendant vers
I'extérieur de la structure secondaire de I'ARNm PGHS-1 (Fig. 3.3). Chez I'humain, les
7 premiers nucléotides de la séquence conservée (UUCAUUU) étaient libres, tandis que
neuf des treize nucléotides suivants entraient dans la formation d'appariements Waston-
Crick (Fig. 3.3A, agrandissement). Cette structure rappelle les régions de contact ARN-

protéines retrouvées dans certains ARN (145;146), et favorise notre hypothese d'une

interaction protéique dans cette région.



Figure 3.2: Identification d'une séquence de 20 nts parfaitement conservée dans la
R3'NT de PGHS-1 de 4 espéces mammiféres. A) A I’aide des programmes d’analyse
“ClustalW 1,8” et “Boxshade 3.217, les 1000 premiers nucléotides apres le codon d'arrét
de la R3'NT de PGHS-1 chez la souris, le rat, I’humain et le mouton ont été comparés et
alignés selon 1'homologie des séquences. Cette analyse a permis I’identification d’une
séquence consensus de 20 nucléotides, la plus longue séquence enticrement conservée
(boite noire). Les symboles: * représentent les nucléotides conservés. Cette
conservation de séquence entre les espéces nous porte a croire que la séquence de 20 nts
pourrait étre impliquée dans un mécanisme de régulation. B) Séquence des sondes sens
et antisens transcrites a partir d’un seul vecteur et utilisées dans les études de
retardement sur gels. La séquence en caractéres gras correspond a la séquence 20-nt de
PGHS-1, les caractéres en bleu indiquent les nucléotides provenant du promoteur de
I'ARN polymérase T7 ou SP6 et les séquences en mauve correspondent aux sites de
restriction EcoRI et Hind III utilisés pour le clonage dans le vecteur pGEM-3Z, tel que
décrit dans la section Méthodes Expérimentales 2.5.2 et sur la figure 2.1. Le site de
restriction Xhol qui a servi a identifier les clones positifs est indiqué en vert.
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Figure 3.3: Structure secondaire de 'ARNm PGHS-1 de 4 espéces mammiféres. Le
programme informatique "RNAstructure 3.5" permet I'étude de structure secondaire
d'ARN basé sur l'état énergétique le plus favorable. Cette analyse a montré que la
séquence 20-nt faisait partie d'une structure secondaire qui a l'allure d'un bras court
s'étendant vers l'extérieur de 'ARNm replié, et ce chez les quatre especes. Cette
structure est en faveur d'une interaction entre des protéines régulatrices et la séquence
20-nt. A) Structure secondaire du transcrit de 2.8 kb chez I'homme (oG =-891.7) et
agrandissement de la région des 20 nts. Structure secondaire du transcrit de 2.8 kb chez
B) le rat (oG =-904.1), C) la souris (oG =-884.3) et D) le mouton (G =-936.1); la
région des 20 nts est encadrée.
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Région des 20 nts
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3.3 Identification d'interactions dépendantes de la durée d'exposition au TPA
impliquant la séquence conservée de PGHS-1 et des extraits cellulaires de MEG-01
Afin de tester I'hypothése que des facteurs agissant en trans pourraient fixer
I'élément-cis conservé de I'ARNm de PGHS-1, la séquence 20-nt identifiée a été clonée
dans le vecteur de transcription pGEM-3Z, a partir duquel une sonde sens de 37 nts a été
transcrite par I' ARN polymérase T7 (Fig. 3.2B). La figure 3.4A montre la sonde sens de
37 nts telle qu'obtenue par transcription in vitro et précipitation selon le protocol décrit
par Wilusz J (142), puis résolue sur gel de polyacrylamide/urée. La transcription a
donné un produit majoritaire, dont la position correspondait a un transcrit de 37 nts, telle
que proposée par sa migration en regard de celles des colorants BB (10 nts) et XC (55
nts). Afin de vérifier l'efficacité de la précipitation de la sonde radioactive, 10° cpm
provenant du culot et du surnageant ont été migrés en parallele; la sonde n'est détectée
que dans le culot. Des études de retardement sur gels avec sonde d'ARN (ARN-EMSA)
ont été utilisées pour repérer des piARNm (protéine interagissant avec I'ARNm) fixant la
séquence 20-nt. Les transcrits marqués ont été incubés avec des extraits cellulaires,
cytoplasmiques ou nucléaires, provenant soit de MEG-01 non-stimulées ou stimulées au
TPA, pour 1 et 4 jrs (-TPAljr; +TPAljr; -TPA4jrs; +TPA4jrs). Les complexes formés
ont été analysés sur des gels de polyacrylamide 5% natifs. En premier lieu, des ARN-
EMSA ont été réalisées dans différentes conditions de stringence afin d'évaluer la
capacité de la sonde & former des complexes et de déterminer lesquels des extraits
cytoplasmiques ou nucléaires formaient les complexes les plus intenses. Pour varier la
stringence dans une réaction d'ARN-EMSA, I'héparine est généralement utilisée.

L'héparine est un polymére chargé négativement, et qui, par des interactions charge-



Figure 3.4: Etudes de retardement sur gels avec la sonde sens, en présence
d'extraits cytoplasmiques ou nucléaires et de concentrations croissantes d'héparine.
A) La taille et la qualité de la sonde sens ont été vérifiées sur gels de polyacrylamide
10%/urée 7M visualisés par autoradiographie. Les colorants bleu de bromophénol
(BB:~10 nts) et xyléne cyanol (XC:~55 nts) ont servis de points de repére. La sonde
sens migre & l'endroit prévu, soit 37 nts, et constitue le produit majeur de transcription.
Aprés précipitation, la sonde sens est retrouvée dans le culot, mais non dans le
surnageant. B) La sonde sens représentant la séquence conservée de PGHS-1 a été
incubée avec des extraits (10 pg) nucléaires (a gauche) ou cytoplasmiques (a droite) de
MEG-01 stimulées ou non au TPA pour | et 4 jrs. Pour chaque groupe de quatre
extraits, les concentrations d'héparine suivantes ont été testées: 1, 2.5 et 5 pg/ul. La
sonde sens (Ss) libre de 37 nts migre au bas du gel de polyacrylamide 5%. Aucun
complexe ne se forme dans la réaction témoin (RT) qui contient tous les éléments de la
réaction d'ARN-EMSA, sauf I'extrait cellulaire. Trois complexes définis sont observés
(A, B et C) alors qu'un ensemble de complexes plus diffus est observé au bas du gel
(accolades). A l'exception de cet ensemble, aucun complexe n'est formé avec I'extrait
+TPA-4jrs. Les complexes A, B et C sont formés majoritairement avec les extraits de
cellules non-stimulées et aussi avec l'extrait +TPA-1jr et résistent & I'addition d’héparine
(5 ng/ul). Ces observations s'appliquent aux extraits nucléaires et cytoplasmiques, mais
les complexes sont plus intenses avec les extraits cytoplasmiques. Les complexes ont
6té visualisés par autoradiographie. Ces résultats sont représentifs de cing ARN-EMSA.
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charge, attire les protéines majoritairement chargées positivement dans ces conditions
réactionnelles (pH 7.6). Ainsi, I'héparine libere la sonde des protéines qui s'y fixent
sans spécificité¢ de séquence. L'optimisation de la concentration d'héparine est
importante; il faut diminuer le bruit de fond sans affecter la formation des complexes
ARN-protéines spécifiques. Trois concentrations d'héparine ont été testées, soit 1, 2.5 et
5 pg/pl. Les résultats des ARN-EMSA avec les extraits nucléaires et cytoplasmiques
sont présentés & la figure 3.4B. De fagon générale, sauf des variations d'intensité, les
complexes observés avec les extraits nucléaires étaient les mémes qu'avec les extraits
cytoplasmiques. Nous avons observé au moins trois complexes définis (A, B et C) ainsi
que des complexes moins définis et migrant au bas du gel (indiqués par les accolades).
Le plus lourd des trois premiers complexes (A) était peu intense, mais résistait tout de
méme 2 la présence d'héparine. Par contre, les deux complexes migrant au milieu du gel
(B et C) étaient intenses, bien définis et résistants a I'ajout de 5 pg/ul d'héparine. Les
complexes A, B, et C étaient présents avec les extraits de cellules non-stimulées de
facon plus intense qu'avec l'extrait +TPA-1jr, ce qui suggérait qu'ils contenaient
davantage de piARNm capables de fixer la séquence 20-nt. La principale caractéristique
de ces ARN-EMSA était que, méme dans des conditions de faible stringence (1 pg/pl
d'héparine), aucun des complexes A, B et C ne se formaient lorsque la sonde sens était
mise en présence d'un extrait cellulaire +TPA-4jrs. Les seuls complexes observés avec
cet extrait étaient ceux désignés par les accolades, cependant ces derniers n'étaient pas
aussi intenses et bien définis que les complexes B et C et résistaient moins a I'héparine.
Pour vérifier que l'absence de formation de complexe avec I'extrait +TPA-4jrs

n'était pas causé par la dégradation des protéines de I’extrait ou par une plus faible
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quantité de protéines dans cet extrait, les quatre différents extraits, cytoplasmiques et
nuclaires, ont été résolus sur gels d'électrophorése en présence de SDS. Ces gels ont
ensuite été colorés a l'argent afin de visualiser I'ensemble des protéines de chaque extrait
(Fig. 3.5A). La qualité et la quantité des protéines de l'extrait +TPA-4jrs étaient
comparables a celles des autres extraits et n'étaient probablement pas mises en cause
dans l'absence des complexes A, B et C observée dans les réactions de ARN-EMSA
réalisées avec cet extrait. Ceci suggére que les protéines entrant dans la formation des
complexes A, B et C seraient absentes ou du moins, empéchées d'interagir avec la
séquence 20-nt, dans les cellules stimulées pour 4 jrs.

Nous nous sommes davantage intéressées au complexes B et C parce que leur
formation semblait étre dépendante de la durée du traitement au TPA et qu'ils étaient
plus intenses et mieux définis que le complexe A. Afin d'établir une corrélation entre la
formation des complexes B et C et la présence de la protéine PGHS-1 dans les MEG-01,
nous avons détecté par immunobuvardage Western les niveaux de PGHS-1 dans les
extraits cellulaires utilisés pour les ARN-EMSA (Fig. 3.5 B). Tel que prévu, la protéine
PGHS-1 n’est détectée que dans l'extrait +TPA-4jrs, dans le noyau et dans le
cytoplasme. Par conséquent, I'absence d'interaction entre la séquence 20-nt et I'extrait
+TPA-4jrs corrélait avec des niveaux augmentés de protéine PGHS-1 dans cet extrait
cellulaire. Par ailleurs, l'actine étant une protéine du cytosquelette, sa présence dans les
extraits dits nucléaires semblait indiquer que la séparation noyau/cytoplasme lors de
l'extraction n'avait pas été optimale et pourrait s’expliquer principalement par la lyse
incompléte des cellules dans le tampon hypotonique utilisé (section 2.5.1). Par

conséquent, des cellules non-lysées ont probablement été culottées avec les noyaux lors



Figure 3.5: Analyse du contenu protéique des extraits cellulaires utilisés dans les
études de retardement sur gels. A) Afin de contréler la qualité de I'extrait +TPA-4jrs,
les quatre extraits (10 pg) nucléaires (2 gauche) et cytoplasmiques (a droite) ont été
résolus sur gels d'électrophorése (10%) dénaturants, puis visualisés par une coloration a
l'argent. Dans les deux cas, la qualité et la densité protéique de I'extrait +TPA-4jrs se
comparent 4 celles des trois autres extraits. L'absence de complexe ne semble pas étre
causé par une dégradation prononcée des protéines dans cet extrait. B) Détection des
protéines PGHS-1 et actine (contrle interne) par immunobuvardage Western, dans les
extraits (10 pg) nucléaires (& gauche) et cytoplasmiques (a droite) stimulés ou non avec
le TPA pour 1 et 4 jrs, et utilisés dans les ARN-EMSA. La protéine PGHS-1 n'est
détectée que dans I'extrait +TPA-4jrs, comme prévu. Cette augmentation des niveaux de
PGHS-1 dans l'extrait +TPA-4jrs est corrélée avec l'absence des complexes A, B et C,
tel que visualisé a la figure 3.4B. Inversement, la formation des complexes A, B et C
correspond & l'absence de PGHS-1 dans les MEG-01 non-stimulées et stimulées pour 1
jr.  Std PGHS-1: 1 pg. Les résultats sont représentatifs de trois expériences

indépendentes.
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de la premiére centrifugation qui suivait la lyse cellulaire. Il serait donc plus adéquat de
parler d’extraits cytoplasmiques enrichis nucléaires plutdt que d’extraits exclusivement
nucléaires.

Basé sur les résultats obtenus a la figure 3.4B, nous avons déterminé que la
concentration d'héparine utilisée serait de 5 pg/ul, sauf si spécifié autrement. Nous
avons opté pour les extraits cytoplasmiques, plutét que nucléaires, étant donné
I’observation faite ci-haut concernant la méthode d’extration des protéines du noyau.
De plus, I’extrait cytoplasmique favorisait davantage la formation des complexes B et C,
comme en témoigne leur intensité sur la figure 3.4B, en particulier avec I’extrait +TPA-
1jr. Les prochains ARN-EMSA ont donc été réalisés avec des extraits cytoplasmiques

et avaient pour but de vérifier la nature et la spécificité des complexes B et C.

3.4 Confirmation de la nature ARN-protéines des complexes observés

Avant de vérifier la spécificité des complexes B et C, nous avons tout d'abord
confirmé la nature ARN-protéines des complexes formés en présence de la sonde de 37
nts et des extraits cytoplasmiques de MEG-01, a l'aide de différents traitements
appliqués, soit sur l'extrait cytoplasmique, soit sur la sonde d'ARN, avant de les incuber
ensemble dans les réactions d'ARN-EMSA. Ces résultats sont présentés a la figure 3.6.
La réaction-controle faite avec la sonde sens de 37 nts en présence d'un extrait
cytoplasmique provenant de cellules non-stimulées n'ayant subi aucun traitement, est
montrée dans le premier puits; nous y distinguons les complexes B et C. Le puits #2

contient la sonde sens de 37 nts seule, migrant au bas du gel sous forme libre. Comme



Figure 3.6: Les complexes observés sont constitués d'ARN et de protéines isolées
des MEG-01. La sonde sens de 37 nts ou l'extrait cytoplasmique de MEG-01 non-
stimulées a été traité tel que décrit ci-contre avant leur addition a Ia réaction d'ARN-
EMSA en présence d'héparine (5 pg/ul). Puits: #1: contrdle positif pour la réaction de
liaison avec l'extrait inaltéré (10 pg); les complexes B et C sont formés; #2: la sonde
sens de 37 nts en absence d'extrait protéique; aucun complexe n'est formé, #3: contréle
négatif pour la réaction de liaison avec la BSA (10 pg); aucun complexe n'est forme,
puits #4-7: dégradation de I'extrait, avant l'incubation avec la sonde, soit par protéinase
K (0,5 mg/ml) [K], protéinase K (2.5 mg/ml) + SDS (0,1%) [K/S], SDS (1%) [S] ou
chaleur (85 °C, pour 15 min.) [C]; la formation des complexes est abolie; puits #8-9:
dénaturation de la sonde d'ARN par la chaleur (70 °C, pour 5 min) [C] ou par une
digestion avec les ribonucléases IA/T1 (1 U/ul) [D]; formation de complexes avec la
sonde chauffée seulement. Autoradiogramme représentatif de trois expériences
indépendantes.
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contrdle négatif de liaison, la BSA a été mélangée avec la sonde sens (puits #3); aucun
complexe n'est observé.

Pour débuter les traitements, I'extrait a été digéré avec la protéinase K, seule ou en
présence de SDS, avant d'étre incubé avec la sonde (puits #4 et #5). Les protéines de
I'extrait ont aussi été dénaturées avec du SDS ou par la chaleur, puis mélangées avec la
sonde (puits #6 et #7). Chacun de ces traitements empéchait la formation des
complexes, confirmant que des protéines en faisaient partie. Dans un deuxiéme temps,
nous avons altéré la sonde, soit par chaleur ou par digestion avec des ribonucléases. Il
semblerait que lorsque la sonde est chauffée avant d'étre incubée avec les protéines, les
complexes puissent encore se former (puits #8). Ce résultat supporte la possibilité que
la formation du complexe soit davantage dépendante de la séquence que de la structure
secondaire. Par contre, la sonde pré-digérée avec les ribonucléases T1 et IA, et incubée
avec l'extrait protéique n'a pas permis la formation des complexes (puits #9) suggérant
quune sonde de 37 nts incompléte ou dégradée, ou méme les aP*? UTP libres, ne
formeraient pas de complexes avec les protéines de I'extrait. De ces derniers résultats,
nous pouvons conclure que les complexes identifiés plus t6t étaient bien constitués de la

sonde d'ARN sens de 37 nts et de facteurs protéiques isolés des MEG-01 non-stimulées.

3.5 Identification d'un complexe sensible au TPA dont la formation est
dépendante de la présence de la sonde sens

Le role de la séquence 20-nt dans les interactions observées précédemment a été
confirmé par des ARN-EMSA dans lesquelles la sonde sens de 37 nts fut remplacée par

une sonde antisens. Ainsi, pour s'assurer que les complexes B et C observés dépendaient
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bien de la séquence 20-nt pour leur formation, nous avons testé leur capacité a €tre
formés en présence d'une sonde antisens. Dans cette premiére tentative de déterminer
I'importance de la séquence conservée dans la formation des complexes, nous avons tiré
profit du fait que le vecteur utilisé comme matrice d'ADN possédait les promoteurs de
transcription T7 et SP6, situés de chaque coté de l'insert représentant la séquence 20-nt
(Fig. 2.1). La sonde antisens utilisée fut donc générée avec 'ARN polymérase SP6 (Fig
3.2B). Une sonde de 41 nts a été produite en raison de la position plus distante, par
rapport au site de polyclonage, du nucléotide +1 dérivé du promoteur SP6
comparativement au nucléotide +1 dérivé du promoteur T7. Le produit de la réaction de
transcription a été vérifié sur gel de polyacrylamide/urée (Fig. 3.7A). Une bande
majeure a été détectée qui était de la taille espérée pour la sonde antisens, telle que
comparée avec un oligonucléotide d'ADN de 37 nts.

Lorsque des réactions ARN-EMSA étaient réalisées avec la sonde antisens de 41
nts, mise en présence d'extraits cytoplasmiques de MEG-01 stimulées ou non avec le
TPA pour 1 et 4 jrs et de 5 pg/ul d'héparine (Fig. 3.7B, a droite), tout comme avec la
sonde sens, les complexes formés avec la sonde antisens étaient sensibles a la durée
d'exposition au TPA et ne se formaient pas avec l'extrait cytoplasmique +TPA-4jrs.
Nous avons observé que les complexes A, B et ceux en accolades, formés avec la sonde
sens (Fig. 3.7B, au centre et & gauche), étaient capables d'étre formés avec ['antisens.
Ceci nous a indiqué que la formation des complexes A et B n'étaient pas dépendante de
la séquence 20-nt. De ces résultats d'ARN-EMSA, le plus intéressant fut de noter que le
complexe C était le seul, parmi les complexes sensibles a l'exposition au TPA (A, B et

C), a ne pas se former en présence de cette sonde antisens et ce, avec aucun des quatre



Figure 3.7: Comparaison des complexes formés avec les sondes sens et antisens. A)
Sonde d'ARN antisens obtenue par transcription avec 'ARN polymérase SP6, migrée
sur gel de polyacrylamide 10%/urée 7M et visualisée par coloration au bromure
d'éthidium. Le produit de transcription attendu, une sonde de 41 nts, correspond au
produit majeur observé dont la taille a été estimée par comparaison a un oligonucleotide
d'ADN de 37 nts de longueur. B) ARN-EMSA visualisés par autoradiographie et
représentatifs de trois expériences. Les quatre réactions de gauche ont été realisées avec
la sonde sens en absence d'héparine afin de favoriser la formation de complexes avec les
protéines des extraits cytoplasmiques (10 pg) tandis que les huit réactions suivantes
contiennent de I'héparine (5 pg/pl): au centre, ARN-EMSA avec la sonde sens; a droite,
ARN-EMSA avec la sonde antisens. La formation du complexe C avec la sonde sens est
sensible 4 la durée de stimulation au TPA: peu importe la concentration d'héparine, il est
absent avec l'extrait TPA-4jrs. De plus, il n'est pas formé avec la sonde antisens en
présence d'aucun des 4 extraits; sa formation semble donc spécifique & la sonde sens.
Ss: sonde sens libre (37 nts) et SAs: sonde antisens libre (41 nts).
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extraits, ce qui suggérait que sa formation était spécifique a la séquence de la sonde
sens. D'autrepart afin de ne pas restreindre d'aucune fagon la formation de
complexesavec la sonde sens, nous avons réalis¢é des ARN-EMSA avec chacun des
extraits cytoplasmiques en absence d'héparine (Fig. 3.7B, a gauche). Dans ces
conditions de faible stringence, non seulement l'intensité des complexes était augmentee,
mais il était possible d'observer le complexe B avec I'extrait +TPA-4jrs; le complexe C
n'était toujours pas observé. Ceci renforce le choix du complexe C comme complexe
d'intérét dont la formation, spécifique a la sonde sens, est sensible a la durée d'exposition
au TPA et inversement corrélée avec l'augmentation des niveaux de protéine PGHS-1
(Fig. 3.5B, a droite). Pour l'ensemble de ces raisons, les expériences suivantes visent a

caractériser davantage le complexe C.

3.6 Spécificité de la séquence conservée de 20 nts

Dans la section précédente, nous avons démontré que la sonde sens de 37 nts était
nécessaire a la formation du complexe C; ce dernier était absent en présence de la sonde
antisens de 41 nts. Toutefois, afin de pallier aux différences, autres que la séquence de
PGHS-1 conservée, entre la sonde sens et la sonde antisens utilisées dans les expériences
décrites ci-haut, nous avons fabriqué un second vecteur dont I'insert correspondait a la
séquence antisens elle-méme (Tableau 2.1). Ceci a permis de comparer I'habileté de
deux sondes d'ARN similaires & former des complexes avec des extraits de MEG-01
non-stimulées. En effet, la nouvelle sonde antisens, tout comme la sonde sens, fut
transcrite par I'ARN polymérase T7, donc avec la méme efficacité. De plus, la nouvelle

sonde antisens avait la méme taille, soit 37 nts, et les mémes sites de restriction
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introduits dans sa séquence que la sonde sens. La seule distinction entre ces deux
sondes était donc la séquence d'intérét, c’est-a-dire la séquence 20-nt orientée en
direction opposée (Fig. 3.8A). Comme indiqué sur la figure 3.8B, les ARN-EMSA
réalisées en présence de la nouvelle sonde antisens (As-T7, & droite) ne permettait
toujours pas la formation du complexe C, alors que ce dernier était présent avec la sonde
sens (s, a gauche). Ce résultat appuie notre observation précédente que le complexe C
dépend de la sonde sens pour sa formation.

Finalement, pour s'assurer que les sites de restriction utilisés pour le clonage de
I'insert dans le vecteur de transcription et, par conséquent, incorporés dans la séquence
de la sonde (Fig. 2.1 et 3.2B), n'étaient pas impliqués dans la fixation des piARNm, nous
avons modifié la matrice de transcription. En effet, au lieu d'utiliser un vecteur linéarisé
contenant l'insert a transcrire, la matrice d' ADN fut constituée de deux oligonucléotides,
dont I'appariement, tel que présenté au bas du tableau 2.1, résultait en la formation du
promoteur minimal double brin de I'ARN polymérase T7, suivi de la séquence 20-nt
simple brin. Ces réactions de transcription pour les sondes sens et antisens ont donné
lieu a des transcrits de 22nts (Fig. 3.9A): séquence 20-nt précédée des nucléotides +1 et
+2 du promoteur T7 (GG). La taille de ces transcrits a été vérifiée sur gels de
polyacrylamide/urée, en paralléle avec un oligonucléotide d'ADN de 21 nts, et visualisée
par coloration au bromure d'éthidium (Fig. 3.9B). Les deux sondes sens de 22 et de 37
nts ont aussi été migrées en paralléle sur un gel de polyacrylamide/urée, comme montré
en retrait sur la figure 3.9C, a droite.

Ensuite, ces transcrits de 22 nts ont servi de sondes dans des ARN-EMSA réalisées

avec des extraits cytoplasmiques de MEG-01 non-stimulées, en présence d'une



Figure 3.8: Etudes de retardement sur gels avec la sonde antisens transcrite par
I'ARN polymérase T7. A) Séquence des sondes sens et antisens transcrites avec I’ARN
polymérase T7 (méme légende qu’a la figure 3.2). Les deux sondes mesurent 37 nts et
contiennent les mémes sites de restriction ayant servi au clonage. B) Comparaison des
complexes formés avec la sonde sens et la sonde antisens dont la seule distinction est
l'orientation de la séquence conservée de PGHS-1. Le complexe C, indiqué par la
fleche, n'est formé qu'en présence de la sonde sens. Ces ARN-EMSA ont été réalisées
avec des extraits cytoplasmiques (20 pg) de cellules non-stimulées en présence
d'héparine (2.5 pg/ul), et visualisées par autoradiographie. Ces observations sont
représentatives de trois essais indépendents.
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Figure 3.9: Spécificité de la séquence 20-nt dans la formation du complexe C. A)
Séquences des sondes sens et antisens de 22 nts correspondant & la sequence de PGHS-1
conservée, sans aucun site de restriction ajouté. B) Vérification de la qualité des
réactions de transcription et de la taille des sondes migrées parallelement a un
oligonucléotide d'ADN de 21 nts sur des gels de polyacrylamide 12%/urée 7M, colorés
au bromure d'éthidium. Sonde sens-22, 2 gauche et sonde antisens-22, a droite. C)
ARN-EMSA réalisées avec les sondes sens et antisens de 22 nts en présence d'extraits
non-stimulés (10 pg) et de différentes concentrations d'héparine: 0, 2.5 et 5 pg/pl. Les
complexes B et C sont formés avec la sonde sens de 22 nts, méme a fortes
concentrations d'héparine alors que seul le complexe B est formé avec la sonde antisens
de 22 nts lorsque la concentration d'héparine est plus grande ou égale a 2.5 pg/ul
d'héparine. A titre de comparaison, la sonde sens de 37 nts libre a été chargée sur le gel.
En retrait, les deux sondes sens de 22 et 37 nts migrées sur un gel polyacrylamide
10%/urée 7M, visualisé par autoradiographie. Ces expériences ont été reproduites trois
fois.
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concentration croissante d'héparine (Fig. 3.9C). Comme les réactions d'ARN-EMSA ont
été migrées moins longtemps, afin de conserver les sondes de 22 nts dans les gels, les
complexes B et C furent moins résolus. La position de la sonde de 37 nts,
habituellement migrée jusqu'au bas du gel, en témoigne. Avec la sonde sens de 22 nts, il
a été possible de distinguer les complexes B et C dans toutes les conditions d'héparine
testées. Pour ce qui est des ARN-EMSA avec l'antisens, les résultats ont montré que les
complexes B et C étaient formés dans des conditions de faible stringence (0 pg/pl
d'héparine), toutefois, comme montré sur les figures 3.7B et 3.8B, seul le complexe B
était formé avec l'antisens en présence d'une concentration d'héparine de 2,5 et 5 pg/ul.
Ces ARN-EMSA ont démontré que les sites de restriction n'étaient pas impliqués dans
I'interaction avec des facteurs cytoplasmiques provenant de cellules MEG-01 non-
stimulées et que la formation du complexe C, dépendante de la sonde sens de 37 nts,
pouvait aussi avoir lieu avec une sonde ne contenant que la séquence conservée orientée
dans la direction 5'3'. Suite a ces observations, nous avons établi que la formation du

complexe C était spécifique a la séquence 20-nt.

3.7 Identification de nucléotides importants dans la formation du complexe ARN-
protéine(s) spécifique

Par la suite, nous avons réalisé des études de compétitions avec des ARN non
marqués, d'une part avec une sonde homologue 2 la sonde sens de 37 nts et d'autrepart
avec des homoribopolyméres. Pour ces ARN-EMSA, des extraits cytoplasmiques de
cellules non-stimulées ont été incubés avec chacun des compétiteurs d'ARN pendant 10

min avant l'ajout de la sonde sens de 37 nts marquée. Les expériences de compétition
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avec la sonde homologue ont confirmé que le complexe C était formé de la séquence 20-
nt (Fig. 3.10). L'ajout d'un excés molaire croissant de sonde froide a la réaction de
liaison a diminué progressivement la formation de ce complexe. Par contre, la
formation du complexe B fut aussi compétitionnée, ceci n'était pas surprenant étant
donné que la sonde sens permettait tout de méme la formation de ce complexe.
Toutefois la spécificité de liaison des protéines du complexe B a la sonde sens est moins
importante que celles du complexe C, tel que démontré par leur fixation a la sonde
antisens (Fig. 3.7-3.9). Par ailleurs, nous avions noté que la séquence conservée était
riche en résidus uridines. Par conséquent, pour vérifier leur importance dans la
formation du complex C, les extraits cytoplasmiques de MEG-01 ont été incubés avec
des quantités croissantes de ribonucléotides, soit poly(U), poly(C) ou poly(A). Tel que
montré sur la figure 3.11, la formation du complexe spécifique C était compétitionnée
par l'addition de poly(U), en quantité aussi faible que 10 ng, et complétement abolie par
une quantité supérieure de poly(U). Cependant, les ribonucléotides poly(C) ou poly(A)
n'ont pas eu cet effet drastique sur la formation du complexe C. La formation du
complexe B ne semblait pas significativement affecté par l'ajout de poly(U) ou de
poly(C), alors que la compétition avec le poly(A) a semblé avoir diminué la formation
des deux complexes, B et C, de fagon proportionnelle. Les piARNm du complexe C
semblaient donc se fixer de préférences a des séquences riches en résidus uridines. Ceci
est en accord avec le fait que la moitié des nucléotides de la séquence conservée 20-nt
sont des U, c'est & dire que 10 des 13 résidus U présents dans la sonde de 37 nts sont

concentrés dans la séquence de PGHS-1 (Fig. 3.2).



Figure 3.10: ARN-EMSA en présence d'un excés de sonde sens froide. Compétition
de la formation du complexe spécifique C par l'addition de quantités croissantes (0x to
1000x excés molaire) d'une sonde sens homologue non-marquée aux extraits
cytoplasmiques de MEG-01 non-stimulées (20 ig), avant l'incubation avec la sonde sens
de 37 nts marquée et I'héparine (2,5 pg/pl). Ces résultats supportent la participation de
la séquence 20-nt dans la formation du complexe C (indiqué par la fleche) et sont
représentatifs de trois expériences de compétition indépendantes. Ss: sonde sens 37 nts

seule.
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Figure 3.11: Les résidus uridines de la séquence 20-nt sont importants dans la
formation du complexe spécifique. Les extraits cytoplasmiques de MEG-01 non-
stimulées (20 pg) ont été incubés avec la quantité indiquée (ng) de chacun des
homoribopolymeéres suivants: poly(U), poly(C) ou poly(A), avant l'addition de la sonde
sens de 37 nts. L'héparine (2,5 pg/pl) a été ajouté aux réactions de liaison. Les
complexes ont été visualisés par autoradiographie. Ces ARN-EMSA ont été répétés
trois fois. En présence de poly(U), la formation du complexe C spécifique est abolie, tel
qu'indiqué par la fleche. Ctl +: contrdle positif pour les réactions de liaison, sans
compétiteur ajouté; Ctl -: contrdle négatif pour les réactions de liaison avec un extrait
+TPA-4jrs; complexes B et C absents.
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Suite aux résultats obtenus grace aux études de compétition avec le poly(U), et
pour confirmer la possibilité que certains résidus uridines situés dans la séquence
conservée de 20 nts soient plus directement impliqués dans l'interaction spécifique des
piARNm constituant le complexe C, nous avons élaboré des séquences de sondes
mutées. Un total de cinq sondes mutées a été testé dans les ARN-EMSA,; les séquences
de ces mutants sont indiquées 4 la figure 3.12A. La capacité de chaque sonde a former
le complexe C est indiquée 4 droite de sa séquence par les symboles + ou -. Basé sur les
résultats ' ARN-EMSA présentés 4 la figure 3.12B, nous avons observé que certaines
sondes mutées étaient positives (M1:+ et M2:++) pour la formation du complexe C,
alors que d'autres étaient négatives (M3:- et M4:-). Tout d’abord, lorsque la moitié des
nucléotides de la séquence 20-nt était mutée (1 nt sur 2), les complexes B et C étaient
moins intenses, toute proportion conservée. La substitution arbitraire de seulement deux
nucléotides n'a presque pas eu d'effet sur la formation du complexe C (M2: ++). Par la
suite, nous avons examiné précisément la possibilité que le motif de quatre résidus U
consécutifs, retrouvés dans la séquence 20-nt, soit important dans ['interaction
spécifique. Des mutations au niveau de ce tétranucléotide ont donc €té introduites en
changeant la séquence UUUU pour CUGA (M3), UUGA (M4) ou CUUA (MS5). Tel
que présenté sur la figure 3.12B, les tétranucléotides mutés, CUGA (M3: -) et UUGA
(M4: -), abolissaient la formation du complexe C, tandis que la séquence mutée CUUA
(MS5: +/-) montrait une faible interaction avec les protéines cytoplasmiques de MEG-01.
Ces résultats ont indiqués que le motif UUUU était important dans la formation de
I'interaction spécifique avec les piARNm dont la fixation a la séquence 20-nt était

sensible 2 la durée de la stimulation au TPA. Etant donné que la séquence conservée est



Figure 3.12: Des mutations dans la séquence 20-nt affectent la formation du
complexe spécifique. A) Séquences de la sonde sens non-mutée (NM) et des 5 sondes
mutées (M) utilisées pour les ARN-EMSA. Les nucléotides mutés dans la séquence
conservée de 20 nts (caractéres gras) et plus particulierement dans le tétranucléotide
UUUU (séquences encadrées) sont en rouge. Basé sur les résultats des ARN-EMSA, la
capacité, pour chaque sonde mutée, de former le complexe C est indiquée a droite de
chaque sonde par les symboles + et -. B) ARN-EMSA représentatif de trois expériences
indépendantes utilisant soit la sonde sens non-mutée radioactive ou l'une des cinq sondes
mutées marquée au P, incubée avec un extrait cytoplasmique (20 pg) de MEG-01 non-
stimulées, en présence d'héparine (2.5 pg/pl). Alors que la formation du complexe
spécifique, indiqué par la fléche, était possible avec la sonde non-mutée et les sondes
mutées M1 et M2, et jusqu'a un certain point avec la sonde M5, le complexe spécifique
était complétement absent lorsque les sondes mutées M3 et M4 étaient utilisées dans les
ARN-EMSA. Ces résultats semblaient indiquer que le motif UUUU était impliquée
dans la formation spécifique du complexe C.
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composée d'un total de 10 résidus U, cette observation n'élimine pas la possibilité que
les autres U, en particulier les deux diméres UU situés de chaque coté du tétranucléotide,

soient aussi impliqués dans I'interaction spécifique que représente le complexe C.

3.8 Caractérisation des protéines cytoplasmiques fixées a la séquence conservée
de PGHS-1

Dans le but d'estimer le poids moléculaire apparent des piARNm-PGHS-1 fixées a
la sonde sens de 37 nts, nous avons pris avantage des irradiations UV qui interrelient de
maniére covalente la sonde d'’ARN aux protéines qui y sont fixées directement. Nous
avons, en premier lieu, soumis les réactions d'ARN-EMSA & une résolution sur gel
d'électrophorése en conditions dénaturantes. Tel que présenté sur la figure 3.13, nous
avons comparé une réaction d'’ARN-EMSA dont l'extrait provenait de cellules non-
stimulées (complexe spécifique présent) & une réaction faite en présence d'un extrait de
MEG-01 stimulées pour 4 jrs au TPA (complexe spécifique absent). Conformément aux
résultats de ARN-EMSA obtenus avec les gels natifs (Fig 3.7), les protéines fixées a la
sonde d'ARN dans I'extrait non-stimulé étaient plus abondantes et généralement de poids
moléculaire plus élevé que celles observées avec l'extrait +TPA-4jrs. En effet, autour de
66 kDa et plus, au moins quatre bandes détectées dans l'extrait non-stimulé étaient
absentes dans l'extrait stimulé (indiquées par les fleches). Seul Il'extrait +TPA-4jrs
offrait un signal autour de 35 kDa qui rappelait le complexe -celui du bas- indiqué par
les accolades et présent dans les extraits traités au TPA seulement (Fig. 3.7B). Cette
analyse des réactions d'’ARN-EMSA sur gels dénaturants n'a permis qu'a donner une

indication de la taille possible des protéines faisant partie du complexe C.



Figure 3.13: Résolution des réactions d'ARN-EMSA sur gels d'électrophorése
dénaturants. Les interactions ARN-protéines ont été analysées sur gels de
polyacrylamide 8.5% dénaturants et visualisées par autoradiographie afin d'estimer le
poids moléculaire des protéines fixant la sonde d'ARN sens. Les protéines fixées a la
sonde sens et provenant des MEG-01 non-stimulées sont distinctes de celles provenant
des cellules stimulées: au moins quatre bandes (indiquées par les fleches) sont observées
dans la zone de 66 kDa et plus; ces bandes sont absentes lorsque l'extrait stimulé au TPA
pour 4 jrs est utilisé. Ces résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes.
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Pour analyser plus précisément la composition protéique du complexe C et
déterminer le poids moléculaire des protéines qui le composent, il nous a fallu tout
d'abord éliminer les complexes non-spécifiques (A, B et complexes des accolades) des
réactions d'ARN-EMSA. Pour ce faire, nous avons réalisé plusieurs réactions d'’ARN-
EMSA en présence d'extraits non-stimulés et de sonde sens, que nous avons séparees sur
des gels natifs 5%, comme auparavant. Une fois le complexe C résolu sur gel natif,
nous avons isolé plusieurs copies de ce complexe et extrait, par élution, les protéines des
bandes de gel correspondant au complexe C. Aprés avoir concentré le volume de
protéines obtenu, leur nombre ainsi que leur poids moléculaire ont été déterminés par
migration sur un gradient de polyacrylamide 4-19% en présence de SDS (Fig. 3.14).
Les protéines du complexe C ont d'abord été visualisées par une coloration au SYPRO®
Tangerine (Fig. 3.14, a gauche). Ceci a permis de constater que le complexe C était
composé de plusieurs protéines, variant en taille de ~20 a ~116 kDa, dont certaines plus
abondantes que d'autres, telles que les deux bandes migrant a environ 45 et 100 kDa.
Afin d'établir laquelle de ces protéines était effectivement fixée directement a la sonde
sens et permettait aux autres membres du complexe protéique de s'assembler au niveau
de I'élément conservé, les gels ont été séchés puis exposés sur un écran phosphore (Fig.
3.14, a droite). En théorie, une seule bande radioactive est normalement détectée,
puisque I’irradiation aux rayons UV permet d’établir une interaction covalente entre la
sonde d'ARN et la ou les protéines interagissant avec cette derniére. Ainsi, suite a la
migration sur gels dénaturants, il est possible de déterminer la taille de la protéine ou du
complexe protéique interagissant directement avec la sonde d’ARN. Toutefois, dans

notre cas, suite & I’exposition aux rayons UV, trois bandes radioactives ont été détectées



Figure 3.14: Caractérisation des protéines cytoplasmiques de MEG-01 fixant
directement la séquence conservée de PGHS-I. La composition protéique du
complexe spécifique, formé de la sonde sens et de protéines cytoplasmiques extraites de
MEG-01 non-stimulées, a été analysée sur des gels de gradient de polyacrylamide 4-
19% en présence de SDS. Le gel fut d'abord coloré au SYPRO® Tangerine afin de
visualiser toutes les protéines du complexe C (a4 gauche), puis exposé sur un écran
phosphore afin de déterminer la taille du complexe protéique fixé directement a la sonde
d'ARN marquée (a droite). Le complexe spécifique est composé de protéines de poids
moléculaire variant entre ~20 et ~116 kDa, dont deux protéines majeures autour de 45
kDa et de 100 kDa. L’analyse des signaux radioactifs observés autour de 45, 100 et 116
kDa suggére qu’il s’agit soit de la taille de 3 protéines fixées directement a la sonde
d'ARN marquée ou soit de formes variées d’un complexe protéique de 116 kDa,
composé d’un dimére de 45 kDa et d’une troisiéme protéine de faible poids moléculaire

(~10-20 kDa).
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sur gels dénaturants: deux bandes & 100 et a 116 kDa migrant comme un doublet, et une
bande unique autour de 45 kDa. Cette multiplicit¢ des bandes radioactives peut
s’expliquer entre autre par Dinefficacit¢ des rayons UV & interrelier la totalité des
protéines interagissant avec la sonde. Etant donné la taille de la sonde (37 nts), il est
raisonnable de considérer que les bandes & ~45 et ~100 kDa pourraient représenter,
respectivement, la forme monomérique et dimérique d’une protéine de ~45 kDa fixée a
I’ARN, alors que la bande a ~116 kDa correspondrait & la taille totale du complexe
protéique mettant en jeu un troisiéme facteur de faible poids moléculaire (~10-20 kDa).
Une seconde interprétation de cette multiplicité est qu’au cours des manipulations, la
dégradation incontrdlée de la sonde d’ARN aprés I’exposition aux rayons UV, ait permis
d’identifier trois protéines individuelles de taille différente, soit ~45, ~100 et ~116 kDa,
toutes interagissant directement avec la sonde d’ARN et par conséquent, avec la

séquence conservee de PGHS-1.

3.9 L'ARNm de PGHS-1 est associé avec les ribosomes aprés 1 jr de TPA
L'identification de protéines fixant de fagon spécifique la séquence 20-nt dans les
cellules non-stimulées et stimulées pour 1 jr, mais non dans les cellules stimulées pour 4
jrs, est inversement corrélée avec la détection de la protéine PGHS-1 dans les cellules
MEG-01. Afin d'explorer le role possible qu'une telle interaction pourrait avoir dans le
délai de l'accumulation de la protéine PGHS-1, nous avons examiné lefficacité
traductionnelle de 'ARNm PGHS-1, dans les cellules MEG-01 non-stimulées ainsi que
dans les MEG-01 stimulées pour 1 et 4 jrs. Pour ce faire, nous avons fractionné 'ARN

total en deux compartiments: ' ARNm sans ribosome et 'ARNm associé aux ribosomes.
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Ainsi, dans le but de déterminer si les faibles niveaux protéiques de PGHS-1 aprés 1 jr
de stimulation au TPA pouvaient étre causés, du moins en partie, par la présence dans le
cytoplasme, d'ARNm PGHS-1 inactif, entreposés sous la forme de particules RNPm,
inaccessibles & I'appareil traductionnel, nous avons analysé l'attachement de 'ARNm
PGHS-1 aux polysomes. L'ARN total de chacune des trois cultures cellulaires (-TPA,
+TPA-1jr et +TPA-4jrs) fut appliqué sur une solution de sucrose 30% et centrifugé, tel
que décrit dans le protocole de Garcia-Sanz,J.A (144). Les gels d'agarose/formaldéhyde
de la figure 3.15A, montrent, pour chaque condition de TPA, la présence des ARNr de
18S et 28S dans I'ARN total extrait des MEG-01, d'une part avant fractionnement (non-
fractionné; NF), ainsi que dans chacune des fractions obtenue aprés centrifugation sur
sucrose. L'efficacité du fractionnement par le sucrose est démontrée par l'absence
compléte des ARNr de 18S et 28S dans la fraction #1, la fraction sans ribosome.
Comme prévu, ces ARNr sont retrouvés dans les fractions #2 a #5, fractions ou les
ARNm sont liés aux ribosomes. Dans l'ensemble, nous avons observé une réduction
dans les ARNr au fur et 4 mesure que la durée d'incubation avec le TPA augmentait,
réfletant I'arrét de croissance de ces cellules (136). Ceci est consistant avec une étude
ayant rapporté une diminution de la quantité relative de polysomes dans les cellules HL-
60 induites a se différencier par le TPA (135).

Pour chaque fraction récoltée aprés centrifugation, 'ARN fut extrait et précipité,
puis appliqué dans les fentes d'un module permettant le transfert par succion de I'ARN
sur des membranes de nylon. Celles-ci ont été hybridées avec la sonde radioactive de
PGHS-1 décrite précédemment. Afin de s'assurer de l'efficacité du traitement au TPA,

'ARNmM PGHS-1 a été détecté avant fractionnement (Fig. 3.15B, colonne de gauche);



Figure 3.15: Attachement des polysomes a I'ARNm PGHS-1. Les ARN totaux isolés
soit des cellules MEG-01 non-stimulées (-TPA), stimulées 1 jr (+TPA-1jr) ou stimulées
4 jrs (+TPA-4jrs) ont été appliqués sur une solution de sucrose 30% pour permettre la
séparation entre les RNPm libres et les ARNm liés aux polysomes. A) L'intégrité de
I'ARN, telle que visualisée par la présence des ARNr de 18S et 288, ainsi que la qualité
du fractionnement ont été démontrés par I'électrophorése des différentes fractions sur
gels d'agarose 1% dénaturants, colorés au bromure d'éthidium (NF: ARN total non-
frationné; B: bas du tube; H: haut du tube). B) Détection de I'ARNm PGHS-/
fractionné, transféré par fente sur une membrane de nylon et hybridé avec I'ADNc de
PGHS-1 utilisé comme sonde radioactive. La premiére fente & gauche représente un
aliquot de I'ARN total isolé par la méthode du Trizol, soumis au méme protocol de
détection, mais non-fractionné. C) Représentation graphique de I'attachement ribosomal
de 'ARNm de PGHS-1 dans les cellules MEG-01 non-stimulées (X) versus stimulées
pour 1 jr (o) ou 4 jrs (w). Pour chacune des cinq fractions, le résultat est un pourcentage
du total d'ARNm PGHS-I présent dans le tube. Les membranes ont été exposees sur un
écran phosphore, puis le signal de chaque fente quantifié par le programme
"ImageQuant 5.1". Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes
et montrent que 'ARNm de PGHS-1 est retrouvé dans les fractions d'ARNm li¢s aux
ribosomes, que les cellules aient été stimulées pour 1 ou 4 jrs; 'ARNm PGHS-/ n'est
jamais présent dans la fraction représentant les RNPm.
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tandis que dans les cellules non-stimulées, les niveaux ' ARNm de PGHS-1 sont faibles,
les niveaux, dans les cellules stimulées pour 1 et 4 jrs, sont augmentés de fagon
similaire, comme montré sur la figure 3.1A. En ce qui concemne la distribution de
'ARNm PGHS-1 aprés fractionnement, nous avons pu constater que dans toutes les
conditions de traitement, ' ARNm PGHS-/ était absent de la fraction #1 (Fig. 3.15B).
Cette observation suggérait que cet ARNm n'était donc pas présent dans le cytoplasme
des cellules +TPA-1jr sous forme libre de RNPm, mais plutdt préférentiellement attaché
aux ribosomes, méme si la protéine PGHS-1 n'y était pas détectée. Le graphique de la
figure 3.15C illustre la distribution de 'ARNm PGHS-1, et est une représentation du
fractionnement de 'ARNm PGHS-I dans chaque extrait de MEG-01, ou les niveaux
d'ARNm PGHS-1 par fraction sont exprimés comme un pourcentage de la somme de
'ARNm PGHS-1 des cing fractions dans un méme tube; les fractions #1-2 et #4-5 ont
été combinées dans la représentation graphique. Cette mesure permet de compenser
pour les variations dans les quantités totales d'ARN par tube, selon les conditions de
traitement. Malgré que I'ARNm de PGHS-1 soit concentré dans les fractions associées
aux ribosomes, aussi bien aprés 1 jr qu'aprés 4 jrs de stimulation, nous avons noté une
différence dans la distribution fractionnaire de 'ARNm. En effet, dans les cellules
+TPA-1jr, la quantité d ARNm PGHS-I augmentait constamment entre les fractions #1-
2, #3 et #4-5, tandis qu’aprés 4 jrs de stimulation, les niveaux d'ARNm PGHS-/ étaient
surtout augmentés dans les fractions #4-5. Tel que montré sur le graphique, cette
distribution de ’ARNm de PGHS-1 4 1 et 4 4 jrs de TPA résulte en un niveau d’ARNm
légérement plus élévé dans les fractions #4-5 dans les cellules +TPA-4jrs que dans les

cellules +TPA-1jr. Trois autres fractionnements ont présenté un enrichissement
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similaire (1.27+ 0.06) d'ARNm PGHS-/ associés aux polysomes dans la fraction #4-5,
aprés 4 jrs de stimulation au TPA. La raison pour cela demeure inconnue, mais une

augmentation de la taille des polysomes constitue une possibilite.

3.10 La protéine PGHS-1 n'est pas dégradée par les systtmes de protéolyse
intracellulaire aprés 1 jr de TPA

Etant donné que les résultats précédants suggéraient un attachement de 'ARNm
PGHS-1 aux ribosomes dans les MEG-01 +TPA-ljr, ce qui est une indication de
I'activité traductionnelle, nous avons voulu déterminer si l'absence de protéine PGHS-1
dans ces cellules n'était pas une conséquence de la dégradation de la protéine PGHS-1
nouvellement synthétisée. Pour y parvenir, les MEG-01 stimulées ou non avec le TPA
pendant 1 et 4 jrs ont été incubées pour une durée de 8 hrs précedant la récolte, avec l'un
des inhibiteurs de protéolyse intracellulaire suivants, soit 100 uM de MG-132, 20 pM de
PD150606 ou 100 pM de chloroquine. Le MG-132 est un inhibiteur du systeme des
protéasomes, alors que le PD150606 et la chloroquine inhibent respectivement, la
dégradation par les calpaines et par les cathepsines (dégradation lysosomale). La figure
3.16 montre les niveaux de protéine PGHS-1 dans les cellules MEG-01 traitées ou non
avec chacun des inhibiteurs, ainsi que les niveaux d'actine, utilisés comme contrdle
interne. Comme prévu, en absence d'inhibiteur, la protéine n'est détectée que dans les
MEG-01 +TPA-4jrs, et ceci n'a pas été changé par I'ajout d'inhibiteur de la dégradation.
En effet, peu importe l'inhibiteur utilisé, les niveaux de protéine PGHS-1 n'ont pas été
augmentés significativement dans les MEG-01 +TPA-1jr. Cependant, l'inhibition des

protéasomes par le MG-132 (Fig. 3.16A) occasionnait une légére augmentation des



Figure 3.16: Effets de l'inhibition des systémes protéolytiques sur les niveaux de
protéine PGHS-1. A) Schéma expérimental: les MEG-01 ont été stimulées ou non avec
le TPA pour 1 et 4 jrs, et traitées avec l'un des inhibiteurs de protéolyse, pour une
période de 8 hrs précédant la récolte des cellules. Les inhibiteurs utilisés sont B) le MG-
132 (100 uM) et C) le PD150606 (a gauche) et la chloroquine (a droite). Les lysats
cellulaires (10 pg) ont été séparés sur gels de polyacrylamide (10%) dénaturants et les
protéines PGHS-1 et actine (contrdle interne) ont été détectées simultanément par
immunobuvardage Western. En B, pour contrdler positivement le traitement au MG-
132, les membranes ont été incubées, dans un deuxieme temps, avec l'anticorps anti-c-
myc. Des extraits de MEG-01 n'ayant subi aucun traitement d'inhibition ont été analysés
en paralléle. Std PGHS-1: 1 pg. En absence d'inhibition, la protéine PGHS-1 (70 kDa)
est détectée dans les MEG-01 stimulées pour 4 jrs, mais absente dans les MEG-01
stimulées pour 1 jr. Les niveaux de PGHS-1 détectés dans les MEG-01 stimulées pour 1
jr n'ont pas été augmentés en présence d'aucun inhibiteur. Les membranes présentées
sont représentatives de trois expériences indépendantes.
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niveaux de protéine PGHS-1 dans les MEG-01 +TPA-4jrs, qui pouvait étre attribuable,
par exemple, & I'inhibition de la dégradation d'une protéine influengant positivement la
traduction de PGHS-1.

Par ailleurs, la protéine c-myc, reconnue pour étre spécificiquement dégradée
par les protéasomes, et non par les lysosomes ou les calpaines (147), a servi de contrle
positif pour le traitement au MG-132, un inhibiteur spécifique de ce systéme.
L'anticorps anti-c-myc reconnait la forme protéique prédite de 49 kDa ainsi qu'une forme
aberrante migrant 4 62 kDa (Sigma, feuillet d’information). Comme prévu, la protéine
c-mye fut détectée dans les cellules ayant été traitées avec le MG-132. Nous avons aussi
noté une réduction de I'accumulation de c-myc dans les cellules stimulées pour 4 jrs.
Une telle réduction a aussi été observée dans les cellules mégacaryoblastiques CHRF-
288 stimulées au TPA (148) et a été attribuée a une diminution chronique des niveaux
d'ARNm c-myc durant la différenciation par le TPA. Par ailleurs, la redondance des
trois systémes de dégradation et la moins grande sélectivité de la dégradation par les
lysosomes et les calpaines, font que nous n'avons pu contrdler positivement les
traitements a la chloroquine et au PD150606. En résumé, ces observations nous ont
suggéré que la protéine PGHS-1 n'était pas dégradée par les voies de protéolyse
intracellulaires au premier jour de stimulation au TPA, et donc qu'une faible traduction
de I'ARNm PGHS-1, plutét que la dégradation protéique, serait probablement

responsable du manque de protéine PGHS-1 dans les cellules MEG-01 moins

différenciées.
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4. DISCUSSION

4.1 Profil d'expression du géne PGHS-1 et régulation post-transcriptionnelle

Malgré le rdle clé que joue l'enzyme PGHS-1 dans la production du TxA; par les
plaquettes et malgré qu'elle soit la cible de I'Aspirin utilisée dans la prévention et la
thérapie des maladies cardiovasculaires associées & une hyperfonction des plaquettes
(2;6), la régulation de I'expression du géne PGHS-! est peu comprise. Le haut contenu
des plaquettes en PGHS-1 est le résultat de l'expression du géne dans les cellules
précurseurs, par conséquent nous avons développé un modéle in vitro utilisant la lignée
cellulaire précurseur MEG-01 qui lorsque stimulée avec une quantité optimale de TPA,
soit 16 nM (12), est considérée comme un outil intéressant pour comprendre 1'expression
du géne PGHS-1 dans les plaquettes. A l'aide de ce modéle de différenciation in vitro,
nous avons démontré que la présence de la protéine PGHS-1, dont les niveaux ne sont
pas assez élevés pour étre détectés par immunobuvardage Western dans les MEG-01 peu
différenciées, était induite aprés l'addition de TPA d'une maniére sensible a la
concentration et a la durée de l'exposition (149). Cependant, cette induction de la
protéine était tardive (3-4 jrs), et précédée par l'augmentation rapide (dés 6 hrs) de
I'ARNm PGHS-1 qui atteind un niveau maximal dans les 24 hrs suivant la stimulation au
TPA (Fig. 1.8).

Cette induction des niveaux d'ARNm PGHS-I n'est pas limitée a notre modele in
vitro.  Ainsi, l'expression du géne PGHS-/ semble étre modulée au cours du
développement, tel qu'observé durant le développement pulmonaire chez I'agneau (73) et
durant la période de puberté de l'agneau ol I'augmentation des niveaux d'androgénes des

vésicules séminales fait augmenter l'expression de PGHS-1 (150). Allant dans la méme
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direction, d'autres études faites sur des cerveaux de rats (151), de porcs (152) et
d'agneaux (153), arrivés a différents stades de développement, ont aussi montré que
I'expression de 'ARNm de PGHS-1 augmentait avec I'avancée du développement, pour
atteindre les niveaux les plus hauts chez I'animal adulte. Par ailleurs, des expériences in
vitro utilisant des lignées cellulaires pouvant mimer la différenciation cellulaire ont
démontré que I'expression de PGHS-1 augmentait aussi durant le processus de
différenciation. Ainsi, la synthése de PGHS-1 est stimulée lors de la maturation, induite
in vitro, des mastocytes dérivées de la moelle osseuse (154) ou encore dans les cellules
monocytiques THP-1 induites, par le TPA, a se différencier en macrophages (76). Dans
chacune de ces études, comme dans la nétre, l'expression de PGHS-/ est maintenue et
semble devenir une caractéristique permanente de la cellule différenciée.

Toutefois, notre modele se distingue des exemples ci-haut par le délai que nous
avons observé dans la détection de la protéine PGHS-1, 2 jours aprés que I'ARNm ait
atteint son niveau maximal, et il faut compter 3 4 5 jrs de plus pour l'atteinte du niveau
maximal de protéine (Fig. 1.8). En accord avec nos observations, un groupe a
récemment rapporté une régulation du géne PGHS-/ dénotant également un délai, dans
deux lignées cellulaires de neuroblastomes (77). En effet, lors de la différenciation des
cellules NG 108 et N2a par l'addition d'acide rétinoique, 'ARNm et la protéine PGHS-1
augmentent respectivement, aprés 24 et 48 hrs de stimulation. Les auteurs ont montré
que l'augmentation de I'ARNm était détectable aprés 6 hrs et était maintenue aprés 24 et
48 hrs, cependant la protéine PGHS-1 n'était détectée de fagon consistante qu'apres 48
hrs de stimulation. Dans notre modele, l'observation d'un délai d'au moins 2 jrs entre

I'accumulation d'ARNm et 'augmentation des niveaux de protéine PGHS-1 souléve la
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possibilité d'un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de I'expression du géne
PGHS-1. En effet, il est vraisemblable que la production d'une protéine dans une cellule
ne soit pas toujours corrélée avec son contenu en ARNm, principalement a cause des
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle et des modifications post-
traductionnelles qui peuvent affecter la qualité et la quantité de protéine qu'un géne va
produire (155). D'ailleurs, un contrdle post-transcriptionnel est généralement plus rapide
qu'un contrdle transcriptionnel impliquant la maturation de 'ARN et causant un délai de
15 min ou plus dans la réponse au stimulus (101). De plus, le contrdle post-
transcriptionnel est avantageux, car il permet I'expression coordonnée de plusieurs genes
impliqués dans une méme voie biochimique ou une méme structure (155). Ces
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle englobent le contrble de la stabilité et
de la localisation de I'ARNm, ainsi que l'efficacité de traduction de cet ARNm.
Néanmoins, pour la vaste majorité des génes, la transcription menant 2 la synthese
de I'ARNm est I'étape limitante de leur expression (156). En effet, la synthése d'une
protéine spécifique est limitée par la concentration cytoplasmique de son ARNm qui,
elle-méme, dépend du taux de transcription de 'ARNm et de la stabilité de celui-ci
(101). Dans notre modéle, l'accumulation d'ARNm PGHS-I est considérable apres
quelques heures de stimulation au TPA (12). Toutefois, les éléments du promoteur de
PGHS-1 médiant la réponse transcriptionnelle au TPA n'ont pas encore €té identifiés;
des mutations dans les deux éléments Spl identifiés précédemment n'ont pas altéré
significativement l'augmentation minime (~2x) de l'activité du promoteur de PGHS-1 en
réponse au TPA (65;68). De plus, dans notre modéle, les forts niveaux d'ARNm PGHS-

| sont maintenus durant une période de 8 jrs, ce qui suggére la présence d'un ARNm
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stable; le transcrit de 2.8 kb de PGHS-1, le plus abondant, ne contient qu'un seul motif
d'instabilitt AUUUA dans sa R3'NT (69). Nous avons montré que dans les MEG-01
traitées au TPA (2 jrs), tout comme dans celles non-traitées, la demi-vie des transcrits de
PGHS-1 était évaluée a au moins 8 hrs; elle n'a pas été vérifiée au-déla de cette période
étant donné la toxicité des drogues utilisées comme inhibiteurs de la transcription (149).
En accord avec nos résultats, 'ARNm PGHS-1 de fibroblastes non-stimulées n'a pas
diminué aprés 10 hrs de traitement avec des inhibiteurs de la transcription (157). Ces
observations suggeérent que I'ARNm de PGHS-1 est relativement stable et que la
concentration cytoplasmique d’ARNm ne constitue pas un facteur limitant pour la
synthése de PGHS-1 dans les MEG-01 +TPA-ljr. Comme, quantitativement, les
niveaux d'’ARNm étaient similaires dans les deux extraits stimulés au TPA (+TPA-1jr et
+TPA-4jrs; Fig. 3.1), nous avions émis I'hypothése qu'un changement dans le statut de
I'ARNm PGHS-1 pourrait expliquer la différence observée dans les niveaux protéiques

de PGHS-1 de ces deux extraits.

4.2 Interaction spécifique ARN-protéines dans la R3'NT de 'ARNm PGHS-1
Cette distinction dans le statut de 'ARNm PGHS-I dans les MEG-01 +TPA-1jr
versus +TPA-4jrs nous est venue de l'observation d'une interaction spécifique ARN-
protéines au niveau d'un élément conservé de la R3'NT de PGHS-/. La formation du
complexe spécifique était conditionnelle a la présence de protéines isolées de MEG-01

non-stimulées ou stimulées pour 1 jour seulement; absence d'interaction spécifique avec

les extraits +TPA-4jrs.
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-Séquence d'ARN: élément-cis

Il est bien connu que la régulation post-transcriptionnelle d’ ARNm spécifique peut
étre médiée par des séquences régulatrices présentes dans la RS'NT, tout comme dans la
R3'NT. Ces séquences sont probablement responsables de la régulation de la traduction
via des interactions avec des facteurs agissant en trans. Les ¢léments-cis médiant une
régulation post-transcriptionnelle sont souvent caractérisés par leur répétition et leur
conservation a travers les espéces (78). La séquence R3'NT de PGHS-I permettant la
formation du complexe spécifique C, telle que démontrée par I'utilisation de sondes
antisens (Fig. 3.7-3.9) et de sonde homologue non-marquée dans des études de
compétition (Fig. 3.10), est une courte séquence de 20 nts parfaitement conservée entre
'homme, la souris, le rat et le mouton (Fig 3.2). De plus, cette séquence 20-nt semble
étre unique 4 'ARNm de PGHS-1; comme une recherche a l'aide du logiciel BLAST a
révélé, elle n'est retrouvée dans aucun autre géne. En comparaison, certains ARNm
possédaient tout au plus 16 des 20 nts de la séquence de PGHS-1, mais les 16 nts
conservés n'étaient pas toujours les mémes d'un ARNm a I'autre. Ces ARNm sont entre
autre: corneal epithelial rho-associated-ser/thr kinase (Oryctolagus cuniculus), alpha-
(1,3)-fucosyltransferase Fuc-TVII (Mus musculus), aquaporin-1 homolog (Bufo
marinus), cytochrome P-450 (Rattus norvegicus), carcinoma associated HOJ-1 (Homo
sapiens), rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (Homo sapiens).

Nous avons identifié dans la littérature d'autres éléments-cis agissant comme
régulateurs post-transcriptionnels, n'ayant que 20 nts et présents dans la R3'NT des
ARNm. Toutefois, ces éléments-cis de 20-nt ne partagent pas d’homologie avec la

séquence conservée de PGHS-1. Dans ces exemples, la fixation de protéines ala
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séquence de 20 nts semble déstabiliser 'ARNm. C'est le cas des ARNm de c-fos (158),
du récepteur B,-adrénergique (159), de peptidylglycine c-amidating monooxygénase
(PAM) (160) et de ribonucleotide reductase R2 (R2) (161). Dans l'exemple de c-fos, la
séquence de 20 nts, riche en résidus U, est localisée dans la moitié 3' d'un élément ARE
de 75 nts. Cette séquence ne contient pas de motif AUUUA mais serait le site de
fixation de 4 URBP (U-rich binding proteins) impliquées dans l'enlévement de la queue
de poly(A) et par conséquent, dans la dégradation de cet ARNm (158). Quant &
I'élément de 20 nts de 'ARNm du récepteur B,-adrénergique, il est riche en résidus A et
U et a la particularité de contenir un hexamere AUUUUA rappelant le segment
AUUUUC de I'élément conservée de PGHS-1, seul le dernier nucléotide differe. Cet
hexamére et les régions riches en résidus U l'entourant, sont nécessaires  la fixation de
la protéine BARB (35 kDa, Badrenergic receptor mRNA-binding protein), identifiée
comme étant la protéine HuR (162), qui médie la dégradation de cet ARNm (159).
L'élément de 20 nts conservé de I'ARNm de PAM interagirait spécifiquement avec une
protéine de 46 kDa, largement distribuée dans les tissus. Cette interaction aurait
probablement aussi un réle dans la stabilité de 'ARNm (160). Dans le cas de I'ARNm
R2, présent dans les fibroblastes, un complexe protéique de 45 kDa est formé avec la
séquence de 20 nt de 'ARNm R2, mais sa formation serait toutefois diminuée aprés
I'ajout de TPA aux cellules. Cette diminution de l'activité spécifique a la séquence de 20
nts de R2 était corrélée avec une diminution du taux de dégradation de I'ARNm (161).
Dans notre modéle, malgré que l'interaction protéique soit négativement affectée par le
TPA, il semble que les niveaux d ARNm PGHS-! soient élevés méme en présence de

I'interaction spécifique a la séquence 20-nt (Fig. 3.1 et 3.7; +TPA-1jr) et qu'ils
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demeurent ainsi aprés l'abolissement de l'interaction (Fig. 3.1 et 3.7, +TPA-4jrs).
Toutefois, nous ne pouvons pas directement conclure que cette interaction n'a pas une

fonction déstabilisante sur 'ARNm de PGHS-1.

De fagon similaire aux éléments-cis des ARNm rapportés ci-haut, il n'y a qu'une
copie de cet élément-cis de 20 nts dans 'ARNm PGHS-1. La séquence 20-nt de PGHS-
] contient 10 résidus U, dont le motif UUUU qui a attiré notre attention. L'importance
des résidus U dans l'interaction spécifique C que nous avons observée a été vérifiée par
des expériences de compétition ot un ribopolymére poly(U) a réussi a compétitionner
cette interaction, alors que le poly(C) ou le poly(A) n'y sont pas parvenus (Fig. 3.11).
Par ailleurs, malgré la formation du complexe B avec la sonde antisens, qui suggeérait sa
non-spécificité de séquence, le fait que sa formation n'ait pas été compétitionnée par
aucun des poly(N) utilisés, indique qu'il pourrait tout de méme étre de nature séquence
spécifique. D'ailleurs, le complexe B, tout comme le complexe C, est dépendant de la
durée d'exposition au TPA et est aussi inversement corrélé avec l'augmentation des
niveaux de protéine PGHS-1. Par conséquent, il pourrait aussi participer & la régulation
de l'expression de PGHS-1. Cependant, l'absence de formation du complexe spécifique
C, et non du complexe B, lorsque des mutations au niveau du tétranucléotide UUUU
étaient introduites dans la sonde sens de PGHS-1 (Fig. 3.12), nous a indiqué que ces
résidus U étaient importants pour médier la spécificité de l'interaction avec les protéines
entrant dans la formation du complexe C et donc, qu'ils auraient une implication directe
dans le role joué par une telle interaction dans l'expression du géne PGHS-1. Fait
intéressant, un exemple de répression traductionnelle médiée par la fixation du facteur

protéique Mpt5 au tétranucléotide UUGU de 'ARNm HO dans l'organisme S. cerevisiae
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a été rapporté. Dans cet ARNm, lorsque le tétranucléotide UUGU, situé dans la R3'NT,
est muté en UACU, la répression de la traduction, normalement médiée par la protéine
Mpt5, est abolie suite & I'absence d'interaction ARN-protéine (163). Comme dans cet
exemple, nous avons observé que l'absence de l'interaction spécifique C, dépendante du
tétranuclétide UUUU, corrélait avec I'augmentation des niveaux de protéine PGHS-1. Il
est donc raisonnable de supposer qu'une telle interaction au niveau de la R3'NT de

'ARNm PGHS-1 pourrait médiée la répression de la traduction de PGHS-1 dans les

cellules +TPA-1jr.

-Protéines interagissant avec I'ARNm: éléments-trans

Dans les cellules eucaryotes, les ARNm sont presque toujours associés avec des
protéines qui contrdlent chaque aspect de leur métabolisme: maturation, transport,
localisation, stabilité et efficicacité traductionnelle. Les protéines interagissent avec les
transcrits primaires et les ARNm via des domaines de fixation pouvant mesurer entre 70
et 150 aa (164). La majorité des piARNm contiennent un ou plusieures modules de
fixation 2 I'ARNm et au moins un domaine auxilliaire (165). Il existe trois classes
majeures de domaine de fixation a I'ARNm: 1. RRM (RNA-recognition motif); 2. dsSRBD
(double stranded RNA binding domain); 3. KH (K-homology domain) (164). Le
domaine RRM (aussi appelé domaine RNP ou CS-RBD (Consensus sequence-RNA
binding domain)) est le plus commun (146;165). Certaines protéines possedent méme
plusieurs copies du domaine RRM. Celui-ci mesure 90 aa, contient deux séquences
consensus, RNP1 et RNP2, séparées d'environ 30 aa, et est composé de 4 brins 3

formant un feuillet B antiparalléle entassé contre 2 hélices-a. La plupart des aa qui

interagissent avec 'ARNm semblent étre situés dans le feuillet B. Deuxiémement, le
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domaine dsRBD, structurellement semblable au domaine RRM, est retrouvé entre autre
dans la protéine Staufen, chez la drosophile (166). Il fixe les ARN double brin (db),
mais ne peut pas fixer les ADNdb ou les hybrides ARN-ADN. De plus, ce domaine n'a
pas de spécificité de séquence puisqu'il ne contacte pas directement les bases de 'ARN
(164). D'ailleurs, a I'exception du domaine dsRBD, il semble que la fixation a 'TARNm
cause des réarrangements dans la conformation de la protéine fixant 'ARNm (146;164).
Le troisitme domaine, le domaine KH, a été tout d'abord identifi¢ dans la protéine
humaine RNPhn K (167). Il est constitué de répétitions de 45 aa qui, chez la protéine
RNPhn K, sont séparées par trois peptides RGG (peptide de 26 aa contenant 4
répétitions Arg-Gly-Gly) (165). Bien que ce domaine partage la structure o} des motifs
RRM et dsRBD, les protéines ayant un domaine KH fixent I'ARN d'une fagon différente
des domaines RRM et dsRBD; les aa situés dans les boucles seraient impliqués dans les
interactions avec 'ARN simple brin (164). Finalement, d'autres domaines, appelés
domaines auxilliaires, en médiant les interactions protéine-protéine homo- ou
hétérotypique ainsi qu'en localisant les plARNm dans la cellule, s'avérent aussi
essentiels pour la fonction des piARNm (165). De plus, méme si la spécificit¢ d'une
protéine est largement déterminée par son domaine de fixation a I'ARN, certains
domaines auxilliaires sont impliqués dans la fixation a I'ARN. Par contre, ces
interactions sont généralement non-spécifiques et ne font qu'augmenter la
reconnaissance spécifique par le domaine de fixation & I'ARN (168). D'ailleurs, une
interraction directe faible entre piARNm et ARN n'implique pas nécessairement une
faible spécificité: la spécificité d'une cible peut étre médiée par plusieurs interactions

protéine-protéine faibles, impliquant les domaines auxilliaires (146).
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Nous avons démontré que le complexe spécifique était composé de protéines
provenant du cytoplasme; le complexe C était également formé avec des extraits
nucléaires, mais avec moins d'intensité (Fig. 3.4). Cette observation suggere que les
protéines fixées & la séquence R3'NT de PGHS-1 pourraient faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme, et étre davantage concentrées dans ce dernier compartiment.
C'est le cas de la piARNm AU-A (34 kDa) qui fixe une variété de séquences d'ARN
riches en résidus U. Elle est normalement plus abondante dans le noyau et fait partie
d'un complexe protéique qui participe au transport nucléocytoplasmique des ARNm
nouvellement synthétisés. Toutefois, en absence de transcription, elle se concentrerait
dans le cytoplasme ou elle aurait un réle dans le métabolisme cytoplasmique de 'ARNm
(169). Nous avons aussi observé que le complexe spécifique C, formé en présence de
I'é1ément-cis de PGHS-1, était composé d'une multitude de protéines (Fig. 3.14). En
effet, les protéines ne sont pas nécessairement fixées directement a I'ARNm, mais
peuvent tout de méme participer & la formation et a la spécificité du complexe, a travers
des interactions protéine-protéine avec les protéines déja fixées a TARNm. Suivant
I'interprétation des résultats de la figure 3.14 qui propose que le facteur trans pourrait
étre un complexe de ~116 kDa constitué de trois protéines, la faible détection de celui-ci
par la coloration au tangerine suggére qu'il n’a pas été efficacement, c'est-a-dire dans sa
totalité, interrelié a la sonde par l'irradiation aux rayons UV et n’a pas résisté a la
résolution sur gels dénaturants; les principales composantes du complexe de 116 kDa
étant principalement retrouvées sous forme monomérique (bande a ~45 kDa) ou
dimérique (bande 4 ~100 kDa), tandis que la composante de ~10-20 kDa n’est pas

visible sur le gel gradient 4-19%. La coloration au SYPRO® Tangerine a, en effet,
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révélé la présence de deux protéines particuliérement abondantes qui se sont avérees
correspondent & deux des bandes radioactives, celles autour de 45 et de 100 kDa.
Comme suggéré précédemment, ces bandes pourraient correspondre aux formes
monomérique et homodimérique d'une protéine de 45 kDa qui est capable d'interagir,
seule ou dimérisée, directement avec I'ARN. D'autrepart, dans l'alternative que les trois
bandes radioactives détectées correspondraient plutdt a trois protéines de ~45, ~100 et
~116 kDa individuellement en contact direct avec la sonde d'ARN, I'observation que la
protéine correspondant & la bande radioactive autour de 116 kDa soit trés peu abondante
sur le gel coloré, mais ait un signal radioactif intense (Fig. 3.14), suggere qu'il pourrait

s'agir d'une protéine trés spécifique avec une activité de fixation trés efficace.

Basé sur nos observations que le complexe spécifique n'était pas forme avec deux
des sondes mutées (Fig. 3.12), et donc que certains des résidus U de la sequence 20-nt
étaient requis pour l'interaction spécifique des protéines, nous prévoyons que les
protéines reconnnues pour fixer des régions nucléotidiques riches en résidus U, incluant
les protéines (Ribonucléoprotéine hétérogéne nucléaire) RNPhn, seraient des candidates
potentielles (165). Le terme RNPhn regroupe l'ensemble des protéines associées aux
ARNhn, qui ne font pas partie des autres classes de complexes ribonucléoprotéiques, tels
que les snRNP (small nuclear RNP) (165). En effet, les transcrits nouvellement produits
par 'ARN polymérase II, réunis sous le terme de ARNhn (ARN hétérogenes nucléaires),
4 cause de leur hétérogénité de taille et de leur localisation cellulaire, sont
immédiatement pris en charge par des protéines, telles que les RNPhn. Dans les cellules
humaines, il existe au moins 20 types majeurs de protéines RNPhn de taille variant entre

34 et 120 kDa, et qui fixent 'ARN principalement via des domaines RRM (146;165).
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Elles sont trés abondantes dans le noyau et demeurent associées avec les pré-ARNm,
sous forme de complexes RNPhn, jusqu'a ce que leur maturation soit compléte, et
ensuite avec les ARNm matures durant leur transport nucléocytoplasmique (146). En
effet, bien que les protéines RNPhn soient souvent localisées dans le noyau, et y soient
méme restreintes (eg: C et U), certaines d'entre elles font la navette entre le noyau et le
cytoplasme (eg: A et B). Les complexes RNPhn sont hétérogénes, labiles et composés
d'un grand nombre de protéines différentes. D'ailleurs, la composition protéique des
complexes RNPhn peut changer tout au long de la maturation des pré-ARN et du
transport nucléocytoplasmique de I'ARNm, selon que les protéines aient un role a jouer
dans le coiffage, I'épissage, la polyadénylation ou le transport de I'ARNm vers le
cytoplasme (146;165).

Parmi les RNPhn connues, les RNPhn C1/C2 (41 et 43 kDa) qui ont une trés forte
avidité pour les séquences riches en résidus U pourraient étre de bonnes candidates pour
fixer la séquence de 20 nts de PGHS-1, cependant jusqu'a présent les études ont montre
qu'elles étaient confinées au noyau ou elles jouent un role durant I'épissage du transcrit
primaire (165;170). C'est également le cas des protéines RNPhn U de 120 kDa et
RNPhn G de 43 kDa (165;171), dont les poids moléculaires rappellent ceux des
piARNm-PGHS-1 visualisées sur gels dénaturants (Fig. 3.14). D'autrepart, les protéines
RNPhn D (44-48 kDa) et E (36-43 kDa) fixent la séquence UUAG de fagon spécifique;
la mutation de n'importe quels de ces nucléotides abolit I'interaction (172). Ce
tétranucléotide est toutefois absent dans la séquence 20-nt de PGHS-1. Par ailleurs, les
RNPhn des groupes A et B (35-40 kDa) ont été détectées dans le cytoplasme et semblent

faire la navette entre celui-ci et le noyau. Ces observations impliquent que ces prot€ines
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pourraient également avoir une fonction cytoplasmique dans le métabolisme des ARNm
(165). Par exemple, dans le noyau, la protéine RNPhn Al fixe des séquences de
polypyrimidine limitées par les résidus AG en 3' des introns, et module I'épissage. Par
contre, dans le cytoplasme, elle est associée avec les ARNm polyadénylés,
préférentiellement via des séquences AUUUA répétées (ARE). Les deux formes de
RNPhn Al, nucléaire et cytoplasmique, ont des profils de fixation a 'ARN différents
(85). Cette derniére protéine ou des protéines fonctionnellement semblables seraient des

protéines potentiellement aptes a interagir avec la séquence 20-nt de PGHS-1.

4.3 Roles possibles d'une interaction spécifique ARN-protéines dans la régulation
post-transcriptionnelle du géne PGHS-1

La conséquence physiologique de linteraction protéique entre la séquence
conservée de la R3'NT de PGHS-1 et les protéines cytoplasmiques n'est pas connue.
Nous proposons un modéle (Fig. 4.1) dans lequel une interaction protéique a la séquence
20-nt de PGHS-1 préviendrait la synthese de I'enzyme PGHS-1. A T'opposé, lorsque les
piARNmM-PGHS-1 ne seraient pas fixées a la séquence 20-nt, la traduction aurait lieu
menant & l'accumulation de l'enzyme PGHS-1. Le mécanisme par lequel l'interaction
protéique empéche la traduction de 'ARNm PGHS-1 n'est pas établi et l'identité des
protéines identifiées comme interagissant avec I’ARNm de PGHS-1 reste également a
étre déterminé. Une fois que les protéines faisant partie du complexe C seront
identifiées, leur role dans la régulation post-trancriptionnelle de l'expression du géne
PGHS-1 pourra étre davantage déterminé. Des expériences de traduction in vitro

pourront étre utilisées pour tester I'activité des protéines identifiées sur la traduction de



Figure 4.1: Modeéle de régulation post-transcriptionnelle de I'expression du géne
PGHS-1 dans les MEG-01 stimulées au TPA. Dans les cellules MEG-01 stimulées au
TPA pour 1 jr, la répression de la traduction de 'ARNm PGHS-I serait médiée par une
interaction spécifique et directe entre un élément-cis conservé dans la R3I'NT de PGHS-
1, 1a séquence 20-nt, et trois protéines retrouvées dans le cytoplasme des cellules MEG-
01. Le rdle de cette interaction spécifique dans la répression traductionnelle de ' ARNm
PGHS-1 n'a pas encore été déterming; elle pourrait empécher l'initiation ou I'élongation
de la traduction ou influencer la localisation cytoplasmique de I'ARNm. Notre modele
propose qu'une fois l'interaction abolie dans les cellules MEG-01 stimulées pour 4 jrs au
TPA, la traduction de la protéine PGHS-1 pourrait avoir lieu et permettre a la protéine
de s'accumuler dans les MEG-01.
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'ARNm PGHS-1. De méme, l'analyse du profil d'expression tissulaire de ces plARNm-
PGHS-1 et de leur régulation pourra nous éclairer sur l'abondance des niveaux de
PGHS-1 dans certains tissus.

Lorsque la traduction est contrdlée directement par une interaction spécifique
ARN-protéine, la piARNm semble plutdt agir comme un régulateur négatif, un
répresseur de la traduction, dont la fixation & une séquence spécifique de ' ARNm résulte
en l'inhibition de la synthése protéique. Généralement, I'initiation de la traduction est
I'étape la plus limitante et contrdlée, souvent au niveau de la liaison de la sous-unité 40S
a 'ARNm. En effet, l'initiation requiére le recrutement d'une multitude de facteurs
interagissant tantot avec le ribosome ou 'ARNm, tantét avec les aminoacyl-ARNt
impliqués dans la synthése protéique. Plusieurs facteurs préparent I'ARNm a sa liaison
au complexe de pré-initiation 40S: elF-4F reconnait la coiffe en 5' via sa sous-unité elF-
4E; les facteurs elF-4A et elF-4B joingnent ensuite le complexe et défont les structures
secondaires de l'extrémité 5' grace a leur activité hélicase dépendante de l'hydrolyse
d'ATP. Clest par la suite que le complexe d'initiation 40S commence a balayer 'ARNm
a la recherche du codon d'initiation AUG. Une fois le codon d'initiation identifié et le
complexe d'initiation 40S positionné, la jonction avec la sous-unité ribosomale 60S, afin
d'obtenir le complexe d'initiation 80S, se produit et la synthése protéique commence
(101).

Nos études d'ARN-EMSA ont suggéré que des facteurs protéiques de régulation,
présents dans des MEG-01 non-stimulées ou stimulées pour 1 jr seulement, formaient un
complexe spécifique avec la séquence conservée dans la R3'NT de PGHS-1 (Fig. 3.7).

Le rdle le plus probable d'une telle interaction protéique dans la R3'NT de PGHS-/ est
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de prévenir l'accumulation de la protéine PGHS-1. Dans un modele similaire a la
différenciation des mégacaryocytes, la différenciation des érythrocytes est associ€e avec
la répression traductionnelle du géne I5-lipoxygénase (15-LOX) (173).  Des
comparaisons intéressantes peuvent étre faites entre les enzymes 15-LOX et PGHS-1,
entre autre que les deux enzymes métabolisent le méme substrat, I'acide arachidonique,
et qu'elles sont toutes les deux présentes & des niveaux €lévés dans les cellules
anucléées; les globules rouges pour 15-LOX et les plaquettes pour PGHS-1. L'ARNm
de 15-LOX est synthétisé dans les précurseurs des érythrocytes situés dans la moelle
osseuse, mais demeure non-traduit jusqu'a la maturation des réticulocytes en globules
rouges (173). Le mécanisme par lequel la répression de la traduction a lieu est a présent
connu, et implique une interaction spécifique dans la R3'NT de I'ARNm /5-LOX. La
séquence d'ARN est constituée d'un motif de 19 nts riche en pyrimidines et répété 10
fois (115). Les protéines fixant cette séquence ont été identifiées comme étant les
protéines RNPhn K (66 kDa) et E1 (43 kDa) qui fonctionnent dans le cytoplasme & titre
de régulateurs de la traduction de I'ARNm /5-LOX (116). Plus précisément, la fixation
des protéines RNPhn K et El a I'¢lément de la R3'NT de /5-LOX prévient
l'accumulation de la protéine 15-LOX en empéchant la jonction de la sous-unité
ribosomale 60S au complexe d'initiation. De plus, des interactions entre la R5'NT et la
R3'NT seraient impliquées (116;174). Cependant, la fagon dont cette inhibition pourrait
atre abolie, afin de permettre I'accumulation de I'enzyme, n'est pas encore comprise. De
maniére semblable a l'exemple de /5-LOX, la fixation de piARNm & I'élément-cis

conservé dans la R3'NT de PGHS-I pourrait prévenir I'accumulation de la protéine,
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cependant de quelle fagon ces piIARNm seraient impliquée dans le mécanisme de
régulation post-transcriptionnelle n'est pas encore établie.

Dans le cytoplasme, les ARNm sont retrouvés soit sous forme active dans les
polysomes, soit sous forme inactive dans les complexes RNPm. La régulation de la
proportion d'ARNm actif et non actif est un type de régulation traductionnelle (101).
Dtailleurs, un transfert de I'ARNm des RNPm aux polysomes est un événement
dominant dans le développement précoce de l'oursin de mer et la maturation des oocytes
Xenopus (101). L'induction de la synthése de PGHS-1 aprés 4 jrs de stimulation au
TPA, sans changement dans les niveaux d'ARNm (Fig. 3.1), suggerent que 'ARNm
serait dans un état de traduction réprimée dans les MEG-01 +TPA-ljr. Cette
observation suppose que cet ARNm inactif ne serait pas associé¢ avec les ribosomes.
Des expériences de fractionnement ont donc été menées pour déterminer si 'ARNm de
PGHS-1 se trouvait sous forme de RNPm ou associé aux ribosomes. Les ARN totaux de
MEG-01 stimulées pour 1 jr et 4 jrs, ont été fractionnés sur une solution de sucrose, puis
chaque fraction fut analysée pour la présence d'’ARNm PGHS-I/ (Fig. 3.15).
Etonnamment, nous avons observé que les ARNm PGHS-1, dans les MEG-01 +TPA-
1jr, tout comme dans les MEG-01 +TPA-4jrs, étaient retrouvés dans les fractions
associées aux ribosomes; aucun transfert de 'ARNm PGHS-/ de la fraction RNPm aux
fractions ribosomales n'a été observé. Le fait de retrouver I'ARNm associé aux
polysomes est généralement une indication de l'activité traductionnelle, pourtant, la
protéine PGHS-1 n'est pas détectée dans les MEG-01 +TPA-1jr.

Une interprétation possible de ces résultats est que I'élongation du peptide naissant

PGHS-1 est bloquée ou que la vitesse d'élongation est diminuée dans les MEG-01
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+TPA-1jr, et il est probable que l'interaction protéique observée dans la R3'NT de
PGHS-1 soit impliquée dans ce mécanisme. La synthése de la protéine HSP70 dans les
réticulocytes de poulet soumis & un choc thermique est un exemple d'un tel mécanisme
(175). Par analyse sur gradient de sucrose, les auteurs ont montré que dans les cellules
contrdles, tout comme dans les cellules ayant subit le choc thermique, 'ARNm était
fonctionnellement associé au ribosomes. Toutefois, la synthese protéique de HSP70
était faible dans les cellules contrdle et augmentait de 10x aprés le choc thermique,
tandis que 'ARNm ne variait que légérement. Les auteurs ont suggéré que la faible
synthése de HSP70 dans les cellules contrdles serait causée par une élongation plus lente
du peptide naissant dans ces cellules par rapport aux cellules ayant subit le choc
thermique. Cette régulation pourrait étre médiée par un facteur présent dans les
réticulocytes contrdles capable de fixer soit le peptide naissant ou I'ARNm HSP70 (175).
Un mécanisme de régulation au niveau de 1’étape d’¢élongation a aussi ét€ proposé pour
'ARNm de Nos dont la traduction est dépendante de plusieurs genes, tels que oskar et
vasa (176). Lorsque ces génes sont mutés, Nos n'est pas traduit. Pourtant, ' ARNm Nos
est tout de méme retrouvé dans les fractions polysomales, ce qui suggére que la
répression de la traduction aurait lieu aprés l'étape d'initiation (177). Le méme
raisonnement est venu d'un autre modéle impliquant la protéine bicaudal. Chez la
drosophile, la protéine bicaudal est I'homologue de la sous-unité § du complexe NAC
(nascent-polypeptide-associated complex) qui lie le peptide & sa sortie du ribosome.
Lorsque le géne bicaudal est muté, Nos est traduit de maniére ectopique; bicaudal aurait
donc un role dans la répression de la traduction de Nos (112;113;178). Les auteurs ont

proposé que si l'incapacité de ce complexe a lier le peptide était responsable pour le
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mangque de répression, alors la répression de la traduction devait avoir lieu au niveau de
I'élongation (178). Or, un contrdle traductionnel spécifique a I'étape d'élongation ou de
terminaison semble peu probable a priori. Tout d'abord, comme le méme mécanisme de
base est utilisé pour tous les ARNm lors des deux derniéres étapes, ce mécanisme serait
donc insensible & des séquences ou structures spécifiques d'ARNm particulier. De plus,
l'inhibition de I'élongation d'’ARNm spécifique résulterait en une utilisation inefficace
des ribosomes non disponibles pour la traduction des autres ARNm (101).

A l'opposé de ce qui a été décrit auparavant, lorsque la répression de la traduction a
lieu au niveau de l'initiation, 'ARNm est détecté dans la fraction des RNPm libres, tel
que montré pour 'ARNm de 15-LOX (173). Cependant, avec les résultats que nous
avons obtenus suite au fractionnement sur une solution de sucrose 30%, nous ne
pouvons pas tirer de conclusions précises sur I'étape de traduction qui serait limitante
dans la synthése de PGHS-1. Afin de visualiser l'influence d'une stimulation au TPA sur
la distribution de I'ARNm de PGHS-1 par rapport aux ribosomes, un fractionnement
plus fin sur un gradient de sucrose 20-50% ainsi que la mesure continue de I'absorbance
a 260 nm des fractions récoltées auraient permis d'observer non seulement la position
des RNPm, mais celles des sous-unité 40S et 60S, ainsi que celles des complexes
d'initiation 80S et des polysomes plus larges. Par conséquent, une variation dans la
distribution de 'ARNm de PGHS-1 entre les cellules stimulées pour 1 et 4 jrs aurait pu

étre plus facilement observable.

Par ailleurs, l'analyse de la distribution dARNm sur gradient de sucrose peut
parfois porter a la confusion puisque les RNPm qui ne sont pas associés avec I'appareil

traductionnel demeurent souvent largement distribués entre les ARNm libres et les



112

polysomes assemblés, ceci s’amplifie avec 'augmentation de la taille des ARNm qui,
méme libres, peuvent par leur seule taille se retrouver dans les fractions dites associées
aux ribosomes. Par ailleurs, il a été assumé que ces RNPm largement distribués,
représenteraient des complexes contenant des ARNm qui sont compétents, mais non
engagés dans la traduction (155). Il serait possible que 'ARNm de PGHS-1 se comporte
ainsi. Alors, afin de s'assurer que I'ARNm PGHS-1 retrouvé dans les fractions #3 a #5,
aprés 1 jr de TPA (Fig. 3.15), est bien présent dans les polysomes, tel que les résultats le
laissent supposer, 'ARN total pourrait étre traité avec du EDTA avant d'étre appliqué
sur le gradient. En effet, le EDTA permet la dissociation des ribosomes de 'ARNm
toutefois, il ne semble pas affecter les interactions ARN-protéine; il ne défait pas les
RNPm. Avec ce traitement, il aurait été possible de déterminer si la présence de
'ARNm PGHS-I dans les fractions #3 a #5 était due & son association avec les
polysomes ou a une association avec des protéines formant un complexe RNPm. Tel
que démontré par fractionnement sur un gradient 10-60%, la protéine ELAV (Embryonic
Lethal Abnormal Vision) est retrouvée, soit sous forme libre, soit sous forme de
complexes RNPm (complexe o) ou sous forme de complexes B, larges complexes
résultant de Il'association des complexes o avec les polysomes. Le traitement des

cellules avec 20 mM de EDTA désorganise les complexes B, ce qui résulte en

I'accumulation de la protéine ELAV dans les fractions représentant le complexe o (179).
Enfin, pour quantifier plus directement l'efficacité traductionnelle de 'ARNm PGHS-1,
une détection de la quantité de protéines nouvellement synthétisées en présence de
méthionine marquée au S*° pourrait étre utilisée. Tout d'abord, les cellules stimulées au

TPA pour 1 jr ou 4 jrs seraient incubées avec la Met-S** pour une période de 20 min.
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Ensuite, la protéine PGHS-1 serait récupérée par immunoprécipitation puis analysée sur
gels d'électrophorése SDS afin de comparer les taux de synthése de la protéine PGHS-1
radioactive apres 1 jr et 4 jrs d'exposition au TPA.

De fagon générale, les niveaux cellulaires de protéine a I'équilibre sont le résultat
du taux de synthése moins le taux de dégradation. Donc, le manque de protéine apres 1
jr de TPA pourrait étre dfi & un taux élévé de dégradation et/ou & un faible taux de
synthése de la protéine. Par conséquent, une autre interprétation possible de nos
résultats de fractionnement sur sucrose: 'ARNm PGHS-1 présent dans les fractions
ribosomales aprés 1 jr de stimulation au TPA, est que la protéine PGHS-1 est synthétisée
efficacement, mais qu'elle est rapidement dégradée dans les MEG-1 +TPA-1jr. Dans le
cytosol, les protéines peuvent étre dégradées principalement, soit par les protéasomes ou
par la voie des calpaines, ainsi que par les lysosomes, organelles remplis de protéases
capables de dégrader les protéines en milieu acide.

Les protéasomes sont en majorité responsables de la protéolyse cellulaire
spécifique. La dégradation des protéines par ce systéme requiére qu'elles soient
préalablement ubiquitinées, et I'ATP est également requis dans ce processus. Dans
certains cas, les protéasomes pourraient également participer & la dégradation de base de
protéines cytosoliques ou préalablement compartimentalisées. ~ Toutefois, ils sont
généralement responsables de la dégradation de protéines anormales ou ayant une durée
de vie courte, qu'elles soient nucléaires ou cytoplasmiques, de la surface membranaire
ou du réticulum endoplasmique (180). Plusieurs inhibiteurs spécifiques de ce systeme
ont été développés, dont le MG-132 qui agit en bloquant les sites catalytiques de

certaines protéases retrouvées dans les protéasomes. Les calpaines, quant a elles, sont
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des protéases qui dégradent partiellement les protéines du cytosquelette ainsi que
certaines enzymes associées a la membrane (181) et ce, indépendamment de I'ATP.
L'activité des calpaines est modulée par la concentration intracellulaire de calcium,
d'ailleurs, le PD 150606, utilisé dans les études d'inhibition, est dirigé vers les sites de
liaison du calcium des calpaines, et inhibe ainsi ces protéases. Finalement, les protéines
peuvent également étre dégradée par les lysosomes qui sont capables de dégrader, en
milieu acide, la plupart des macromolécules intra- et extracellulaires. Certaines
protéines cytosoliques peuvent étre transportées sélectivement a travers les membranes
des lysosomes grace & une séquence de cinq résidus incluant une glutamine a I'une des
extrémités, telle que KFERQ (182). L'inhibiteur que nous avons utilisé ici, la
chloroquine, pénétre facilement dans les lysosomes et augmente le pH intra-lysosomal,
ce qui a pour effet d'inhiber les protéases acidiques.

Par lutilisation de différents inhibiteurs des systémes de dégradation
intracellulaires, nous avons montré que la protéine PGHS-1 ne s'accumulait pas en
présence d'aucun de ces inhibiteurs dans les extraits de MEG-01 +TPA-1jr (Fig. 3.16),
suggérant que la dégradation rapide de la protéine dans les cellules MEG-01 +TPA-ljr
n'était pas responsable du manque de PGHS-1. Notre observation que la protéine
PGHS-1 n'est pas dégradée par les protéasomes est en accord avec une étude de
Rockwell et al. qui ont rapporté que I'enzyme PGHS-1 était constitutivement exprimée
dans les cellules neuronales HT4 et que ses niveaux n'étaient pas augmentés par le
traitement avec des inhibiteurs de protéasomes (183). Des expériences pour mesurer la
stabilité de la protéine in vitro devront d'étre réalisées afin de déterminer si le TPA a un

effet sur la stabilité de PGHS-1 dans les MEG-01. L'utilisation du cycloheximide, un
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inhibiteur de la synthése protéique, ajouté aux cellules pour différentes périodes de
temps, pourrait nous indiquer si la durée de stimulation au TPA 4 un effet sur la stabilité
de la protéine induite progressivement a partir de 2 jrs de stimulation.

Enfin, l'interaction spécifique que nous avons identifiée pourrait également
influencer la localisation cytoplasmique de I'ARNm PGHS-1. Dans I'exemple de la
drosophile, la localisation de 'ARNm Bcd au pdle antérieur de I'oocyte, joue un réle
prédominant dans le développement de I'axe antéro-postérieur et dépend d'interactions
protéiques dans la R3'NT de Bcd ainsi que des microtubules (97). De la méme fagon, il
a été démontré que des complexes ELAV-RNPm s'associaient avec les microtubules
(179). Les auteurs ont suggéré que la protéine ELAV complexée & un ARNm pourrait
influencer la régulation post-transcriptionnelle de ce dernier en modulant son transport
intracelluaire, sa localisation et sa traduction. D'ailleurs, la localisation des ARNm dans
des endroits ciblés de la cellule serait un mécanisme de contrdle qui nécessiterait
beaucoup moins d'énergie que la localisation ultérieure des protéines correspondantes
(92).

Lors de la différenciation des mégacaryocytes, la structure du cytoplasme des
cellules mégacaryoblastiques se transforme (10), et cette transformation pourrait
influencer la localisation des ARNm (réle de la 3'UTR) ou bien de l'appareil
traductionnel (rdle du cytosquelette). La ségrégation de la machinerie traductionnelle
dans les MEG-01 non-stimulées pourrait méme expliquer la synthése limitée de protéine
PGHS-1. Par microscopie immunoélectronique, l'enzyme PGHS-1 a été localisée dans
le réticulum endoplasmique (ou DMS) des MEG-01 +TPA-4jrs (136). Par ailleurs, vers

la fin de leur maturation, les mégacaryocytes contiennent un systéme membranaire
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(DMS) trés développé et leur cytoplasme est subdivisé en plaquettes (10). C'est donc
une hypothése attrayante d'imaginer que le DMS pourrait servir d'échafaud pour
concentrer la synthése de PGHS-1 & I'endroit ol les plaquettes bourgeonnent des cellules
meéres et ce, via le cytosquelette et des interactions protéiques dans la R3'NT de 'ARNm
PGHS-1, qui concentreraient ' ARNm au niveau du DMS, sous forme inactive jusqu'au

moment ol la synthése de protéine PGHS-1 serait nécessaire.

4.4 Perspectives et pharmacologie

Il est bien établi que les plaquettes représentent une des plus riches sources
d'enzyme PGHS-1 dans le corps, toutefois, l'importance de la régulation post-
transcriptionnelle dans l'expression du géne PGHS-I1 dans les plaquettes n'est que
spéculative pour l'instant. Les observations que nous avons faites dans les MEG-01
stimulées pour 1 jr au TPA, nous ont suggéré que l'absence de protéines n'était pas causé
par sa dégradation, mais plutdt par une synthése inefficace reliée a I'inactivité de la
machinerie traductionnelle aux premiers jours de stimulation avec le TPA. Pour quelle
raison un tel délai dans la traduction de PGHS-1 au cours de la différenciation des
mégacaryocytes serait nécessaire n'est pas établie; la seule fonction connue pour PGHS-
1 dans les cellules mégacaryocytes étant de médier l'agrégation des plaquettes, leur
forme la plus différenciée. Cependant, nous pouvons considérer que si toutes les
plaquettes sont libérées en méme temps d'une cellules mégacaryocyte, cela signifie
qu'une énorme quantité d'enzyme PGHS-1 doit avoir été synthétisée et qu'une régulation
post-transcriptionnelle de 'expression du géne PGHS-/ est plus économique, en temps

et en énergie, pour la cellule. Selon notre modele (Fig. 4.1), lorsque la différenciation
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des cellules précurseurs est entrainée par des facteurs hématopoiétiques, les niveaux
d'ARNm de PGHS-1 augmentent rapidement, tandis que l'accumulation de protéine est
retardée jusqu'a ce que les cellules aient atteint le stade de libération des plaquettes. Par
conséquent, au dernier stage de différenciation, la dissociation des plJARNm-PGHS-1 de
['élément-cis de 20 nts dans la R3'NT permettrait une augmentation dans l'efficacité de
traduction expliquant l'enrichissement de cette enzyme dans les plaquettes.

En pharmacologie, le traitement de la douleur et des autres signes inflammatoires
ne représentent qu'un aspect de l'utilisation des NSAID. En effet, I'Aspirin a aussi un
effet anti-plaquettaire causé par l'inactivation irréversible de l'enzyme PGHS-1 des
plaquettes (6). Par contre, les effets bénéfiques des NSAID sont aussi associés a des
effets secondaires, tels que l'ulcération gastro-intestinale et la toxicité rénale (184;185).
Etant donné l'usage répandu des NSAID, les risques pour la santé associés a la prise de
ces médicaments sont parmi les plus prévalents (4). Par conséquent, la description des
étapes menant a l'atteinte du fort niveau d'expression de PGHS-1 dans les plaquettes
pourrait étre trés utile pour élaborer des stratégies alternatives a I'Aspirin dans la
prévention des décés causés par les complications cardiovasculaires associées avec une
hyperfonction des plaquettes. Par ailleurs, I'identification par notre laboratoire, d'une
patiente avec une déficience importante (90%) dans les niveaux d'enzyme PGHS-1
(186), ayant pourtant des niveaux d ARNm PGHS-1 normaux, supporte l'idée que la
régulation post-transcriptionnelle est significative et réitére l'importance de comprendre

les mécanismes régulant I'expression du géne PGHS-1 dans les plaquettes.
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Alignement des séquences des 1000 premiers nts de la R’3NT de PGHS-1

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

[T S~

= ;
121 LRE kK kkkk  kkkk  RkRR % kk kkdk ok kkkk ok ok

152
142
175
174
181

196
199
224
224
241

ACTEGGINTC GAA
ACT FGHTC 1 'CCHAG"

&
LA L A A *_i.*t.*.t*_ rhkh kk ok

khkkkkrh &

PV IGAT T TCTGGTTGATTTGGAAT.
PN GATTTCTGGTTGATTTGGAAT:
PEEMCATTTCIGGTTGATTTGRAARA
284 1 )

&
0L KRHKKAK Ak EXAK ok kw

312 : CAGA( T ; TCTCTG. AGTTTGAG
315 I SCAG 'TGRATCTCTGHGAGTTTGAG
324
325
361

kY FRGCCAGT ‘I‘GG ATGCATAGTEAGACTTI'TC
375 ANICILEe c G TGCATAGTRAGACTIITTC]
324 cememmmmmmmmmmemmmmmm e m oo - NG TIACTIINE - - - - - - oo
325 mce e meemecememmmeme—eoaan i, V7GR
421 ...... ..

FEY AT CARACAAACAARCAAACAAIRCARACA!
435 FCAAAHCAAACAAACAAACA‘ CAAACA
EETR.. 1 »)1 ey
336 - EIRATEE- e
L R

TTTRC ! y GGA

GGGTTCTTAR TT'IHCTTC‘ AAGANTETH -

3 GGGGTTCTrAEm}!C 7 I ——
e ot

&3 AT) C'I‘A(‘AAI‘I

541 ‘_.*t.******‘i' Khhkkok ok ok kk N * *

134



Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

Souris
Rat
Humain
Mouton
consensus

546
548
373
388
601

605 |
606 §
426 |
446

661

657
657
486
506
721

717
717
545
564
781

775

841

825
825
657
674
901

884
884
717
734
961

GGCCPCTHCAGAATGT TGACTIM CTGACIGGTGA B¢ cgﬂ
CRCCRCIIEAGAATGTTGACTIRICTGHCEGGTGA -AE c}ﬂ
-l 'GAATETTGACTHTCTGA“TGGTGf q cr;ﬂ
BGACTI TCTGACTGGTIA -GeiTeC

* & .. .*i***.*.**** ****...t*k.* _*‘.*. * Kk kh kkk ok ..

TGS TGTCTAGAATGTGGA
3AATGTCTAGARTGIR

B 1CATTTTCCTGTTCAGTGAY

BT TCATTTTCCTGTTCAGTGARA iT-CAﬁAGH
o y i o -

¥ rrCATTTTCCTGTTCAGTGARARAG

TCC :
TCCABAGATGTGG)
TCARARGATGTHG

AGETCTATCCCCATCCAGH

YW TTGGTTGGRAGCCcC AR CTATCCCCARECAGETCTTI

ATTGGTTGGAAGCHACC ;
ATTGGTTGGAAGCCACC

GCAGCTGTTTCTCATGAAGCTAATARAAT (i
cocaBCIErTTercyreAACTAATAAAATTCTCTTISCCS
GGCAGCTGTTTCTCATGAAGCTAATAAAATTCECE
GCAGCTGTTTRICATGAAGRTAATAAAATECTRT THCCE

Kkk ok KA KEH KK WHKK | KAEkIER KR k|

135



136

Curriculum Vitae
MARYSE DUQUETTE

Information Personnelle

Adresse courante:
1150 Fisher Ave., apt 805
Ottawa, Ontario
K1Z 8M6
Numéro de téléphone:
domicile: (613) 798-9881
travail: (613) 562-5800 ext 5445
courriel: duquetma@yahoo.com
Langues parlées et écrites: frangais et anglais

Scolarité

1999-2002 M.Sec. en Biochimie, Université d'Ottawa
Thése:Identification d'une Interaction Protéique Spécifique
a une Séquence Conservée dans la Région 3' Non-Traduite
de I'ARN messager de Prostaglandine Endoperoxide H
Synthase-1

1996-1999 B.Sc. en Biochimie, Université de Montréal

1994-1996 D.E.C. en Sciences de la Nature, Cégep Joliette-De
Lanaudiere

Bourses et distinction

- Récipiendaire d'une bourse du "Keystone Symposia: Eicosanoid Lipid Mediators"

(avril 2000)

- Récipiendaire d'une bourse de maitrise du FCAR (compétition 1999-2000).

- Nominée par l'université de Montréal pour une bourse de recherche du CRSNG
(compétition 1999-2000)

- Récipiendaire de la médaille d'excellence du Gouverneur Général du Canada,

- accompagnée d'une bourse (Etudes Secondaires, 5™ année).



137

Publications
Résumé:

1. M. Duquette et O. Laneuville:

"Specific protein binding to a conserved sequence in the 3'UTR of the prostaglandin
endoperoxide H synthase-1 (PGHS-1) mRNA."

Résumé (présentation par affiche et orale) présenté par M. .Duquette a la rencontre
annuelle du "Keystone symposia: Eicosanoid Lipid Mediators: Biochemistry,
Molecular Biology and Pharmacology and Cell-Cell Interactions in Inflammation",
Snowbird (USA), 7-12 avril, 2001.

2. M. Duquette et O. Laneuville:

"Post-transcriptional regulation of protaglandin endoperoxide H synthase-1 gene

expression."
Résumé (présentation par affiche) présenté par M. Duquette a la 4 rencontre
annuelle de la Fédération canadienne des sociétés de biologie, Ottawa (Ontario), 22-

25 juin, 2000.

3i£:mc

3. O. Laneuville, M.H. Plant, C. Mroske and M. Duquette:

"Post-transcriptional regulation of protaglandin endoperoxide H synthase-1 gene
expression in the megakaryocytic cell line MEG-01."
Résumé (présentation par poster) présenté par O. Laneuville a la 1 rencontre
annuelle "International Conference on Advances in Prostaglandin and Leukotriene
Research: Basic Science and New Clinical Applications”, Florence (Italy), 4-8 juin,
2000.

1 ieme

Manuscrit:

1. M. Duquette et O. Laneuville:
"Specific protein binding to a conserved sequence in the 3'UTR of the prostaglandin

endoperoxide H synthase-1 (PGHS-1) mRNA." Ce papier est en préparation pour
étre soumis dans The Journal of Biological Chemistry, 2002.

Participation aux conférences suivantes:

- "Eicosanoid Lipid Mediators: Biochemistry, Molecular Biology and Pharmacology and
Cell-Cell Interactions in Inflammation", Snowbird (USA), 7-12 avril, 2001.

- 43 rencontre annuelle de la Fédération canadienne des sociétés de biologie, Ottawa
(Ontario), 22-25 juin, 20002000.

- 18"°™ rencontre de "International Congress of Biochemistry and Molecular Biology",
Birmingham (UK), 16-20 juillet, 2000.



138

Expériences de travail

Septembre 1999-présent Etudiante & la maitrise, Département de biochimie,
microbiologie et immunologie, Université d'Ottawa,
Ottawa, Ontario
-Examiner le réle de la régulation post-transcrip-
tionnelle dans l'expression du géne de la
prostaglandine endoperoxide H synthase-1 au
cours de la différenciation des mégacaryocytes.

Automne 1998 Stagiaire, Département de biochimie, Université de
Montréal, Montréal, Québec
-Biologie moléculaire des plantes: Séquengage d’un
fragment du géne de la protéine p30 impliquée dans la
régulation positive du géne de défense Pathogenesis-
related 10a.

Eté 1997 Stagiaire, Centre de recherche Guy-Bernier, Hopital
Maisonneuve-Rosemont, Montréal, Québec
-Biochimie des protéines: Evaluer l'efflux de choles-
térol des fibroblastes en fonction de I'agrégation des
protéines du plasma séminal bovin (protéines BSP).

Techniques de recherche

Techniques de biologie moléculaire (eg: ligations, transformations, mini- et maxi-
préparation d'ADN plasmidique, PCR, transcription in vitro, EMSA avec sonde d'ARN,
"UV cross-linking", isolation d'ARN total ou messager, "slot-blot", transfert et
hybridation Northern, distribution d'’ARN sur gradient de sucrose, séquengage d'ADN)

Analyse de protéines (eg: préparation d'extraits cellulaires, SDS-PAGE,
immunobuvardage Western, chromatographie sur tamis moléculaire (FPLC), dosage
protéique)

Activités et loisirs personnelles

Pratique I'aérobie, le ski alpin, le patin, le vélo, la randonnée pédestre
Aime la lecture, les mots croisés et cuisiner

Références

Dr. Odette Laneuville

Professeur agrégée

Université d'Ottawa

Faculté de médecine, Département de biochimie, microbiologie et immunologie
Ottawa, Ontario

Tél.: (613)-562-5800 ext. 8402





