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ARN interférence
dans les cellules

de mammiferes

Vincent Brondani, Fabrice Kolb, Eric Billy

> Le dosage de I'expression des génes est
essentiel au bon fonctionnement cellu-
laire ainsi qu’au développement et au
maintien des organismes pluricellulaires.
De fait, des mécanismes biologiques per-
mettent d’activer ou de réprimer I’ex-
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affecter I'intégrité du
support de I'information
génétique. Au cours des
derniéres années, les biologistes se sont
notamment intéressés aux phénomenes
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épigénétiques aboutissant a la répres-
sion de 'expression d’un gene. Ces régu-
lations négatives, qui affec-
tent aussi bien la transcrip-
tion (TGS : inhibition épigéné-
tique de la transcription)
que les processus subsé-
quents de I’expression des
geénes (stabilité des ARN mes-
sagers, PTGS : inhibition épi-
génétique post-transcriptio-
nelle), sont communes & tous
les eucaryotes [1]. Parmi les approches
qui permettent d’étudier la fonction propre-
ment dite d’un gene, 'une
d’entre elles consiste a sup-
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Figure 1. A. ARN double brin (ARNdb) cellulaires dans les cellules mammiféres. B. Métabolisme des ARNdb et
microARN : modéles de la réaction d’ARN interférence (ARNi). ADAR : adénosine désaminase ; PKR : protéine
kinase ARN dépendante ; RdRp : ARN polymérase ARN dépendante ; ARNsi : petit ARN interférent ; siRNP : com-
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primer I'expression de ce
dernier, dans des cellules
ou dans un organisme.
De nouvelles techniques,
comme I’interférence par
ARN (ARNi [2]), fondées sur
P'utilisation d’ARN double
brin (ARNdb), sont en voie
de développement.

La réaction ARNi détour-
ne des enzymes impli-

ARNdb

quées dans le métabo-
lisme d’ARNdb produits
par les virus et les trans-
posons. En effet, ces
ARNdb de grande taille
induisent des méca-
nismes cellulaires antivi-
raux ou des phénomenes
de régulation de
transposition (Figure
1A). La réaction cellu-

la

laire met en jeu au
niveau nucléaire des
enzymes (ADAR, adé-
nosine

v

désaminase)
capables de désaminer
en inosine les adénines
de I’ARNdb [3]. Ces
modifications induisent
la déstructuration des
ARNdb et la séparation
des deux brins d’ARN,
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conduisant a leur dégradation par des
ribonucléases (Figure 1B). D’autre part,
Iintroduction d’un long ARNdb dans le
cytoplasme active la production d’in-
terféron, ainsi qu’une protéine kinase
ARN dépendante (PKR). PKR est activée
par dimérisation en présence de longs
ARNdb, et autophosphorylation. PKR
activée réprime la traduction du fac-
teur d’initiation de la traduction elF20L.
De plus, "ARNdb induit la dégradation
des ARN cellulaires en stimulant la
ribonucléase L (RNasel). Finalement,
I"activation de la PKR, en conjonction
avec la voie des interférons, induit
I’apoptose cellulaire (Figure 1B) [3].
Ce mécanisme est déficient dans le cas
des cellules embryonnaires telles que
les cellules souches et les embryotéra-
tocarcinomes. Dans ces derniéres, c’est
une autre protéine, appelée Dicer, qui
est fortement exprimée [4]. Dicer est
une enzyme comportant plusieurs
domaines dont deux motifs ribonu-
cléase Il catalysant la coupure des
longs ARNdb en petits fragments de 21
a 23 nucléotides appelés petits ARN
interférents (ARNsi) [5]. Cette enzyme
est importante au cours du développe-
ment embryonnaire puisqu’elle est
impliquée dans la maturation des
microARN nécessaires a

la transition entre les

téiques dont I"association permettrait
spécifiquement P’inhibition de la tra-
duction de geénes cibles [7]. LARNi,
processus beaucoup mieux décrypté,
présente la particularité d’agir par I'in-
termédiaire de voies de signalisation
différentes en fonction des organismes.
Chez la drosophile, ’ARNi nécessite la
formation d’un complexe (siRNP) entre
I’ARNsi et des protéines. Le complexe
siRNP catalyse la réaction de clivage de
I’ARN cible correspondant a la
séquence complémentaire a I’ARNsi. La
conséquence de cette coupure est la
déstabilisation et la dégradation de
I’ARN cible. Dans le cas d’un ARN mes-
sager (ARNm), le geéne correspondant
est réduit au silence. Dans d’autres
organismes, tel C. elegans, une enzyme
est capable de catalyser la synthese
d’un brin ARN a partir d’une matrice
ARN. Cette ARN polymérase ARN dépen-
dante (RdRp) [8] utilise comme amorce
’un des brins de I’ARNsi. Le résultat de
cette réaction est la formation d’un
ARNdb. Ce dernier est alors utilisé
comme substrat par Dicer. Ce modeéle dit
de « PCR dégénérative » aboutit a une
amplification du signal ARNSsi.

L’étude de ces phénomeénes biologiques
et de ces mécanismes enzymatiques a

permis de développer différentes stra-
tégies pour inhiber spécifiquement
I’expression d’un gene par ARNi dans
des cellules mammiféres en culture
(Figure 2A). D’une part, dans les cel-
lules différenciées, il existe un systeme
permettant de passer outre les méca-
nismes d’induction de I’apoptose cellu-
laire décrits précédemment en appor-
tant un ARNdb de petite taille. Ainsi,
I’introduction d’ARNsi est suffisante
pour que la réaction de clivage de
I’ARN cible se produise de fagon effi-
cace [9]. D’autre part, une interfé-
rence ARNi a partir d’un long ARNdb
peut étre réalisée in vitro dans des cel-
lules souches embryonnaires ou d’em-
bryotératocarcinomes (exemple de
genes inactivés, eGFP, intégrines O3 et
B1) [4].

Les récentes études décrivant les effets
des microARN, et une connaissance
plus approfondie des mécanismes d’ac-
tion de ces derniers, permettront peut-
étre de développer d’autres stratégies.
L'utilisation d’ARN artificiel pourrait
permettre de cibler I’expression d’un
gene par inhibition de la traduction
(Figure 2B). Par ailleurs, les plantes
disposent d’un mécanisme qui permet-
trait de catalyser une réaction ARNdb

stades larvaires chez

C. elegans [6]. Ces deux A
formes d’ARN, ARNsi et
microARN, représentent
des signaux moléculaires
essentiels lors des phéno-
menes de régulation post-
transcriptionnelle de I’ex-
pression des genes.

Deux processus biolo-
giques distincts décou-
lent de I'activité de ces
deux formes de petits
ARN (Figure 1B). Le
mécanisme biologique
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d’action des microARN,  Figure 2. A. Stratégies d’introduction de la réaction ARNi dans un systéme utilisant des cellules de mammiferes.

actuellement trés mal  B. Voie potentielle d’inhibition artificielle de ’expression de génes dans les cellules de mammiféres (méthylation
ARN dépendante). ARNdb : ARN double brin ; ARNsi : petit ARN interférent ; DmRd : réaction ARNdb dépendante

de la méthylation ; PTGS : post-transcriptional genetic silencing.

caractérisé, impliquerait
d’autres facteurs pro-
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dépendante de la méthylation de I’ADN
(DmRd) [10]. La méthylation d’une
séquence promotrice implique généra-
lement une inhibition de la transcrip-
tion d’un gene. On pourrait donc envi-
sager de réprimer I’expression d’un
gene, par méthylation de ces séquences
régulatrices, en utilisant comme sup-
port signalétique un ARNdb spécifique
d’une séquence donnée. ¢

RNA interference in mammalian cells
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« Le piégeage de genes >» :
un outil efficace
de la génomique fonctionnelle

Sophie Gomez, Patrice Dubreuil, Sophie Lopez

> Divers stimulus relevant de méca-
nismes physiologiques fondamentaux
comme la survie, la prolifération, la dif-
férenciation cellulaire ou le développe-
ment embryonnaire, entrainent la
modulation de nombreux genes au sein
des cellules concernées. Dans le but
d’identifier les genes-clé de ces phéno-
menes, des outils permettant leur ana-
lyse a grande échelle ont été dévelop-
pés, qui se fondent sur 'isolement de
transcrits dont ’expression varie selon
que la cellule est ou n’est pas stimulée.
Auvu du nombre restreint de genes dont
la fonction est identifiée, des stratégies
d’analyse fonctionnelle du génome
deviennent nécessaires.

Une de ces approches, « le piégeage de
geénes », permet de révéler des locus
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dont la transcription est activée lors
d’une stimulation donnée, indépen-
damment de leur régulation post-
transcriptionnelle. Cette technique
offre I’avantage de coupler I"étude de
la modulation d’un transcrit et la
conséquence fonctionnelle de cette
variation, elle-méme directement liée
au stimulus appliqué. Ce couplage est
le fondement méme de la technique du
« piégeage de genes ». Le principe
(Figure 1) est fondé sur I’insertion
aléatoire, dans le génome cellulaire,
d’un vecteur plasmidique ou rétroviral
dépourvu de promoteur propre, et
contenant un gene révélateur immédia-
tement précédé d’un site accepteur
d’épissage. Lorsque I'insertion survient
dans un locus « actif », en présence du

expressed RNAs. Science
2001 ; 294 : 853-8.
778-809. 7. Reinhart BJ, Slack FJ,
Basson M, et al. The 21-
nucleotide let-7 RNA
regulates developmental
timing in Caenorhabditis

der Winden J, Matzke MA,
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double-stranded RNA.
EMBO J 2000 ; 19 :
5194-201.
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stimulus étudié, un transcrit de fusion
composé d’une partie 5’ du gene
« piégé » et du géne révélateur, s’ex-
prime sous le controle du promoteur du
géne « piégé ». 'analyse de la modula-
tion de I’expression de ce gene de
fusion révele ainsi celle du gene piégé
dont Iidentification est accessible par
5'RACE (rapid amplification of cDNA
ends). Si I'insertion est aléatoire, I’ex-
pression de la protéine « révélatrice »,
elle, sera d’autant plus efficace que le
vecteur est inséré en 5’ du gene. &n
effet, la protéine révélatrice peut étre
traduite a partir de I’ATG du gene révé-
lateur. Pour que celui-ci fonctionne en
dehors de ’ATG de I’exon « piégé », les
intégrations doivent prendre place
avant ’exon codant du géne « piégé »,
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