LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

Structure des genes
chez les eucaryotes
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(—”m . la partie du géne qui
persiste dans ’ARN messager. En
amont du signal de début de traduc-
tion (AUG) et en aval de celui de fin
de traduction (UAA, UAG ou
UGA), les exons ne sont pas traduc-

en protéine et sont appelés
« extrémités non codantes 5” et 3" du
messager ». Les exons contenant le
code traduit en protéine sont repre-
sentés en rouge.

Intron : segment du gene
qui sera excise (processus d’épis-
sage) lors de la maturation des ARN
préemessagers nucléaires en ARN
messager.

Régions intergéniques,
avec le promoteur et les régions
régulatrices en amont du gene
(régions flanquantes 3°), les
hypothétiques signaux de fin de
transcription en aval (régions
flanquantes 3'). L.e gene débute, par
definition, au site d’initiation de la
transcription (début du premier
exon), et se termine a la fin du der-
nier exon.

I.e promoteur est la zone de fixa-
tion de ’ARN polymérase, enzyme
catalysant la du gene,
c’est-a-dire son recopiage en ARN.
Il comporte des séquences tres
conservées, parmi lesquelles la
« boite ATA » (ATA box), située
environ 30 bases en amont du site
d’imitiation de la transcription
(marqué « O » sur le schéma), et, a
un moindre titre, la « boite CAAT »
(CAAT box), située plus en amont
(position-70 sur le schéma).

IL.es régions flanquantes §’
contiennent des séquences qui sont
reconnues par les hormones et leur
récepteur et par des facteurs diffusi-
bles intervenant dans ’expression
ou l'extinction d’un gene au cours
de la différenciation cellulaire.

I.es régions flanquantes 3’
contiennent peut-étre des signaux,
probablement multples, au niveau
desquels cesse la transcription, en
aval du gene.

L.es transcrits primitifs sont les
ARN initiaux débutant au site d’ini-
tiation (Q) et s’interrompant en dif-
ferents sites en aval du gene.

La coupure nucléolytique et la
polyadénylation, ces transcrits
sont ensuite coupés environ 18-20
bases apres un signal AAUAAA
(c’est-a-dire AATAAA au niveau de
’ADN), I’extrémité 3" ainsi formee
etant allongée par des résidus
d’acide adénylique (une centaine).

@® Lc « capping » : tres précoce-
ment 'extrémite 5° du transcrit
(c’est-a-dire le site d’initiation de la
transcription) est bloquée par un
« chapeau » (cap) formé d’un acide
guanylique méthylé sur un azote en
position 7.

Epissage, ensemble des phénome-
nes aboutissant a I’excision des
introns. Les jonctions introns-exons
ont une structure tres conservee :
sites reconnus d’épissage. AK.
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Les séquences stimulatrices
de la transcription
ou « enhancers »

300 bases
ADN wmm

Facteurs diffusibles
se fixant sur I'enhancer

«manchon »
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fenétre chromatinienne

transcription
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Exon n 1 du géne

ARN polymérase

Dans les cellules, L’ADN n’est
jamais « nu », mais complexé a de
nombreuses protéines qui forment
la structure chromatinienne, sorte
de manchon entourant les genes.
Pour que 'ARN polymérase et les
autres facteurs agissant sur la trans-
cription aient acces aux régions de
controle du gene et a son promo-
teur, il faut que cette structure chro-
matinienne soit « relachée ».

Les séquences stimulatrices (enhan-
cers, en anglais) semblent capables
de modifier la chromatine, créant en
elle une sorte de fenétre d’acces que
peuvent emprunter I’ARN polyme-
rase et d’autres facteurs transcrip-
tionnels. La polymérase cheminerait
ensuite le long du brin d’ADN jus-
qu’a rencontrer un promoteur au
niveau duquel elle déclencherait la
transcription (initiation) du gene
adjacent. Les séquences stimulatri-
ces pourraient aussi créer des

ssssssmsm  contraintes de torsion dans la dou-
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ble hélice d’ADN, facilitant la dis-
sociation des brins au cours de la
transcription; la différence impor-
tante entre les deux types d’actviteé
est que la premiere, c’est-a-dire la
création d’une « fenétre » chromati-
nienne, persiste lorsque ’enhancer
est situé a grande distance du pro-
moteur, en amont aussi bien qu’en
aval, alors que cette deuxiéme acti-
vité qu’est la contrainte physique
exige que la distance entre I’enhan-
cer et le promoteur ne dépasse pas
quelques centaines de bases.

Pour exercer son influence, il sem-
ble que la séquence stimulatrice
doive fixer un facteur diffusible,
probablement protéique, qui peut
étre spécifique de la différenciation
tissulaire, ou bien représenter un
récepteur hormonal lié¢ a I’hormone
correspondante.

Les propriétés fonctionnelles de ces
séquences sont d’étre actives a

grande distance du Jpromoteur, ¢n
amont aussi bien qu’en aval de lui,
et de n’étre pas « polarisées », ce qui

-signifie que le brin d’ADN les por-

tant peut étre retourné sans perte de
’activité stimulatrice.

On trouve de tels enhancers dans les
régions de controle des virus a ARN
(au niveau des LTR, ou Long Term:-
nal Repeats qui entourent ’ADN
proviral), ou a ADN; dans le grand
intron des genes réarrangés des
immunoglobulines, en aval du pro-
moteur; en amont de genes cellu-
laires dont I’expression dépend de la
différenciation cellulaire.

Les séquences stimulatrices consti~
tuent donc, en résumé, des éléments
fondamentaux de la régulation de
I’expression du génome des euca-
ryotes, leur importance fonction-
nelle venant de leur propriété d’étre
régulées par des facteurs spécifiques
de la differenciation tissulaire, voire
par des hormones. A. K.



Régulation positive et négative des « enhancers »

Le groupe de Pierre Chambon, a
Strasbourg, a joué et continue de
jouer un rile déterminant dans la
« dissection moléculaire » des phéno-
meénes de régulation de la transcrip-
tion des genes eucaryotes. Dans deux
articles récents, 1l précise et developpe
un concept qu'il a lui-méme proposé
tl y a deux ans [1), celui de la régu-
lation négative des séquences stimula-
trices de la transcription, ou enhan-
cers (voir le Lexique de médecine|s-
ctences n” 2, vol. 1, p.105). Ces
enhancers, d’abord découverts dans
des virus, sont en fait largement
répandus dans le génome d'une
grande variété d’étres vivants ou ils
jouent un role essentiel dans le
contrile de l'expression des genes au
cours du développement, de la diffé-
renciation ou des processus de régula-
tion hormonale. Ils peuvent en effet
étre « actives » lorsqu’ils sont liés a
des jacteurs dtjfus:bles probablement
protéiques, caractéristiques d'un type
et d’un stade particulier de différen-
ctation tissulaire ou d’une stimulation
hormonale (voir Lexique de médeci-
ne/sciences n° 6, vol. t, p. 335). La
découverte que ces enhancers, et par
conséquent la transcription des génes
qu’ils contrélent, peuvent étre inhibés
par certaines substances telle la pro-
téine E, A codée par un gene
d’expression  précoce de [I'adéno-
virus (1), était donc déja tres impor-
tante quisqu’elle permettait de faire
Uhypothese que, dans les cellules, une
telle régulation négative pouvait
affiner le contrile de I'expression des
genes. René Hen ct coll. viennent de
démontrer que de telles substances cel-
lulaires,  homologues  fonctionnels
d'E| A, sont présentes dans les cellu-
les embryonnaires et expliquent trés
probablement I'impossibilité d’infecter
ces cellules par des virus dont les
enhancers sont en effet inhibés par
FE,A. Le virus du polyome, par
exemple, possede un enhancer régulé
négativement par F, A et ne peut
pas se répliquer a’ans des cellules
embryonnaires. Un mutant de ce virus
qui a acquis la propriété d'infecter des
cellules embryonnaires a, en revanche,

perdu la propriété d’étre inhibé par
E, A [2).

[:mzlzana Borelli et coll. ont étendu
cette notion de régulation négative a
un enhancer cellulaire, celui respon-
sable de la stimulation du géne des
immunoglobulines dans le lymphocyte
B (voir le Lexique de médecine|
sciences n° 8, vol. 1, p. 442). Un
gene placé sous le contréle d’un tel
enhancer s’exprime peu dans une cel-
lule non lymphocytaire comme des
fibroblastes de souris. Une expérience
de « compétition » (figure 1) permet
de démontrer que cette faiblesse de la
transcription du géne introduit dans

Transcription

Transcription

Figure 1.

les cellules fibroblastiques est due, au
moins en partie, a la présence de
facteurs inhibant la séquence stimula-
trice d’tmmunoglobuline (3] Le prin-
cipe de cette expérience est dintro-
dutre dans la cellule le gene contrilé
par la séquénce stimulatrice étudice
et un exces de celle séquence non
couplée au gene. S’il existe des fac-
teurs inhibiteurs, ceux-ci vont étre
« consommeés » par l'exces de séquen-
ces libres, et le enhancer couplé au
gene  analysé  sera  déréprimé
( figure 1). La protéine E, A, dont
nous avons vu plus haut qu’elle inhi-
bait certains enhancers, par exemple

Transcription inhibée

Epuisement de I'inhibiteur :
transcription désinhibée

Un activateur
dépiace l'inhibiteur :
transcription activée

Inhibition, desinhibition et activation des « enhancers ).

En (1). une séquence stimulatrice (E) (ou enhancer) est inhibée par un
inhibiteur (1): le géne n’'est pas transcrit. En (2), un excés de la séquence (E)
consomme l'inhibiteur () qui ne peut plus inhiber le enhancer (E) contrélant la
transcription du géne utilisé comme témoin : ce géne est transcrit. En (3), un
activateur (A) se fixe sur le enhancer (E), déplace [linhibiteur et stimule la

transcription.



celut du virus polyome, agit comme
un activateur sur la séquence stimula-
trice. du gene d'tmmunoglobuline
transfectée dans des fibroblastes de
sourts, probablement en levant I'inhi-
bition par les facteurs de régulation
négative ( figure 1). Une méme pro-
tée peut donc étre inhibitrice pour
certatns enhancers et activatrice
pour d'autres. Un tel modele, s'il
était genéralisé, permettrait de sim-
plifier un peu les mécanismes impli-
qués dans la régulation des génes spe-
cifiqgues d’un tissu dx[/erenae o les
Jacteurs « activateurs » des séquences
stimulatrices de genes exprimés dans
ces tissus pourraient étre aussi les
« tnhibiteurs » des enhancers d'autres
genes dont ['expression n'est pas spe-
ctfique du tissu.

L’équipe de W'. J. Rutter vient d’ob-
tenir, sur un autre modele, des résul-
tats trés proches de ceux d’'E. Borellr.
Un géne dont l'expression est contri-
lée par les séquences régulatrices du
gene de ['insuline ne s'exprime pas
dans des cellules fibroblastiques de

singe, sauf st ces cellules contiennent
en méme temps un large exces du
enhancer du géne de [insuline, qui
est supposé epuiser les facteurs inhibi-
teurs selon le schéema de la figure 1
4]-

Enfin, deux autres équipes ont rap-
porté que les séquences stimulatrices
pouvaient étre inhibées par un autre
mécanisme que la fixation a leur
niveau de f[acteurs diffusibles inhibi-
teurs. Il existe en amont des genes
c-myc [5] et de linsuline de rat (6]
des « silencers » (voir ~médecine|
sctences n” 6, vol. 1, p. 335) inhibant
en cis (c’est-a-dire lorsqu’tls sont
localisés sur le méme double brin
d’ADN) lactivite stimulatrice de
enhancers. Le rile de ces séquences
pourrait étre, notamment, d'isoler les
genes de l'influence de séquences sti-
mulatrices appartenant a des génes
adjacents.

Les mécanismes résumés ict pourront
sembler bien complexes au lecteur, et,
de fait, ils le sont. [ls constituent
cependant,  touche aprés touche,

l'ébauche d’une des principales avan-
cées scientifiques de notre siecle : le
mateériel genétique, ce qu'il est et la
maniére dont il fonctionne.

A. K.
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Enhancers et Silencers

édecine|sciences expli-
quait récemment (glos-
satre du n° 1, p. 11),
ce qu'étatent les « en-
hancers » ou séquences
stimulatrices de la transcription décou-
vertes en 1981. Depuis la parution de
cet article, un autre type d’élément
régulateur de la transcription des
genes a été dentifie: 1l s'agit des
séquences extinctrices (ou inhibitri-
ces) appelées « silencers » en an-
glais [1]. Comme leur nom ['indique,
ces séquences agissent en maintenant
stlencieux des gémes qui doitvent étre
réprimes.

Exactement comme les « enhancers »,
ces « stlencers » sont actifs a distance

o Jdes génes (jusqu’a plusieurs milliers

de base des promoteurs) en amont
aussi bien qu'en aval d’eux et sont
dépourvus de polarité, ce qui signifie
qu’tls demeurent pleinement actifs lors-
qu’ils sont excisés et réinserés dans
lorientation opposée sur le double
brin & ADN. Comme dans le cas des
« enhancers », leur action, c’est-a-dire
leur pouvoir de réprimer les genes,
dépend de la présence de facteurs dif-
Susibles, probablement protéiques, qui
pourratent se lier a eux, et atnsi les
activer.

La différenciation cellulaire étant
une suite d'activation de certains
geénes et de répression d'autres, la
découverte de ces séquences extinctri-
ces et de leur régulation par des fac-
teurs diffusibles « extincteurs » consti-

tue probablement une piéce maitresse
de notre connaissance des divers éle-
ments du contrile de l'expression du
génome.

A K.
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tion of a « Silencer » in yeast: a DNA sequence

with properties opposite to those of a transcrip-
enhancer. Cell 1985; 41: 41-8.
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Enhancer

et activation transcriptionnelle :
modéle de la clé ou du bouton ?

de la wranscription d’un

géne par un enhancer exige rés pro-
bablement un contact direct entre les
protéines fixées sur le enhancer et
(dont 'ARN polymérase 1)

a la constitution du com-

plexe d’iniuation (voir mini-syn-
théses, m/s n°7, vol. 3, p. 428, n°8,
vol. 3, p. 487 et n°9, vol. 3, p. 546).
Lorsque ces deux complexes nucléo-
protéiques sont éloignés 1'un de
I'autre, 1l est probable que I'ADN
peut faire une boucle, permettant
ainsi un rapprochement entre eux.
Le probléme se pose alors des méca-
nismes par lesquels est activée la
transcription. Schématiquement,
deux modeéles peuvent étre opposés,
celut de la clé et celur du bouton.
Dans le premier modele, il doit y
avolr une complémentarité étroite
entre la protéine activatrice et la
cible, comme entre une enzyme et un
substrat, un récepteur et un ligand,
une clé et une serrure. On peut
concevolr que la protéine activatrice
soit, de fait, une enzyme de modifi-
cation de I'un des composants du
complexe d’mitation de la trans-
cription. Lautre modele postule au
contraire qu’il n'y a pas plus de
complémentarité nécessaire entre
I'activateur et la cible qu’entre ce qui
pousse un bouton et le bouton ! Clest
vers ce type de mécanisme qu'orien-
tent plusieurs articles récents, utili-
sant tous les possibilités remarqua-
bles de la génétique de la levure. Un
premier groupe de résultats montre
que, chez la levure, I'exigence struc-
turale pour qu’une protéine se liant
a un enhancer active la transcription
est faible. les genes actifs dans le
catabolisme du galactose par Saccha-
romyces cerevisiae sont sous le
contréle d’une protéine activatrice
GAIL. 4. En l'absence de galactose,
cette protéine est complexée a une

protéine GAL 80 et n'est pas fixée a
I'ADN ; en présence de galactose, le
complexe 80-GAL. 4 se dissocie,
GAL 4 se fixe sur un élément d'ADN
particulier (un UAS, upstream acti-
vator sequence) et active la transcrip-
tion des genes du catabolisme du
galactose. L.’activation transcription-
nelle est en fait indépendante de la
nature précise du site de laison a
I'ADN et il est possible, par des expé-
riences de recombinaison génétique,
de remplacer la région N-terminale
de haison a I'ADN de la protéine
GAL 4 par une autre région protéi-
que se fixant & un élément d'ADN
différent : si ce dernier élément est
présent en amont du gene controlé
par GAL. 4, la protéine hybride gar-
dera son potentiel d’activer la trans-
cripuion. Il est aussi possible de
considérablement modifier les
780 acides aminés du co6té COOH (la
protéine a 881 résidus) sans
I'activation transcriptionnelle. En
fait, 1l suffit de fusionner au nouveau
domaine de haison & I'ADN une
chaine polypeptidique acide pour
reconstituer, avec une grande f[ré-
quence, un activateur (ranscription-
nel [1, 2] (figure 1).

Deux autres articles plus récents [3, 4]
montrent que la protéine GAL. 4 de
levure est parfaitement capable de
stimuler, dans des cellules de mam-
miferes, la transcription d'un gene
en amont duquel a éé placé I'élé-
ment d’ADN UAS sur lequel elle se
fixe. Ce résultat témoigne aussi de la
conservation entre les especes des sys-
témes d’activation transcription-
nelle. L'expérience consiste a ntro-
duire dans une cellule de mammifere
un gene de GAIL.4 placé sous le
contrdle d’un promoteur actif, et un
géne «rapporteur» (par exemple
celul de la chloramphénicol
transférase) placé sous le de
séquences de contréle d'un gene dc
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Reégion activatrice
Transcription

Site de fixation
a I'ADN

Figure 1. Modéle d’activation de la transcription par des protéines fixées
a un site enhancer. Une protéine est fixée a un site enhancer (UAS = upstream
activating sequence). Sa région N-terminale contient le domaine de fixation a I’ADN,
sa partie C-terminale «touchant» le complexe d’initiation de la transcription et
I'activant. Il n'y a aucune spécificité de I'UAS et du domaine de fixation & 'ADN
de la protéine pour un géne donné : il suffit, que, par un domaine quelconque,
la protéine se fixe en un site localisé a proximité relative du promoteur pour que
I'activation ait lieu. De tres nombreuses séquences protéiques greffées a un
domaine de fixation a 'ADN sont capables de reconstituer une protéine activatrice,

a condition que dominent les résidus acides.

mammifere, séquences auxquelles a
été ajouté I'élément Il est aussi
possible de remplacer la région E du
récepteur des aestrogenes (région de
fixation de I'hormone jouant égale-
ment un role dans l'activation trans-
cripuonnelle) par la région C-ter-
minale acide de GAL 4 tout en
conservant l’activation transcription-
nelle des génes en amont desquels se
fixe cette molécule hybride [4]. 1] est
ainsi clair que la spécificité structu-
rale requise pour que la protéine
fixée a un site enhancer active la
transcription est faible, ressemblant
bien plus a celle du bouton qu’a celle
de la clé.

On peut rapprocher de ces résultats
ceux récemment rapportés de I'acti-
vation de promoteurs de levures par
les produits des oncogénes fos et myc
fixés en un site ’ADN en amont du
promoteur [5]. T.a encore des pro-
téines hybrides sont fabriquées, com-
portant I'essentiel de la séquence des
oncogenes, associée a un site de fixa-
tion a PADN. Compte tenu de la

grande diversité des séquences protéi-
ques dans de condi-
tions, d’activer la transcription [3, 4],
il n’est d’'ailleurs pas évident que ces
observations soient transposables au
mode d’action réel des oncogénes fos
et myc!

AK.
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Epissage
des ARN
messagers
nucléaires

‘épissage, ou splicing, des

ARN messagers dans le

noyau correspond a ’exci-

sion précise des introns,

suivi de la ligature ordon-
née des exons entre eux, le proces-
sus aboutissant au messager cyto-
plasmique traductible. Le méca-
nisme exact de ces opérations
compliquées n’est pas encore connu,
cependant, ses principales étapes
ont été réecemment élucidées.

1. Sites importants pour
epissage correct. Ils
nombre de trois :

Le site donneur, ou site 5’, de I’épis-
sage correspond a la jonction exon-
intron en position §” de 'intron. Les
deux premicres bases de !’intron
sont G, T sur ’ADN (et G,U sur
I’ARN, U étant I'uracile), les bases
environnantes présentant des
variations plus ou moins importan-
tes par rapport a une séquence
consensus qui est celle de I'extre-
mité 5° du petit ARN nucléaire U, .
Le site accepteur, ou site 3’, de
I’épissage correspond a la jonction
intron-exon en position 3° de I'in-
tron., I.es deux dernieres bases sont
AG, précedées de bases pyrimidi-
ques (on peut, la aussi, parler de
« sequence consensus » de tous les
sites accepteurs).

Le site de branchement, situé envi-
ron a 30-40 bases en amont du site
accepteur, est complémentaire du
site donneur, cette complémentarité
n’étant cependant jamais parfaite.

un
sont au



2. Les différentes étapes de
I’épissage: formation du
« lasso »
“ARN U, (a) I__.e sjte donneur est clivé, une
. YT 3 hybridation avec le petit ARN U,
Intron pouvant jouer un role essentiel dans
. . la reconnaissance du site de clivage.
®® Ac  OOAG L’extrémité 5’ de lintron est des
| . ) . .
R site accepteur lors libre, et peut s’hybrider a la
 — séquence complémentaire du site de
site de branchement
branchement.
(6) Une liaison covalente phospho-
3 diester s’établit entre I’hydroxyle en
- . position 2’ de I’adénosine du site de
OH
@0 AC  OOAG branchement et le phosphate de
O0UG & P’extrémité 5° libre de I'intron, éta-
blissant la structure branchée sché-
matisée dans le cadre. Dans les aci-
des nucléiques, la succession des
nucléosides se fait par l'intermé-
diaire de ponts phosphodiesters
entre les hydroxyles 5" et 3" des ribo-
ses adjacents. Le lasso se forme par
établissement de cette liaison inha-
bituelle 5'-2".
(¢) Le site accepteur d’épissage est
précisément clivé, une liaison s’éta-
blissant entre ’hydroxyle libre 3’ de
’exon A et le phosphate 5" de
I’exon B.
Les produits de la réaction sont I'in-
tron avec sa structure branchée en
lasso, qui sera probablement
dégradé, et les deux exons correcte-
ment liés.

0:GuOO

3. Réle (s) et anomalies de
I’épissage: le role des introns est
inconnu, mais il est impératif qu’ils
soient excisés de ’ARN, car ils ne
peuvent pas étre traduits en pro-
téine et, s’ils étaient présents dans le
messager cytoplasmique, ils intro-
duiraient des arréts précoces de la
traduction, et donc de la synthese
— des protéines. Des mutations peu-
vent modifier les signaux indispen-
sables a I’épissage, ou encore faire
apparaitre dans les exons ou les
introns de nouveaux sites de
coupure. Les conséquences de ces
anomalies peuvent étre une dégra-
dation rapide de ’ARN incapable

Les symboles vides ou pleins représentent des bases appariées. de subir sa maturation normale, ou
N = Nucléoside; P= Phosphate; OH =radical hydroxyle; I’arrivée dans le cytoplasme d’ARN
A= Adenine; C=Cytosine; G=Guanine; T =Thymine. qui ne peuvent étre traduits en la
Le cadre en ¢ montre un détasl schématisé de la liaison entre l'extrémité ' phosphate protéine biologiquement active

de I'intron et 'hydroxyle 2” de I'adénosine du site de branchement. AK.

9
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Epissage des ARN et ribozymes

Le nom de ribozyme est donné aux
molécules d’ARN douées d’activité
catalytique, se comportant donc
comme des enzymes (¢f m/s 1985 ;
1 : 107). Le concept est d’une
extreme importance théorique,
notamment pour les hypotheses
concernant l'origine de la vie. Une
méme molécule d’ARN, capable
tout a la fois de porter une informa-
tion génétique « codée » et de cata-
lyser des réactions biologiques, a pu
constituer le premier systeme auto-
replicatif... et donc le premier
embryon de la vie. Les deux pre-
miers exemples connus de tels ribo-
zymes sont ceux de PARN consti-
tuant I’élément actif de la ribonu-
cléase P d’Escherichia coli [1] et de
Iintron de ’ARN ribosomique de
Tetrahymena thermophilia [2]. Dans
ce dernier cas, Cech et al. mon-
traient, qu’en présence de GTP ou
de guanosine, I'intron était capable
de s’autoexciser, puis de se cycliser,
selon le schéma de la figure 1.
Stricto-sensu, une modification
« autocatalytique » d’une molécule
ne signifie pas qu’elle est un
« catalyseur » dont la définition est
d’accélérer une réaction sans étre
lui-méme modifié au terme de
celle-ci.

Par une succession de traitements
alcalins il est cependant
possible de transformer I’intron
cyclisé de Tetrahymena en un ARN
linéaire, incapable de se cycliser,
mais doué lui-méme d’unc activité
de dégradation de ’ARN [3, 4]. Le
mécanisme chimique de cette action
« ribonucléasique » est une
« attaque nucléophilique » * d’un
pont phosphodiester par un radical
hydroxyle libre libérant une extré-
mité 5° phosphate et 3° OH. Il s’agit
d’une « trans-estérification », sans
modification du nombre total de
liaisons phosphodiester dans le

milieu de réaction, et ne nécessitant

* Nucléophiliqgue : Est « nucléophile » un groupe
chimsque possédant un doublet d'électron a la
recherche d'un noyau déficient en électron avec
lequel il va réagir. Une « attaque nucléophilique »
se réfere a laction d'un tel résidu, par exemple un

radical OH.

pas d’apport extérieur d’énergie
(figure 1). Au contraire, les autres
ribonucleéases connues libérent des
extrémités 5° OH et 3" phosphate...
a l’exception de la ribonucléase P
dont Pactivité est due a sa partie
ARN. Les ARN de plusieurs syste-
mes ont donc une activité catalyti-
que vraie dont le mécanisme est unc
trans-estérification suivant ’attaque
nucléophilique par un radical
hydroxyle libre de ponts phospho-
diester entre le phosphate 5" et I’hy-
droxyle 3" (figure 1).

Des études ultérieures devaient
montrer que plusieurs introns
mitochondriaux appartenant, com-
me lintron ribosomique de Tetra-
hymena, a la classe 1 (cette classe
d’introns est définie par de
nombreuses similitudes structura-
les) étaient excisés selon le méme
modele que I’'intron de Tetrahymena
[s]. L’épissage  des introns
nucléaires est cependant différent,
passant par la formation d’un
« lasso » formé par la liaison de
I’acide guanylique en 5" de I’intron
avec un résidu adénylique situé au
niveau du « site de branchement » a
quelques dizaines de bases de
Pextrémité 3" de I’'intron ( figure 2 et
mls 1985, 1 : 158-9). Cette liaison
phosphodiester est inhabituelle en
ce qu’elle s’établit entre les hydro-
xyles 5" et 2" (et non 5’ -3”) des rési-
dus liés. Plusieurs équipes ont
récemment démontré que certains
introns mitochondriaux dits de
classe 2 (eux aussi définis par leurs
caractéristiques structurales) étaient
excisés selon ce méme modele, et
que I’ensemble constitué de ’exci-
sion, ’épissage des exons et la
formation du lasso était autocataly-
tique [6-8). Contrairement aux réac-
tions intéressant I’intron de Tetrahy-
mena, la présence de guanosine est
inutile. L’hypothese formulée [4, s,
8] est que la premiere étape de
’épissage pourrait étre ici 'attaque
nucléophilique de la liaison exon-
intron 5’ par ’hydroxyle 2" de I’acide
adénylique du site de branchement
(figure 2). On sait cependant que
les phénomenes d’épissage des

introns nucléaires et d’autres
introns mitochondriaux de classe 2
ne semblent pas autocatalytiques et
nécessitent la présence de nombreux
facteurs cellulaires, protéines et
petits ARN. Les réactions d’exci-
sion des introns et d’épissage pour-
raient néanmoins présenter une pro-
fonde unité, impliquant chaque fois
Pintervention catalytique de I’intron
lui-méme. Cette action de type
« ribozymique » serait cependant
insuffisante dans de nombreux cas,
ceux notamment des introns com-
plexes des ARN nucléaires; dans ces
cas, il faudrait de plus que des fac-
teurs cellulaires divers interviennent
sur la conformation de I’intron pour
permettre son excision. L.a modula-
tion de la conformation ainsi impo-
sée par des facteurs cellulaires pour-
rait expliquer les phénomenes
d’épissages alternatifs (m/s 1985 ;
1 : 442-3). Ainsi Solnick a-t-il pu
récemment démontrer que I’on pou-
vait, in vivo et in vitro, reproduire
de tels épissages alternatifs en impo-
sant a des transcrits des conforma-
tions en « épingles a cheveux » dans
lesquelles étaient séquestrés des
exons [9].

I1 semble ainsi que les ARN soient
des molécules douées de propriétés
catalytiques qui pourraient étre a la
base de ’épissage des introns de dif-
férentes classes.

A. K.

1. Guerrier-Tadaka C, Gardiner K, Marsh T, et
al. The RNA moiety of ribonuclease P is the cata-
lytic subunit of the enzyme. Cell 1983, 35 : 849~
57; Science 1984; 223 : 285-6.

2. Zaug A ], Grabowski P J, Cech T R. Autocata-
lytic cyclization of an excised intervening
sequence is a cleavage-ligation reaction. Nature
1983; 301 : 578-83.

3. Zaug A ], Cech T R. The intervening
sequence of Tetrahymena is an enzyme. Science
1986; 231 : 470-4.

4. Westheimer F H. Polyribonucleic acids as
enzymes. Nature 1986; 319 : 534-6.

5. Ccch T R. The generality of sclf-splicing
RNA : relationship to nuclear mRNA splicing.
Cell 1986; 44 : 207-10.

6. Arnberg A C, Van Der Horst G, Tabak H F.
Formation of lariats and circles in sclf-splicing of
the precursor to the large ribosomal RNA of yeast

mitochondria. Cell 1986; 44 : 235-42.



mélange d’acides
polyribocytidyliques de C3 a8 C30

G-OH
5 ¢
/OH/'\
3
OH~
+
acide penta ribocytidylique(C5 \
5 3 N \ 4
G OH dénaturations alcalines

Figure 1. A : Auto-épissage de l'intron ribosomique de Tetrahymena et des
introns mitochondriaux de type 1. G = Guanosine ou acide guanylique. Rectan-
gles rouges : exons; lignes épaisses : introns. Les fléches partant des radicaux
hydroxyles (OH) montrent les points d‘attaque nucléophilique des liaisons phos-
phodiesters de molécules d’ARN.

Etape 1 : Attaque nucléophilique de la liaison exon-intron 5 par I'hydroxyle 3
d’un résidu guanosine, fixation de la guanosine en 5’ de l'intron.

Etape 2 : Attaque nucléophilique de la liaison intron-exon 3' par I'hydroxyle 3’
de I'exon 1. Epissage des exons.

Etape 3 : Attaque nucléophilique de Iintron excisé par son hydroxyle 3. Cyclisa-
tion de lintron. Au terme des étapes 1 a 3, les 3 liaisons phosphodiesters
rompues (5 et 3 de /lintron, clivage de [l'intron) ont €té remplacées par 3
nouvelles liaisons (fixation de la guanosine, liaison entre les exons, et cyclisation
de l'intron). Le bilan global est celui d’une « trans-estérification ».

B : Réle catalytique de Il'intron dégradé de Tetrahymena. Les lignes fines repré-
sentent des molécules d’acides polyribocytidyliques, c’est-a-dire de ribonucléoti-
des a cytidine. Deux phases successives de dénaturations alcalines ménagées de
l'intron cyclisé le dégradent partiellement et le transforment en une forme linéaire
qui, mise en présence de molécules d’acide pentaribocytidylique (Cs) :

Etape 4 : — provoque une attaque nucléophilique des molécules...

Etape 5 . ...et, par trans-estérifications en cascade, la synthése de molécules
hétérogeénes d’acide polycytidylique.

Figure 2. Modéle présomptif de I'auto-
épissage des introns mitochondriaux
de classe 2 et, peut-étre, des introns
nucléaires. Les symboles sont les
mémes que dans la Figure 1.

Etape 1 : L'hydroxyle 2’ de Il'acide
adénylique du site de branchement est
responsable d’une attaque nucléophili-
que de /a liaison phosphodiester exon-
intron en 5 de l'intron; aprés clivage
l'extrémité 5 phosphate libre de I'intron
se lie par un pont phosphodiester 5
-2" avec l'acide adénylique sus-cité.
Etape 2 : Une attaque nucléophilique
par ['hydroxyle 3 du premier exon
hydrolyse la liaison entre l'intron et le
deuxiéeme exon. Les deux exons sont
alors épissés précisément I'un a ‘autre.
/l faut noter que cet ensemble de réac-
tion équivaut Ila encore a wune
« trans-estérification », unnombre iden-
tique de liaisons phosphodiesters étant
créé et détruit.

7. Peebles C L., Perlman P S, Mecklenburg K L.,
et al. A self-splicing RNA excises an intron lariat.
Cell 1986; 44 : 213-23.

8. Van Der Veen R, Arnberg A C, Van Der
Horst G, et al. Excised group II introns in yeast
mitochondria are lariats and can be formed by self
splicing in vitro. Cell 1986; 44 : 225-34.

9. Solnick D. Alternative splicing caused by

RNA secondary structure. Cell 1985; 43 : 667-76. cn——
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Des ribozymes a la demande

La découverte des ribozymes, et les
perspectives qu’elle révele quant au
«monde de I’ARN », est bien décidé-
ment un des faits scientifiques
majeurs des dernieres années (m/s
n°2, vol. 1, p. 107, et suppl. au n° 7,
vol. 7, p. 30).

Une équipe australienne de Can-
berra vient maintenant d’élucider
certaines regles fondamentales défi-
nissant les ARN a activité catalyti-
que (endonucléasique) et leur cible
([1] et figure I). Le point de départ
de leurs travaux a consisté a isoler
I'une de l'autre des régions d’'un
ARN autocatalytique de plante,
I'une étant responsable de I'activité
catalytique et I'autre fournissant le
site «substrat» pour la coupure
endoribonucléasique.

L’ARN d’un virus de tabac (mais
aussi d’autres virus auxiliaires ou de
viroides) se réplique pour donner des
enchainements (concatéméres) de
I'unité de transcription qui doivent

d’autre part d’étre substrat de cette
réaction.

La figure 1 montre que le clivage
survient en 3’ d’un triplet GUC ou
d’'une séquence apparentée. Cela
constitue la seule similitude de
séquence entre différents sites de cli-
vage.

L’ARN ribozymatique a une struc-
ture conservée comportant deux bou-
cles, I'une étant fermée par une tige
appariée. La continuité de la boucle
ne serait d’ailleurs pas nécessaire a
I’activité.

De plus, des séquences d’ARN de
part et d’autre du site de clivage

A

'Substrat
5XXXXXXXXXXXXX

sur le brin substrat et du motif ribo-
zymatique sur le brin catalytique
sont étroitement complémentaires.
Afin de tester ce modele, Jim Hase-
loff et Wayne L. Gerlach ont synthé-
tisé des ribozymes congus pour cliver
un ARN procaryotique: le motif
a donc été entouré de
séquences complémentaires des bases
situées de part et d’autre de triplets
GUC sur I'ARN a cliver.
Les ARN transcrits in vitro a partir
de constructions ADN codant pour
ces caractéristiques se révélent avoir
en effet une action catalytique d’en-
doribonucléase spécifique de site : ils

* A ok kK ok kK

éire secondairement clivés pour libé- XXXXXXCA XXXXXXXX
rer les unités indépendantes.

La réaction est al?nocalalylique, se C A C C
fait a pH neutre ou légérement alca- A U

lin en présence de cations divalents. G A G

Elle engendre des extrémités 5’

hydroxyles et 2’-3" phosphate cycli- C*'G G A

ques.

Il est possible, en combinant diverses B A*U U
expériences de mutageneése dirigée et G*C

de sous-clonages de fragments

d’ADN complémentaires de I'ARN G*C

viral, d’obtenir des oligonucléotides

de respectivement 19 et 24 bases dont A G

les copies ARN possédent les activi-

tés catalytiques (ARN de 19 bases) et
de substrat (ARN de 24 bases).

La comparaison entre la structure de
ces oligonucléotides et celles de sites
correspondants d’autres ARN qui
subissent une réaction d’auto-clivage
a permis aux auteurs de prédire les
caractéristiques essentielles conférant
a un ARN, d’une part la propriété
catalytique de cliver un autre ARN,

Figure 1. Modéle d’un ribozyme et de son substrat. LARN substrat est
représenté en noir, avec en lettres blanches dans un rectangle noir (motif A) le
triplet conservé GUC en 3’ duquel se fait le clivage. LARN ribozymatique est
représenté en rouge. Le rectangle gris (motif B} délimite le motif conservé du
ribozyme, formant probablement son centre actif. Les rectangles roses (motif C)
délimitent les zones appariées entre les ARN substrat et catalytique. Les astéris-
ques indiquent les paires de bases appariées (d'apreés [1]).



digerenten une heure a 50° C un exces
molaire d’ARN substrat d’environ 10
fois.

Le mécanisme catalytique précis reste
inconnu; il pourrait s’agir de la
déprotonation (déplacement d’un
proton) d’un radical 2’ hydroxyle
exposé qui réagirait a son tour par
attaque nucléophilique du phos-
phate appartenant au pont phospho-
diester le plus proche, aboutissant
donc a un clivage engendrant une
extrémité 5° OH libre du fragment
adjacent et une extrémité cyclique 2'-
3’ phosphate du fragment portant le
triplet GUC.

Le «centre catalytique » du ribozyme
pourrait étre constitué par des
métaux divalents précisément com-
plexés au site actif ribozymatique, ou
bien par des groupes actifs de 'TARN
lui-méme.

Quoiqu'il en soit, cette découverte
doit étre considérée comme tout a fait
essentielle. Elle généralise les notions
acquises ces derniéres années sur la
catalyse par 'ARN («ribozyma-
tique »). Elle ouvre la voie a la bio-
technologie de PARN, les ribozymes
ainsi synthétisés pouvant étre consi-
dérés comme les premiéres enzymes
de restriction de 'ARN (un «ribozy-
me de restriction », en quelque sorte).
Elle suggéere enfin une nouvelle voie
pour réaliser des « phénocopies»
d’altération génique que les ARN
antisens permettent rarement d’obte-
nir chez lasouris : un transgene trans-
crit en un « ribozyme de restriction »
spécifique du messager d’'un géne
dont on désire supprimer les effets
pourrait peut-étre, du fait du poten-
tiel catalytique du ribozyme (dont
une molécule a le potentiel d’en digé-
rer un grand nombre), aboutir a la
destruction totale du messager cible.
Puisque la science consiste aussi a
réver au possible, sinon au probable,
I’on peut aussi imaginer que les ribo-
zymes se révéleront demain de redou-
tables agents antiviraux, inhibant
I'expression des genes de virusa ADN
ou de provirus, voire clivant les

formes réplicatives des virus a AARN.
. K.

Haseloff J, Gerlach WL. Simple RNA en-
zymes with new and highly endori-
bonuclease activities. Nature 1988 ; 334 : 585-
91.
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Genes, pseudogeénes,
familles multigéniques et évolution

gene actif

transcription,
maturation

ARN

transcription
reverse

ADN )
complémentaire

geéne dupliqué inactif

S S—

« processed gene », inactif

Intégration dans le génome, dérive

«=s Chromosome A

chromosome Aou B

Figure 1. Formation de pseudogénes
par duplication ou par transcription
reverse d’ ARN mature suivie de réin-
tégration dans le génome.

pseudogénes n’étant pas soumis a
une pression sélective s’opposant a leurs
mutations. les changements de séquence
s’y acrumulent, créant notamment I'appa-
rition de nombreux codons stop (stop)

dans les exons et altérant la structure du

pr/).'."ﬂlflll' <

La couleur rose des exons appartenant
aux pseudogenes indique qu'ils ne sont
plus rodants.

Pour une définmition plus compléte des
synboles, se reporter a la page 2 de ce
document.

A.Duplications géniques
dérive génétique (figure 1)
Au cours de ’évolution surviennent
des phénomenes de duplication de
genes préexistants, aboutissant a de
nouvelles copies dont le destin est
variable. Pafois la nouvelle copie
reste active, et code pour le méme
message que le gene initial; des dif-
férences entre les deux genes s’accu-
mulent cependant dans les régions
non codantes introns et portions
non codantes des exons. Ce modele
s’applique parfaitement aux deux
genes de la chaine o de ’hémoglo-
bine. Dans d’autres cas les genes
dupliqués vont, tout en restant
actifs, évoluer pour leur propre
compte, aboutissant a la synthese de
fonctionnellement  diffe-
rentes et parfois controlées diffé-
remment au cours du développe-
ment et de la différenciation. Ainsi
en est-il probablement des isoenzy-
mes, de I'albumine et de I’ foeto-
protéine ou des chaines B, y et & de
I’hémoglobine. Souvent enfin, les
nouvelles copies de genes vont étre
rapidement modifiées dans leurs
séquences codantes et régions de

et

controle, ce qui aboutit a des
pseudogenes non fonctionnels (non
transcrits) dans  lesquels, en
I’absence de la pression selective qui
tend a éliminer les mutations d’un
gene risquant d’en altérer la fonc-
tion, les modifications de séquence
vont s’accumuler au cours de I’évo-
lution. Certains de ces pseudogenes
inactifs pourraient représenter de
véritables « laboratoires » ou se pré-
pare Dacquisition d’une fonction
nouvelle, le pseudogene précédant
ici le gene actif et pouvant jouer un
role essentiel dans I’évolution des
especes.
B. « Rétrogeénes » (processed genes
Sfigure 1)
Certains pseudogenes semblent étre
des copies ADN d’ARN messagers
ayant subi une maturation normale.
De telles copies se réintégreraient
au hasard dans le génome, donnant
pseudogenes caractérisés par
’'absence de promoteur, d’introns et
la présence d’une extension d’acide
polyadénylique.
I.a signification et le mécanisme de
formation de ces séquences restent
parfaitement énigmatiques.



Figure 2. Conversion génique : échange d'informaton entre deux génes non alléliques
sans perte d'information ni modification de la structure globale des génes. Les
mécanismes possibles en restent hypothétiques.

C. Familles multdgeéniques :
conversions géniques et « Cross-
ing over » non équationnels
Ces familles sont composées d’un
nombre, pouvant varier de quelques
unités a quelques centaines, de
genes et pseudogenes partiellement
homologues, localisés en une meéme
région chromosomique ou dispersés
sur tous les chromosomes. Dans le
cas d’une famille
« géographiquement » localisée, des
appariements entre des séquences
partiellement homologues non
liques (c’est-a-dire ne correspon-
dant pas aux deux genes parentaux
d’'un meéme locus) aboutissent a
¢changes d’information généti-

que, d’une évolution

concertée d’un groupe de genes qui,
en 'absence de ces échanges, diver-
geraient rapidement (figure 2) (cas
par exemple des genes du compicxe
majeur d’histocompatibilite, ou des
régions variables des immunoglobu-
Ce phénomene ¢st dénommé
« conversion génique », son meéca-
nisme reste COntroverse.
Par ailleurs ces réitérations de genes
partiellement homologues en une
méme zone du chromosome favori-
sent les échanges non équationnels
entre chromatides lors de la méiose,
ou « crossing over », a lorigine de
délétions géniques particulierement
bien illustré¢es dans de nombreux
types de thalassémie (/figure 3).

i

Figure 3. Crossing over non équation-
nel entre deux génes non alléliques
partiellement ou totalement homolo-
gues. Le résultat net en est un réarrange-
ment des génes, avec perte d'information
au niveau d'une des chromatides et gain
au niveau de ['autre. l.e mécanisme proba-
ble en est un appariement entre les séquen-
ces homologues non alléliques de deux
chromatides au moment de la méiose, avec
cassure-réparation des chromatides ainsi
appariées.
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Génétique
et particules d’information
redistribution des exons
au cours de l'évolution

I.a physique des particules ¢tudie les unites dont est

la matiere : elles sont identiques d’un atome et d’une molécule a Pautre,
seul leur agencement étant different. Plus simplement, les enfants créent
des formes diverses selon la maniere dont ils associent les pieces de leur
Meécano ou de leur Légo. un procede semblable que semble utiliser
« évolution » pour créer des genes nouveaux en associant variablement des
« particules d’information » préexistantes. Ces particules sont des cxons
dont on trouve des homologues tres conservés dans plusieurs genes, dans
un environnement variable. Un bon exemple de ce phénomence est la

rure du gene codant pour tissulaire du plasminogene [1] (voir
schéma). Ses 5 exons 3’ sont homologues de ceux des protéases a sérine,
telle la trypsine. L.es 4 exons précédents codent pour la structure protéique
dite « Kringle » retrouvée dans d’autres facteurs de la coagulation tels la
thrombine, la plasmine et P'urokinase. I.’exon 4 est homologue d’une
se¢quence du gene codant pour le facteur de croissance EGF. L’exon 3 code
pour un peptide comportant des ponts disulfures qui maintiennent une
conformation « Finger » (en doigt) tres caractéristique de la fibronectine et
retrouvee dans le facteur IX (antthémophilique B) et la thrombine.

La constitution du gene de 'activateur tissulaire du plasminogene

donc étre le resultat d’une « redistribution » d’exons préexistant dans d’au-
tres genes, conferant au domaine « protéase a serine » de nouvelles specifi-
cités. Le méme phénomene est observe pour d’autres facteurs de la coagula-
tion, des proteases, ainsi que pour des récepteurs membranaires tel celui des
hpoprotcmcs de faible densite [2].

I.e mécanisme d’une telle redistribution des exons au cours de I’évolution
reste obscur. Il pourrait impliquer des de duplication et rear-
rangement de genes (voir Lexique en pages 6 et 7 de ¢ document). Un
autre mecanisme dont la possibilité a ¢té rapportée ties récemment [3, 4]
est I'association entre eux d’exons issus de genes différents au cours de
I’épissage des transcrits nucléaires (voir Lexique en pages 4 et 5 de ce
document ). De nouvelles especes d’ARN pourraient étre ainsi créées, reco-
pices en ADN par transcription-reverse et réinsérées dans le génome,
comme le sont les « processed genes » ou rétrogenes (votr Lexique pages 6
et 7).

Resterait alors a comprendre le phénomene de la réapparition d’introns
avant que ces nouveaux genes ne soient réexprimés sous la forme d’une

nouvelle protéine. A K.
EGF domaine d’homologie
avec les « protéases a serine »
S
5 3
2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 13
Exons
Figure 1. Structure du géne codant pour l'activateur tissulaive du plasmino-

géne. S =peptide signal, partie hydrophobe N —terminale des protéines sécrétées qui
permet leur passage a travers la membrane. La signification des homologies « Finger,
EGF-like et Kringle » notée au-dessus de certains exons est donnée dans le texte.
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Le code génétique :

variations sur un theme universel

e récents travaux, qui ont

bénéficié d’un grand reten-

tissement, ont sérieuse-

ment ébranlé le dogme de

I’'universalité du code géné-
tique édicté voici vingt-cinq ans.
Pour évaluer les limites comme les
implications de ces découvertes, il
est nécessaire de rappeler les don-
nées de base.

@ Le code génétique

Il fut élucidé en 1960, principale-
ment par M. Nirenberg, a ’aide
d’oligonucléotides de synthese fonc-
tionnant dans un systeme de syn-
these protéique provenant du
bacille. L.’ARN messager est dé-
coupé en triplets, suites de trois
nucléotides; les quatre bases, com-
binées trois a trois, peuvent former
4>, soit 64 combinaisons différentes.
Le code ainsi défini présente plu-
sieurs caracteres :

(@) le code est universel « du coliba-
cille a I’éléphant ». Il est le témoin
de I'unicité du vivant;

(6) le code est « dégénéré ». Sur les
64 triplets possibles, 61 codent pour
un acide aminé, et un seul. Mais,
puisque il n’y a que 20 acides ami-
nés, la plupart d’entre eux (en fait,
tous sauf et tryp-
tophane) sont sous la dépendance de
plusieurs codons, jusqu’a six pour
leucine, sérine et arginine (fi-
gure 1),

(c) trois triplets TAA, TAG, TGA
— ou, en dialecte ARN, UAA,
UAG, UGA — ne codent pour

aucun acide aminé et leur présence
sur le messager signifie « stop » ou
« fin de synthese ». Un seul codon
AUG (méthionine) permet [I’ini-
tiation de la synthese protéique;

(4) 11 n’y a pas de correspondance
chimique entre codon et acide
aminé. Il faut entre eux un adapta-
teur, ’ARN de transfert. Ces ARN,
qui comptent de 73 a 93 nucléoti-
des, ont une structure secondaire en
feuille de trefle. Chacun d’eux est
doté d’une double spécificité : a
I'une de ses extrémités il peut se
charger en un acide aminé de-
terminé; en une autre partie de sa
molécule il possede un triplet appelé
anticodon, complémentaire du co-
don correspondant du messager. Le
nombre des anticodons est inférieur
a celul des codons. Seules les deux
premieres bascs de chaque codon
ont une signification rigoureuse; la
troisieme est, ou tota-
lement selon les cas, indifférente.
Pour en rendre compte Crick a
formulé en 1966 sa théorie des oscil-
lations (wobble hypothesis). 1.a base
de I’anticodon qui se trouve en face
de la troisieme base du codon est
capable d’osciller et d’accepter ainsi
des appariements qui sortent des
regles classiques. Par exemple, U
peut s’accorder avec G en plus de A,
et G avec U en plus de C. On trouve
en outre, dans certains anticodons,
des bases modifiées : c’est ainsi que
la base I, hypoxanthine, résultant de
la désamination de I’adénine, peut
reconnaitre U et A. Un méme

ARNTt peut ainsi se fixer sur 2 ou
meéme 3 codons ayant une troisieme
base différente. Le calcul a montré
que le nombre minimum d’ARNt
différents est de 32. Par contre, une
mutation qui affecterait une base de
’anticodon correspondant a une des
deux premieres bases du codon pro-
voquerait un changement du code.
@ Mutations non-sens et
suppresseurs

Des mutations, reconnues d’abord
chez les bactéries, mais identifiées
récemment en pathologie humaine
(certaines thalassémies) font appa-
raitre un triplet « stop » au milieu
d’un messager, bloquant sa traducti-
bilité. Ces mutants « non-sens » ont
été appelés ocre pour UAA, ambre
pour UAG et opale pour UGA. On
a découvert chez les bactéries et la
levure des ARNt modifiés capables
de « lire » ces triplets. Ce sont les
ARNt suppresseurs; la protéine
peut a nouveau étre synthétisée,
mais ’acide aminé inséré grace au
suppresseur n’est pas nécessaire-
ment celui qui était présent dans la
protéine initiale. Treés récemment
des ARNt suppresseurs ont été
découverts chez des mammiferes,
dont ’homme.

On sait également, depuis peu, en
fabriquer a volonté au laboratoire
par  mutagéneése dirigée. Un
suppresseur rend inefficace le triplet
de terminaison qu’il « supprime » et
donc change le code génétique.
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® 1.’ADN des mitochondries
C’est le premier contrevenant au
code génétique. I.es mitochondries
sont geénétiquement des hybrides.
[.a plupart de leurs protéines sont
importées par elles apres synthese
d’apres des genes du novau. Elles
ont cependant gardé un ADN pro-
pre, qui se charge de la biosynthese
de quelques protéines. mi-
tochondrial a une taille qui peut
varier de plus de 100 000 2 moins de
20000 paires de bases. I.e génome
humain, un des plus succincts, se
limite a 16 569 paires de bases, et
cette concision a soulevé I’enthou-
siasme des auteurs (small is
beautiful!). S’y trouvent comprimeés
les genes de 2 de ribosomes,
22 ARN de transfert, et 13 protéines
dont certaines sont encore en cours
d’identification. Aucun intron n’y a
de place, alors que la levure, a I'aise
dans ses 80000 paires de bases, en
possede [1, 2].

I.e systeme de synthese n’utilise
que les propres  aux
mitochondries; or il n’en existe que
22 a 24 au lieu des 32 nécessaires au
code nucleéaire. L.a constitution et la
conformation des ARNt sont quel-
que peu différentes de celles des
ARNTt habituels. Un seul ARNt est
capable de lire les 4 codons qui ne
different que par la troisieme base.
De plus, la regle de Crick (oscilla-
tions) s’applique a I’anticodon du
tryptophane, qui peut par consé-
quent reconnaitre aussi bien UGA
(codon stop officiel) que UGG, et a
celui de la méthionine qui reconnait
dans certains organismes AUA
comme AUG (voir figure 2). Ces
particularités expliquent les en-
torses, découvertes des 1979, que se
permettent les mitochondries vis-
a-vis du code. Il n’y a pas méme
constance du code entre mitochon-
dries d’especes différentes : UGA
signifie tryptophane et non « fin de
chaine » chez ’homme et la levure,
mais pas chez le mais. L.e codon
AUA vaut méthionine et sert,
comme AUG, d’initiateur chez
’homme, mais pas dans la levure.
[.’évolution des mitochondries n’est
donc pas régie par des regles aussi
strictes que celles qui regnent dans
le noyau, ou de telles variations
auraient sans doute des conséquen-
ces catastrophiques.

uniques doublets quartet sextet
A U cclicc A A A A CRCRCEE : A A
Uu G AA|AA cccec GHGHCECRRCRG
G G AG!'cu AGC U AGCU|AG
Met Trp GIn His Thr Arg

Figure 1. Le code génétique et sa dégénérescence.
Les triplets se lisent de haut en bas.

La figure montre des exemples (non exhaustifs) de plusieurs possibilités.

3¢ base totalement signifiante : codons uniques.

3¢ base organisée en doublets : AG (purines) d'un coté, CU (pyrimidines) de I'autre.
3¢ base indifférente : 4 codons pour un méme acide aminé : quartets.

Sextet : un quartet plus un doublet pour un méme acide aminé. Dans ce cas, quartet
et doublet different par une de leurs deux premiéres bases, et utilisent donc au moins
deux ARN de transfert différents.

L’ensemble du code pour les 20 acides aminés, constituants primaires des protéines,
comprend 3 sextets, 5 quartets, 9 doublets, 1 trio (isoleucine) et 2 codons uniques. Il
rend compte des 61 codons. Trois triplets « stop » signifient « terminaison de chaine »
et ne codent normalement pour aucun acide aminé.

sens de code
lecture universel mitochondrie m. capricolum ciliés
tryptophane
amicodons/l\clcl /‘\?u AC|C/l\|L|J
A
codons GW UGG UGA
méthionine
anticodons U A C U A
1| | 1 A
codons A U G A U
glutamine
codons C AA
w w
G C4_
U AA
w
U AG

Figure 2. Essai d’interprétation des exceptions au code génétique.

Deux mécanismes sont proposés

(a) duplication d'un géne d’ ARN de transfert survi d'une mutation sur 'anticodon
du gene dupliqgué. Ce mécanisme pourrait s'appliquer quand le code nucléaire est
changé (Ciliés, M. capricolum); tout récemment en effet, un géne de I' ARN de
transfert de glutamine correspondant a un codon UAA a été trouvé chez un cilié [g].
(b) dans les mitochondries, altération de conformation d'un ARNt avec ou sans
mutation d'une base de ['anticodon, elle permet ['oscillation (wobble) de la premiére
base de l'anticodon sur certains ARNt qui n'ont pas cette propriété lorsqu'ils sont
codés par des génes du noyau, et qui peuvent acquérir les propriétés d'un ARN!t
suppresseur.

Sont indiquées en rouge souligné les particularités communes aux mitochondries de
l'homme et de la levure, en rouge encadré les particularités propres au gemome
humain

W =mwobble (oscillation de la troisieme base du codon).

+ =duplication.



® les
Z'est de leur étude,
lepuis un an, qu’est venue la mise
:n cause de l'universalité du code.
_es organismes unicellulaires, dont
a paramécie est le type, ont un
ycle de original. Ils possedent
leux noyaux, le macronucleus et le
nicronucleus. Le micronucleus
Vintervient qu’au cours de la phase
sexuelle du cycle : 1l s’organise en
:hromosomes, se divise par méiose
want de subir une conjugaison.
ans la cellule nouvelle, une copie
du micronucleus va générer un
macronucleus, a la suite de rema-
niements tres amples de I"ADN.
Dans la phase végétative, seul fonc-
tionne le macronucleus; il ne forme
pas de chromosomes et se divise
sans mitose. Toutes les recherches
sur les séquences des genes
et les protéines dont ils gouvernent
la synthese portent sur les genes du
macronucleus [3-7].
De nombreux travaux, dont ceux de
I’équipe frangaise de Caron et
Meyer, ont abouti a une méme
conclusion. Dans quatre especes de
ciliés, dont deux variétés de para-
mécies et sur des génes aussi variés
que ceux d’histones, de tubulines,
ou d’antigenes de surface, on ne
trouve qu’un seul triplet « stop »,
UGA. Les deux autres, UAA et
moins souvent UAG, sont devenus
signifiants et paraissent coder pour
’acide aminé glutamine, qui garde
cependant ses codons réguliers CAA
et CAG. On congoit que le change-
ment de sens de la premiere base
d’un codon, et son extension appa-
rente a toutes les protéines de I'or-
ganisme, prennent une signification
beaucoup plus ample que les obser-
vations antérieures faites sur les
mitochondries.
Mais voici [8] que des divergences
avec le code classique sont signalées
chez un procaryote, Mycoplasma
capricolum. Un triplet UGA code
pour le tryptophane, exactement
comme dans les mitochondries, bien
que le meécanisme soit différent
(figure 2). Il a été démontré, et c’est
d’importance capitale, que M.
capricolum posscde deux genes dif-
fecrents d’ARNt de tryptophane
dont les anticodons sont distincts. 11
s’est donc probablement produit
une duplication d’un gene

Quand et comment les divergences
par rapport au code standard sont-
clles apparues? La séparation des
ciliés d’avec les autres cucaryotes a
été tres précoce; a-t-elle précédeé la
fixation définitive du code, ou ’a-t-
elle suivie? On ne possede pas
actuellement de réponse a cette
question.

Quant au meécanisme, on en trouve
probablement la clef au niveau des
ARN de transfert; deux modalités
au moins peuvent €tre invoquées
(explicitées dans la figure 2).
Finalement il ne nous semble pas
que l'universalité du code soit réel-
lement en cause. On congoit qu’un
grain de sable dans les rouages de
I’évolution puisse altérer le code
pour un acide aminé dans une
espece ou un groupe d’especes, sans
remettre en question les principes
généraux.
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m LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

Le code génétique et la spécificité
des ARN de transfert

[ ARN de wransfert (ARNt) est un
adaptateur universel entre

et les acides aminés dont la
succession constituera la protéime.
L'importance de sa structure secon-
daire et tertiaire est attestée par leur
trés grande conservation au cours de
I'évolution (figure 1). La figure 1
montre la secondaire clas-
sique en wréfle d'un ARNt avec, aux
exuémités opposées, l'anticodon
complémentaire du codon de
I'ARNm et la branche-accepteur sur
laquelle se fixe 'acide aminé. Dans
I'espace, cette molécule est repliée en
I, I'anucodon et le site accepteur
étant situés aux extrémités du L. et les
boucles T et D (figure 1) au niveau
de la phiure. Cette molécule ’ARN1
posseéde de nombreuses bases appa-
riées, maintenant la stabilité des tiges
double-brin. De nombreux nucléo-
udes sont chimiquement modifiés.
Un ARNt posséde une double spéci-
ficité : pour le codon de I'NRNm
d'une part, pour aminé fixé
au site accepteur d’autre part. Les
mécanismes de la complémentarité
entre le codon et l'anucodon est,
dans I'ensemble, bien compris, puis-
qu'il sur la régle générale
d'appariement des bases, avec cette
particularité déja longuement discu-
tée dans médecine/ sciences (suppl. au
n°7, vol.2, p.8) que la premiére
position de I'anucodon (correspon-
dant au woisieme nucléotide du
codon) obéit a des régles plus flexi-
bles que celles gouvernant 'apparie-
ment de deux brins d’'ADN: un U
peut reconnaitre un A ou un G, un
G peut reconnaitre un C ou un U,
De plus, certaines modifications des
bases de 1'anticodon modifient leur
speaficité. Clest ainst que 'mosine

Acide aminé

‘ 3! o4
Al 76
C
C
5l
Branche accepteur
POa4
Branche T
Branche D T
Boucle D
Branche de Boucle variable
I'anticodon
Boucle de l'anticodon
Anticodon

Figure 1. Structure secondaire en feuille de tréfle d’'une molécule dARN
de transfert. A — adénosine,; G = guanine,; C = cytosine, U = uracile, R =
base purique, adénine ou guanine, Y = base pyrimidique, cytosine ou uracile
T = ribothymidine ; U = pseudo-uridine, H = adénine ou guanine modifiées. Les
positions invariantes ont été indiquées, de méme que les appariements de paires
de base (barreaux).



en premiere b d'une
de I'adénine) peut
a U, Cet A Ches E. cols,
deux ARN'" . de
I'isoleucine ; dans 'espéce '
taire (ARNU"") T'anticodon
reconnait les codons et
AUT. I'espéce minoritaire
(ARNU"2), T'anticodon UAL recon-
nait le codon AUA. L. est la lysidine,
dérivée de la cytosine par fixation
d'une lysine (amino- .l()ldll()ll) Le
gene de cet mm()nmnv
code donc pour un anticodon
OIS
qui est transformé_en UAL par
amino-acylation. " non modifié
devrait reconnaitre le codon méthio-
nine AUG..., la tansformation de C.
en L. étant responsable de la recon-
naissance en troisieme position du
codon d'un A au lieu d'un G. Pour
prouver cela, une équipe japonaise
de Tokyo a modifié une molécule
d'isoleucyl-AR - minoritaire_pour
transformer I'anticodon UAL en
* (réalisant donc I'inverse de la
modification survenant spontané-
ment dans la cellule). Le résultat
attendu était que FARNt ainst modi-
fié reconnaisse le codon méthionine
tout en restant chargé a son site
accepteur par une 1soleucine dans la
séquence protéique. En réalné, le
résultat de la modification fut dou-
ble : d'une part, la spécificité de I'an-
ticodon fut bien changée comme il
était atendu (d'isoleucine en méthio-
nine). D'autre part, modifié
devint un mauvais subswat pour
I'isoleucyl ARNt synthétase... et un
trés bon substrat pour la méthionyl
ARNU synthéwase. Les ARt ynthé-
tases sont les enzymes qui chargent
les acides aminés sur le site accepteur
des ARNu et sont donce a la base du
deuxiéme type de spécificité de
I'ARNL, celle qui aboutit a ce que des
ARNM ou ARNU'™ ne char-
gés que par, respectivement, la
méthionine et I'isoleucine. Le résul-
tat de I'équipe japonaise indique par
conséquent que le changement de la
spécificité de 'anticodon (Ile — Met)
change également la pour
I'amino-acyl AR synthétase. Une
conclusion du méme ordre a été tirée
par une équipe américaine (L.
Schulman et H. Pelka, cités dans [2])
qui a démonuré que la

FeNe

de T'anucodon €. de P'ARN(
(reconnaissant_le codon =~ de la
valine) en " (anticodon méthio-
nine) amenait également FARN(Y a
¢re chargé par la méthionine au lieu
de la valine. Inversement, la muta-
ton de I'anucodon méthionine en
anticodon valine améne FARN(M 4
¢ure chargé par la valine. Ainsi, au
pour les méthionyl, 1soleucyl

et valyl ARNt apparait-
il que la premiere base de 'antico-
don est un déterminant essentiel de
ou, en d'autres termes,

qu'un événement unique change de
maniére coordonnée la de
I'anticodon et du site accepteur de
I'acide aminé. Ce phénomene est évi-
demment weés avantageux pour la
cellule bactérienne puisqu’une
modificatuon de I'antcodon (ou,
dans le cas de FARNt"? une trans-
formation insuffisante de Cen
va en méme temps changer la
reconnaissance du codon et le char-
gement par 'acide aminé ; de ce fait,
FARN!2 in(‘()mplél('nwnl trans-
formé va, par exemple, sapparier
avec un codon méthionine... ce qui
n'est pas grave puisqu’il sera alors
chargé par une méthionine! Les
bases moléculaires de cet effet de
I'anticodon sur la reconnaissance par
I'amino-acyl ARNt synthétase sont
inconnues ; elles impliquent proba-
blement plus une reconnaissance de
la structure globale de 'ARNt que la
séquence particuliére de I'anticodon.
Les mécanismes de reconnaissance
par les amino-acyl ARNt synthétases
ne sont, de plus, probablement pas
univoques. kn mai 1988, en elfet,
W.H. McClain et K. Foss, de Madi-
son dans le Wisconsin (USA) rappor-
taient qu'une modification de bases
a la woisieme position de la uge
double-brin du bras accepteur de
FARNM (spécifique de la phényl-
alanine) (figure 1) modifiait la recon-
naissance par la synlhe ase, sans tou-
cher naturellement a I'appariement
avec le codon. Dans FARN'M™, ceute
position (bases 3 et 70) est occupée
par la paire variante G-U (les bases
G-C échangent entre elles trois liai-
sons, G et U, une seule),
alors qu'elle est CG dans FARN(P™,
[.e changement de CG en GU dans
ce dernier ARNt™™ T'améne a éue

maintenant chargé par 'alanine de
préférence a la phénylalanine. 11 faut
remarquer qu'un tel remplacement
d'une paire a trois laisons hydro-

(GC) en une paire a une seule
latson peut en effet avonr d'impor-
tantes  conséquences conformaton-
nelles qui pourraient ére le véritable
signal de cette modification de spé-
cificité. Ainst est-ce lentement —
mais, maintenant, strement — que,
prés de 30 ans aprés I'élucidaton du
code génétique que l'on pourrait
appeler de stockage de I'informaton
(les codons...), on en a com-
prendre quelques-unes des régles et
des lois du «second code généu-
que », celui par lequel chaque ARNt
est reconnu par une amino-acyl
ARNL synthétase particuliere qui le
charge avec l'acide aminé correct a
I'exclusion de tout autre.

Axel Kahn

REFERENCES en———

1. Muramatsu T, Nishikawa K, Nemoto F et
al. Codon and amino-acid specificities of a
transfer RNA are both converted by a single
post-transcriptional modification. Nature
1988 : 336 : 179-81.

2. RajBhandary Ul.. (
hases and

3360 112-3.

moditied
1988 ;

senetic code :
amino-acylation.  Nature

3. McClain WH, Foss K. Changing the iden-
uty of a tRNA by including a G-U wobble
pair near the 37 acceptor end. 1988 :
240 : 793-6.

21



22

Code génétique et séléno-protéines

Le sélénium est un oligo-élément
jouant un role dans lactivité d’'une
d’enzymes, les séléno-enzymes,
qui comprend notamment la gluta-
thion peroxydase des eucaryotes et la
formate des proca-
ryotes. Chez E. Coli, aussi bien que
chez les il a été monuré
que l'incorporation de sélénium
dans sélénopepudes, sous la
forme de sélénocystéine, un pro-
cessus co-traductionnel et était com-
mandée par un codon
dans la phase ouverte de lecture [1-3].
Afin d'élucider le mécanisme de cette
utilisaton d'un stop  pour
incorporer la sélénocystéine dans les
protéines, une équipe franco-alle-
mande a analysé différentes souches
de E. Coli (obtenues par traitement
avec un mutagene) déficientes en
Pacuvité de la formate déshydrogé-
nase [4]. Quatre types de mutants
(c'est-a-dire quatre groupes de om-
plémentation) ont été obtenus. 1.'un
correspond a une du gene
d’un ARN de transfert de la sérine,
minoritaire la cellule. La sérine
est chargée sur cet ARNU* sous 1'ac-
ton de 'enzyme amino-acyl ARNt-
habituelle. Du faic des
structurales particu-
lieres de 'ARNT, le
ARNU obtenu est alors le
d'enzymes de modifica-
ton encore mal connues,
mant la sérine en
['anticodon de I'ARNt reconnait
le codon UGA (se comportant
ainsi comme un suppresseur de
codon stop UGA, ausst dénommé
codon opale), incorporant la séléno-
cystéine dans la protéine au niveau
de ce qui, ailleurs, aura la significa-
tuon d'une fin de waducton.
Il existe, chez les eucaryotes, un
ARNLt suppresseur de codon opale
dont la foncuon est inconnue ; 1l est
par un résidu sérine phospho-
rylé. Cet suppresseur
pourrait permettre 'incorporation
directe de phosphosérine dans des
protéines ; 1l pourrait aussi étre un
mtermédiaire réactionnel entre
FARN® et PARNeeo~[4, 5).

[.a nature de I'information détermi-
nant qu'un codon sera
pour incorporer de la sélénocystéine
et non pour terminer une protéine
reste mystérieuse. Le
contexte de séquence dans lequel
s'insere cet UGA pourrait éue en
cause. égale-
ment des questions sur la significa-
ton originelle du codon opale
était-1l un codon stop ayait
acquis, pour les besoins de 1'évolu-
ton, une signification nouvelle ?
Etait-il, au contraire, le codon sélé-
des organismes primitifs
vivant en anaérobiose ? La grande
réactuvité du sélénium a l'oxygene
aurait, alors que se développait su
la terre la vie aérobie, éliminé les
organismes comportant de nom-
breuses s et rendu inu-
tile, voire potentiellement dange-
I'utilisation générale d’UGA
pour fabriquer des
Le role de terminateur de traduction
du codon opale serait alors un phé-
nomene secondaire, son role mainte-
nant exceptionnel de codon séléno-
cystéine étant un «fossile » de sa
fonction iuale. Peut-éure I'étude
approfondie du code génétique de
certaines archébactéries anaérobies
permettra-t-elle de répondre a ces
questions.
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LEXIQUE

Régulation de [|‘expression des genes

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

et difféerenciation

Mécanismes transcriptionnels

On peut schématiquement opposer
d’une part les genes effecteurs et,
parmi eux, ceux dont I’expression
est spécifique d’un type donné de
différenciation tissulaire et, d’autre
part, les genes régulateurs. Les pre-
miers assurent une fonction structu-
rale, métabolique, ou bien sont
impliqués dans le cycle cellulaire et
leur controle commence a étre élu-
cidé. Les seconds gouvernent
I’expression des premiers et restent
absolument inconnus chez les euca-
ryotes supérieurs, meéme si leur exis-
tence apparait certaine au vu d’argu-
ments fonctionnels ct génétiques.
On suppose que des facteurs exter-
nes combinés avec une horloge
biologique de nature et fonctionne-
ment complétement inconnus, régu-
lent ’expression de ces genes. Ces
facteurs externes peuvent étre par
exemple : la position spatiale au
cours de I'embryogenese, les
contacts intercellulaires, ou des gra-
dients de substances chimiques
s’établissant dans I’embryon et
jouant le role de différenciateurs.
Les meilleures illustrations de
I’horloge biologique sont les phéno-
menes de puberté, ménopause,
sénescence ainsi que le cycle cellu-
laire. Les genes régulateurs code-
raient pour des facteurs diffusibles,
protéines, ou certaines classes
d’ARN, qui seraient susceptibles de
controler toute une catégorie de
genes activés a une phase donnée du
développement d’un tissu particu-
lier. Ces facteurs actifs en «trans»
(1) reconnaitraient des séquences
régulatrices de la transcription des
genes qui sont elles-mémes actives
en « cis » (1); 1l pourrait d’ac-
tivateurs stimulant les enhancers ou
inhibant les silencers ou encore d’ex-
tincteurs ayant les effets inverses
(voir les deux premiers Lexigues de
médecine[sciences, pages 2 et 3).
[D’autres substances (ou peut-étre
les meémes, agissant a une concen-
tration ou a une phase cellulaire dif-

-
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éléments de contrdle
« enhancer »

« silencer »

autres séquences reconnues
par des facteurs diffusibles

méthylation : mecg

promoteur

apparition de facteurs
activateurs
disparition de facteurs
extincteurs

géne actif

férente) modifieraient la conforma-
tion des structures chromatiniennes
entourant les genes.

Le mécanisme de I'activation d’un
gene effecteur spécifique comporte-
rait ainsi plusieurs stades comme le
montre le schéma ci-dessus.

1. Dans un premier temps, le gene
se trouve dans une structure chro-
matinienne dense qui ne permet ni
sa transcription ni un acces facile de
ses régions régulatrices aux facteurs
diffusibles. De nombreux dimeres
CG (cytosine-guanine) sont méthy-
lés sur le C(™ CG). Le gene n’est
ni actif n1 rapidement activable.

2. Au cours de la différenciation, la
structure chromatinienne change, se
reliche, rendant le gene accessible
aux facteurs diffusibles et permet-

tant la transcription. Parallelement,
sans qu’il soit possible de détermi-
ner avec certitude ce qui est cause et
conséquence, on assiste a une
déméthylation des doublets ™ CG.
3. En présence des facteurs activa-
teurs (et/ou en l’absence des fac-
teurs extincteurs) spécifiques de la
différenciation tissulaire, et parfois
apres une stimulation hormonale
appropriée, le gene peut alors étre
transcrit. A K.

(1) Un effet est dit en « cis » lorsqu'tl ne s'exerce
que sur le brin d' ADN portant U'effecteur alors qu'sl
est dit en « trans », lorsqu'tl s'exerce sur un géne
situé @ distance, éventuellement sur un autre brin
d'ADN, via la synthése de substances regulatrices
diffusibles. Les enhancers ont une action en «cis»
alors que les génes codant pour des substances dsffusi-
bles régulatrices ont des actions en « trans ».
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STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

! 4
l hétérocaryon, systéme de reprogrammation
du génome cellulaire

C’est a Ephrussi que I’on doit les
premiers travaux sur ’emploi des
hybrides somatiques dans la dif-
férenciation cellulaire. Dans les
syncaryons obtenus par exemple
entre fibroblastes et hépatocytes,
il n’y a qu’un seul noyau et les
hybrides poursuivent leurs divi-
sions. Dans ce type d’hybride
somatique, les résultats les plus
habituels sont une extinction des
fonctions codées par les chromo-
somes dérivés des cellules paren-
tales différenciées (ici, les hépa-
tocytes), ce phénomeéne d’extinc-
tion étant lié a un locus généti-
que précis du génome des cellu-
les parentales indifférenciées (ici,
les fibroblastes). Cependant, les
cellules hybrides perdent progres-
sivement des chromosomes, si
bien que le développement ou
I’extinction de fonctions spécifi-
ques sont souvent difficiles a inter-
préter. Si I’on parvient a fusion-
ner des cellules dont les noyaux
restent distincts, on obtient des
hétérocaryons. Dans ces condi-
tions, toute action activatrice ou
inhibitrice d’un type de cellules
sur les fonctions de 1’autre est
nécessairement médiée par des
substances qui ont diffusé dans le
cytoplasme et agissent en trans
sur le génome du noyau de
I’autre type. Deux exemples ont
démontré le pouvoir de cette tech-
nique. Le premier est celui des
cellules musculaires. Ce modele a
été développé depuis 1983 par

Helen Blau (Stanford), qui a pu
former des hétérocaryons stables
entre des myocytes de souris et
soit des cellules peu différenciées
comme les amniocytes et des
fibroblastes humains, soit des cel-
lules tres différenciées comme les
hépatocytes. Les méthodes desti-
nées a identifier les produits mus-
culaires spécifiques de la souris et
de I'homme ont évolué au cours
des années depuis ’analyse élec-
trophorétique [1] (créatine kinase,
chalnes légeres de la myosine)
jusqu’a des sondes d’ADN spéci-
fiques des « actines de type mus-
culaire et cardiaque, en passant
par des anticorps dirigés contre
des antigénes de surface caracté-
ristiques des myoblastes ou des
myotubes [2, 3]. Un fait fonda-
mental ressort de ces travaux : les
fibroblastes humains subissent une
activation de leurs propres geénes
musculaires et les protéines mus-
culaires retrouvées dans le cyto-
plasme sont a la fois d’origine
humaine et murine.

L’emploi récent de sondes
d’actine a permis d’affiner
I’analyse en quantifiant les ARN
synthétisés. Le mode d’accumula-
tion des transcrits humains dans
les hétérocaryons s’est montré dis-
tinct de celui des cellules muscu-
laires de souris et trés semblable
a celui de cellules musculaires
humaines. La fusion de cellules

musculaires de souris avec des
fibroblastes humains a donc

déclenché chez ces derniers une
activation de leurs genes muscu-
laires ; les cellules humaines agis-
sent ensuite pour leur propre
compte, tendant a se comporter
comme d’authentique cellules
musculaires humaines, dont les
facteurs régulateurs vont méme
pouvoir modifier I’évolution dans
le temps des protéines de type
souris.

Dans les expériences de Blau, le
rapport du nombre de noyaux
dérivés des cellules musculaires et
non musculaires varie dans des
limites assez étroites de 2/1 a 1/2.
L’effet de dose ne s’est pas révélé
important dans le cas des fibro-
blastes ; lorsque les cellules
humaines des hépatocytes,
au contraire, le pourcentage des
noyaux d’origine musculaire au
départ exergait une influence déci-
sive. Les facteurs « d’extinction »
semblaient donc beaucoup plus
actifs lorsque la fusion avait lieu
entre deux types de cellules
différenciées.

On pouvait s’attendre a des dif-
ficultés pour étendre a d’autres

cellules le modele des hétéro-
caryons : les myocytes sont des
cellules multinucléées, dont la

forme assure un contact aisé avec
les fibroblastes qui leur sont acco-
lés. C’est pourquot 1l faut souli-
gner I'importance du travail de
Baron et Maniatis (Harvard) qui
ont réussi a former des hétéro-
caryons, de durée limitée a quel-



ques jours, a partir de cellules
hémopoiétiques. Leur modele
fusionne des cellules K 562 d’ori-
gine humaine avec des cellules
d’érythroleucémie de souris
(MEL). Les K 562 synthétisent
uniquement des globines
embryonnaires et fceetales et non
la B globine adulte, dont le géne
est cependant présent. Les cellu-
les MEL sont des précurseurs
érythroides adultes transformés
par le virus de Friend, qui pro-
duisent de tres faibles quantités de
globine a et (3. Traitées par le
diméthylsulfoxyde (DMSOQO), elles
subissent une différenciation ter-
minale comportant une forte
induction des messagers des glo-
bines «a et 3. Les expériences ont
été faites en 2 temps, distinguant
I’effet de cellules induites ou non.
Lorsqu’on fusionne des cellules
MEL non induites avec des
K 562, on observe uniquement
I’apparition d’ARNm et de glo-
bine € de souris, précurseur
embryonnaire de @ (la souris ne
possede pas d’équivalent des genes
v humains). Les cellules feeto-
embryonnaires humaines ont donc
activé le géne embryonnaire de la
souris. Si l'on utilise, pour la
fusion, des cellules MEL induites
par le DMSQO, on constate la pro-
duction de globine [ adulte
humaine en méme temps que de
globine € de souris. Il y a donc
eu, dans ce cas, activation réci-
proque des genes de globine.
L’apparition des globines nouvel-
les est rapide, elle se fait en moins
de vingt-quatre heures. Il n’existe
aucune indication en faveur de
I’existence de plusieurs étapes
dans cette activation.

Les auteurs ont ensuite éte
leurs expériences en hybridant le
partenaire humain K 562 avec des

cellules murines de lignées non
hématopoiétiques. Une expression
des geénes de globine de souris o
et € a été obtenue, non seulement
avec des fibroblastes en culture
primaire — ce que |’on peut réa-
liser aussi par la méthode des
syncaryons mais aussi avec
plusieurs lignées établies, alors
que les syncaryons avaient tou-
jours fourni une réponse négative.
Derniere donnée importante : la
réponse n’est pas identique pour
toutes les cellules, ni pour tous les

Myotube murin

genes de globine ; le gene
embryonnaire de type alpha
murin, appelé {, n’est jamais

activé ; certaines lignées expri-
ment a la fois a et €, d’autres
seulement a.

De ces recherches émergent plu-
sieurs conclusions importantes. La
fusion de cellules spécialisées avec
d’autres cellules, spécialisées ou
non, provoque une reprogramima-
tion du génome induisant la pro-
duction de régulateurs spécifiques
capables de déterminer I’expres-

Fibroblastes

X

PrM™

modulateurs?
Pr mh

Figure 1. Reprogrammation de I’'expression des génes codant pour des
protéines musculaires dans les hétérocaryons entre des myotubes murins
et des fibroblastes humains. Modulateurs™ = modulateurs murins, régulant
le rapport et la chronologie de I'expression des génes codant pour des protéi-
nes musculaires ; modulateursh = modulateurs humains ; inducteurs = sub-
stances responsables de I'induction de I’expression des génes codant pour des
protéines musculaires ; Pr Mm = protéines musculaires murines ; Pr Mh =
protéines musculaires humaines. Dans I’hétérocaryon, les inducteurs de sou-
ris induisent les génes humains codant pour les « modulateurs humains » et
les protéines musculaires humaines. Les modulateursh agissent sur le noyau
de souris et I’emportent sur les modulateurs™, I’expression du « programme
musculaire » par le noyau de myotube murin devenant ainsi de type « humain ».
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NON INDUITE INDUITE

Figure 2. Modulation respective de I’'expression des génes globines par
les noyaux de cellules érythroleucémiques murines et de la lignée K 562
humaine dans des hétérocaryons. HbF"» = hémoglobines faetales humai-
nes ; HbFm™ = hémoglobines faetales murines ; HbAh» = hémoglobines adul-
tes humaines ; HbA™ = hémoglobines adultes murines ; inducteurs F = fac-
teurs transactivateurs, programmés par les noyaux K 562 ; inducteurs A =
facteurs transactivateurs adultes, programmés par les noyaux MEL induits ;
MEL (-) = cellule MEL non traitée ; MEL (+) = cellule MEL traitée par le
DMSO. Les fléches en noir indiquent la nature des hémoglobines synthétisées
sous le contréle des différents noyaux, celles en rouge indiquent l’origine et
les points d’impact des facteurs trans-activateurs.

sion d’un phénotype, par exem-
ple myogénique ou érythroide.
Cette reprogrammation dépend de

dans des cellules fcetales humai-
nes. Si, comme de trés nombreux
travaux actuels semblent 1’indi-

I’état des cellules « inductrices »,
puisque seules des cellules MEL
traitées par le DMSO sont capa-
bles de provoquer la synthese
d’hémoglobine humaine adulte

quer et selon le modele présenté
ici méme récemment (m/s n° 7,
vol. 2, p. 410), I'expression des
genes spécifiques de I’état de dif-
férenciation est régulée en fonction

d’un équilibre dynamique entre
les facteurs activateurs et extinc-
teurs, les résultats résumés ici
indiquent que la richesse en ce
type de facteurs differe selon les
cellules. Ainsi, les facteurs « acti-
vateurs musculaires » pourraient
étre particulierement abondants
ou actifs, I’emportant, en cas de
fusion myocyte/hépatocyte, sur les
facteurs « activateurs hépatocytai-
res ». On ne comprend pas bien,
dans I’état actuel de nos connais-
sances, la raison pour laquelle la
constitution de syncaryons permet
surtout de mettre en évidence les
facteurs extincteurs alors que ce
sont les phénomeénes d’activation
de fonctions différenciées qui pré-
dominent dans les hétérocaryons.
Enfin, pour un type donné de cel-
lules, certains genes sont plus faci-
lement activés que d’autres ; tan-
dis que, pour un gene donné,
I’activation est plus facile a
déclencher dans certains types cel-
lulaires que dans d’autres.
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ADN, protéines et transcription

[’activation d’un gene, c’est-a-
dire le déclenchement de sa trans-
cription, nécessite la constitution
d’un complexe nucléoprotéique
comportant ’ARN polymérase et
de nombreuses autres protéines.
[.a premiere étape de la constitu-
tion de ce complexe, dénommé
« complexe d’initiation de la
transcription », est probablement
la fixation sur le promoteur de
protéines reconnaissant les motifs
« TATA box » ou d’autres
séquences situées a proximité
immédiate du site d’initiation de
la transcription [1, 2]. Puis, cor-
rectement positionnée grace a la

mise en place préalable des fac-
teurs précédents, I’ARN polymé-
rase se fixe, suivie d’autres
protéines qui pourraient étre
requises pour ’activation de cette
enzyme [1, 2]. Certains des par-
tenaires du complexe d’initiation
sont des protéines reconnaissant
des séquences particulieres
d’ADN, d’autres se lient a ces
protéines fixées a I’ADN plutdt
qu’a I’ADN lui-méme (figure 1).
La formation ou [’activation de ce
complexe sont soumises a |’in-
fluence régulatrice d’autres protéi-
nes se liant soit a proximité im-
médiate, soit a distance sur un

élément enhancer (lexique m/s, sup-
plément au n® 7, vol. 1, p. 3 et m/s
n® 7, wvol. 2, p. 410). Dans ce der-
nier cas (figure 2), il semble que
les deux complexes nucléoprotéi-
ques (complexe d’initiation et
complexe enhancer) puissent néan-
moins interagir par contact direct,
via la constitution de boucles
d’ADN [3]. L’interaction entre
des protéines liées a 'un et a
l’autre de ces complexes, éventuel-
lement entre molécules de la
méme protéine s’il existe un site
de fixation équivalent au niveau
du promoteur et du enhancer, peut
constituer le mécanisme stabilisant

Complexe d'initiation

Transcription

Exon N° 1

-50b a —x kb -50 a -120 -30
CAAT-box TATA-box
Enhancer Promoteur

Figure 1. Complexe d’initiation de la transcription et complexe enhancer. Les distances sont exprimées, sous
le schéma, en nombre de bases en amont du site d’initiation de la transcription. Le enhancer est situé 4 une distance
trés variable du site d’initiation, de quelques bases a plusieurs kilobases. Outre la « TATA box » (TATAA), la « CAAT
box » {AGCCAAT), d’autres éléments fixant des facteurs transcriptionnels ont été représentés : le facteur SP1 se fixe
sur une « GC box » (GGGCGG) ; le facteur NF-A reconnait la séquence ATGCAAAT du promoteur et son inverse ATTTG-
CAT localisé au niveau du enhancer ; la séquence GTGGTATG du enhancer est un motif (le core enhancer) trés fré-
qguemment trouvé au niveau de ce type d’élément. Les mécanismes de l’interaction entre le complexe enhancer et
le complexe d’initiation restent hypothétiques.
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Exon N° 1

Figure 2. Schéma de l'interaction directe entre les éléments du complexe
enhancer et ceux du complexe d’initiation.

ces boucles, comme nous I’avons
rapporté pour le répresseur du
phage lambda (m/s n° 7, wol. 3,
p. 428). Une telle hypothése cons-
tituerait une explication rationnelle
de [Iefficacité particuliere du
enhancer du geéne des chaines lour-
des d’immunoglobuline sur les
promoteurs situés en amont des
segments codant pour les parties
variables de ces genes. Ces deux
éléments, promoteurs et enhancers,
contiennent en effet, dans I’'un ou

Pautre sens (figure 1), un motif

dénommé octamere qui lie une
protéine spécifique NF-A (il exis-
terait une forme ubiquitaire de
cette protéine [NF-A; ou IgNF-
Aq] et une forme spécifique des
lymphocytes T , Deux
molécules de fixée I’une
sur le promoteur et I’autre sur le
enhancer pourraient ainsi conduire
a la formation de boucles d’ADN
rapprochant les complexes enhan-
cer et d’initiation (4, 6]. Une autre
question concerne les relations
existant entre une protéine fixée
a ADN et la stimulation (ou
I’inhibition) transcriptionnelle qui
s’ensuit. Dans un certain nombre
de cas, particulierement bien illus-
trés par les protéines GAL.-4 et
GCN-4 de levure, on a pu
démontrer que les domaines pro-
téiques responsables de la fixation

a I’ADN et de I’activation trans-
criptionnelle étaient différents
[7-9]. A condition que la sequence
reconnue soit insérée a proximité
du promoteur controlé, 1l est pos-
sible de remplacer GAIL -4 par une
protéine hybride dont la partie N-
terminale est constituée du
domaine de liaison a ’ADN d’un
répresseur d’E. coli, seule la par-
tie C-terminale appartenant a
GAL.-4. Des expériences du muta-
geneése dirigée ont permis de
démontrer que les contraintes de
séquence pour que les protéines
GAL-4 et GCN-4 restent activa-
trices étaient extrémement faibles,
nécessitant seulement la présence
d’une séquence composée d’acides
aminés acides dans la moitié C-
terminale des molécules.

Cette grande variabilité des struc-
tures peptidiques susceptible
d’assurer I’activation transcrlptlon-
nelle suggere que le mécanisme
n’est pas ici de nature catalytique
(action de topo-isomérase, nuclé-
ase, méthylase, etc.) mais impli-
que bien, plutot, une interaction
physique directe entre macromo-
lécules via des liaisons ioniques,

possible de déléter largement les
régions N-terminales (domaines A
et B) et C-terminales (régions D
et E) de la protéine. Le récepteur
tronqué, réduit a moins de
100 résidus codés par la région C,
a alors une activité « constitu-
tive », c’est-a-dire indépendante
de ’hormone [10, 11]. Ces résul-
tats indiquent que la région E
correspond probablement a un
domaine inhibiteur de la fixation
du récepteur a I’ADN, I’inhibition
étant levée lorsque I’hormone se
fixe a son site situé dans ce
domaine E. Les domaines A et B
ont un rdle encore mal compris ;
ils pourraient augmenter la spéci-
ficité de la fixation du récepteur
aux séquences d’ADN responsa-
bles de la réponse transcription-
nelle a ’hormone, ou encore par-
ticiper a I’activation transcription-

nelle. Quoi qu’il en soit, il n’est
pour I'instant pas possible de
separer fonctionnellement les

régions du recepteur responsables
de la fixation a ’ADN de celles
indispensables a la stimulation de
la transcription. Une tierce pro-
téine, différente du récepteur,
pourrait constituer un intermé-
diaire transmettant I’information
activatrice depuis la région du
récepteur interagissant avec
I’ADN jusqu’au complexe d’ini-
tiation (figure 3, partie 2). Un autre
mécanisme, d’ailleurs non exclu-
sif du précédent, pourrait impli-
quer des modifications de la tor-
sion et de la courbure de ’ADN
secondaires a la fixation d’une ou
de plusieurs molécules de récep-
teurs. Le caractere coopératif de
la réponse transcriptionnelle, lors-
que plusieurs sites sont occu-
pés [12], pourrait militer en
faveur de I'intervention d’un tel
phénomene, puisque de telles fixa-
tions multiples sont susceptibles
d’augmenter les contraintes indui-
tes dans la double hélice (m/s
©7, wol 3, p. 428). Dans cette
hypothese, schématisée dans la

hydrogene ou hydrophobes (figure figure 3, partie 3, la stimulation de

3, partie 2). Dans le cas des récep-
teurs des hormones stéroides (m/s
n®3, wol 3, p.172), plusieurs
auteurs ont démontré qu’il était

la transcription serait transmise a
distance, via ces modifications
topologiques de I’ADN.

[.a période actuelle connait une



activité fébrile de purification et
de caractérisation des facteurs
transcriptionnels spécifiques de
motifs particuliers d’ADN, recon-
naissant des séquences localisées
dans les promoteurs ou les enhan-
cers et parfois dans 'un et 'autre.
Le groupe de Tjian a Berkeley
(Cahfornie, USA) est probable-
ment le plus actif dans ce
domaine ; 11 a notamment déja
cloné I’ADN complémentaire
codant pour le facteur SP1 qui se
fixe sur des régions riches en GC

des promoteurs (« GC boxes »,
figure 1) (J13] et résultats non
publiés). Au moins six autres fac-
teurs ont été purifiés totalement
par ce groupe ou par d’autres et
1l est probable que leurs génes
spécifiques seront bient6t 1solés.
Tous ces résultats permettent
enfin d’entrevoir le mécanisme du
contréle de ’expression des genes
au cours de la différenciation,
ainsi que nous ’envisagerons dans
une prochaine nouvelle.

Axel Kahn

Complexe d'initiation

Exon N° 1

Exon N° 1

Exon N° 1

Exon N° 1

Figure 3. Modéle de la transmission du message d’activation transcrip-
tionnelle entre une protéine liée a8 I’ADN et le complexe d’initiation.
(1) transmission par l'intermédiaire d’une tierce protéine. (2) facteur transcrip-
tionnel bifonctionnel, un domaine du facteur assurant la liaison a I'’ADN alors
qu’un autre domaine est responsable de I’effet transcriptionnel. (3) modification
topologique de I’ADN (courbure, modification de I'hélicité) induite par la fixa-
tion d‘une protéine. Cette modification de la courbure et de I’hélicité trans-
met, a distance, le message au complexe d’initiation.
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LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

La riche union de I’ADN et des protéines

La régulation de la transcription
des genes implique, dans toutes
les cellules vivantes, des interac-
tions entre I’ADN des séquences
régulatrices et des protéines qui
contrdlent, iz fine, la fixation sur
le promoteur de ’ARN polymé-
rase. Plus généralement, d’ail-
leurs, de tels contacts entre des
protéines et des acides nucléiques
interviennent aussi dans la répli-
cation de I’ADN, les réactions
d’excision-épissage, la maturation
des extrémités 5 et 3’ des trans-
crits, le stockage et la traduction
des ARN messagers, la formation
des ribosomes et des autres par-
ticules ribonucléoprotéiques. ..
c’est-a-dire dans la totalité des
réactions mettant en jeu des aci-
des nucléiques.

La mieux étudiée des interactions
entre une protéine et un double
brin d’ADN concerne le répres-
seur et la protéine Cro du phage
lambda et leurs sites opérateurs de
fixation [1-5]. La fixation alterna-
tive de ces deux protéines aux
sites opérateurs du phage controle
soit le maintien de ’ADN phagi-
que a I’état intégré dans le chro-
mosome bactérien (phénomene de
lysogénie), soit le déclenchement
du cycle lytique.
ILa figure 1 montre
interactions entre
répresseur et la double hélice
d’ADN : chaque monomere de
répresseur est composé de quatre
hélices a reliées par des feuillets
(hélice a et feuillets R correspon-
dent a deux des conformations
usuelles des protéines). Une hélice
a se positionne dans le grand sil-
lon de la double hélice d’ADN,
parallelement a ses berges, établis-
sant des contacts étroits et spécifi-
ques avec certaines des bases. Une
autre hélice «, perpendiculaire a la
précédente, établit des contacts
avec le squelette de ponts phospho-
diester de ’ADN. Les deux mono-
meres sont fixés de fagon identique
sur la méme face de ’ADN, a un
tour de spire de distance de la dou-

un schéma des
un dimere de

ble hélice (c’est-a-dire 10 paires de
bases) (figures 1 et 24).

Des dimeres liés a des sites pro-
ches sur la méme face de ’ADN
établissent entre eux de puissan-
tes liaisons hydrogenes et hydro-
phobes, de telle sorte que leur
fixation sur ’ADN est hautement
coopérative (figure 2B) : la fixation
d’une molécule de répresseur
interagissant avec une autre molé-
cule augmente la concentration
locale de ces protéines et donc
’affinité pour elles du site d’ADN
non encore occupé. Cette coopé-
rativité se manifeste encore lors-
que les sites de reconnaissance
sont éloignés 'un de l’autre, a
condition cependant qu’ils soient
toujours situés sur une méme face

~
N

7
P R Domaine de

de ’ADN, c’est-a-dire qu’ils res-
tent séparés d’un nombre entier
de tours de spire.

La figure 2C montre que la con-
séquence d’une telle fixation est
une courbure imposée au double
brin A’ADN, amenant un « bail-
lement » du grand sillon a I’exté-
rieur de la courbure et son pin-
cement a l'intérieur [1]. Une telle
courbure de ’ADN n’est d’ail-
leurs pas forcément la consé-
quence de la fixation d’une pro-
téine : elle peut au contraire la
précéder et la faciliter [2, 5]. Le
site d’ADN reconnu par la
téine est alors un double
incurvé. Les séquences séparant
deux points de contact de la pro-

téine et de I’ADN, séquences
N
K
/ AY
/ \
! \
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\ - 4
N AN 4
liaison a ' —
I ADN ~
N
’ N\

Figure 1. Interactions entre le répresseur et un opérateur du phage
lambda : modéle « hélice-tour-hélice ». Deux des quatre hélices o de cha-
que monomére, «, et a, 6établissent des contacts avec, respectivement, le
squelette de ponts phosphodiesters et les bases du grand sillon du double brin
d’ADN. Deux monoméres sont ainsi fixés sur une méme face de I’ADN, liés
a des séquences situées a un tour d’hélice de distance. La fléche (schéma
de gauche) et I'ovale (schéma de droite) indiquent le centre de symétrie des
sites de fixation. Les deux monomeéres sont liés entre eux par des interac-

tions hydrogénes et hydrophobes.



n’ayant elles-mémes aucune inte-
raction directe avec la protéine,
peuvent ainsi influer sur I’affinité
pour cette protéine 2) (2,
5]. Il existe une
correspondance assez étroite entre
les acides aminés et les bases au
niveau des sites de reconnaissance
et, dans des cas trés privilégiés,
on a pu rétablir I’affinité d’un site
muté pour sa protéine spécifique
en mutant également celle-ci au

niveau du résidu interagissant
avec la base modifiée de
I’ADN [6].

Le modele d’interaction je

viens de décrire, appelé «'

tour-hélice », se retrouve dans
bien d’autres systemes que celui
du phage lambda, dans la levure
comme chez des eucaryotes supé-
rieurs. L’interaction de « I’homéo-
boxe » des genes homéotiques
avec ’ADN serait de ce type. La
particularité des sites d’ADN par-
ticipant a ce type de contact est
d’étre « palindromiques », c’est-a-
dire d’avoir une symétrie en
miroir et de comporter ainsi des
séquences identiques sur les deux
brins (figure 24) interagissant avec
deux monomeres de la protéine
spécifique, également symétriques
I'un par rapport a l'autre.

Un second modele de liaison
d’une protéine a une séquence
spécifique d’ADN est celui des
protéines dactyles dont I’archétype
est TFIII-A, un facteur de trans-
cription se fixant a un promoteur
spécifique de ’ARN polymérase
IIT et initialement caractérisé chez
une espece d’amphibien, le
xénope. Le promoteur des genes
transcrits par ’ARN polymérase
IIT a la particularité remarquable
d’étre localisé dans la séquence
transcrite elle-méme. La séquence
de TFIII-A comporte un domaine
N-terminal de 30 kDa, composé
de 9 répétitions de 30 acides ami-
" nés, parmi lesquels 2 cystéines et
2 histidines placées en des posi-
tions invariantes. Miller et al. [7]
ont suggéré que ces répétitions
correspondaient a des structures
en doigts, stabilisées par un atome
de zinc échangeant 4 liaisons de
coordination, 2 avec les cystéines
et 2 avec les histidines (figure 3)
(7, 8). Différentes méthodes de

5‘<_‘
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Figure 2. Coopérativité dans la fixation du répresseur du phage lambda
a l'opérateur et induction de courbures de I’ADN. La figure 2A montre
un opérateur « canonique », constitué d’une séquence palindromique, dont les
centres de chaque hémi-site sont espacés de 10 paires de bases, c’est-a-dire
d’un tour d’hélice. Les séquences des hémi-sites de fixation sont symétriques,
de méme que les monoméres interagissant avec eux. Le centre de symétrie
est symbolisé par un point noir au niveau du double brin et un losange au
niveau de la séquence. La figure 2B montre la fixation de deux diméres a des
sites proches (en rouge hachuré) du double brin d’ADN : les extrémités N-
terminales des monoméres forment la région de liaison 4 I’ADN, alors que les
extrémités C-terminales interagissent entre elles, entrainant un phénoméne de
coopérativité dans la fixation des molécules. En 2C, si les sites opérateurs sont
éloignés I’'un de I'autre tout en demeurant sur une méme face de I’ADN, l'inter-
action entre les molécules de represseur entrainera une courbure du double

brin...

protection du complexe TFIII-A-
ADN contre la digestion par des
nucléases ont indiqué que la zone
d’interaction était de 50 bases et
n’intéressait qu’un seul des deux
brins, avec des points de contact
toutes les 5 bases, soit tous les 1/2
tours de spire de I’ADN [9], selon
I'un des deux modeles proposé
par Fairall et al. [10] (figure 3).
Les particularités de la liaison de
TFIII-A a '’ADN apportent un
élément d’explication a la maniere
dont cette protéine, fixée dans le
gene luli-méme, peut ne pas inter-

et la fixation restera coopérative.

rompre la transcription par
I’ARN polymérase III : on peut
supposer que les doigts proximaux
se détachent de leur site lors du
« passage » de la polymérase, puis
se fixent a nouveau, alors que la
dissociation des doigts distaux
laisse le champ libre a cette poly-
mérase. L’intérét pour les protéi-
nes dactyles a été considérable-
ment renforcé par la découverte
récente de possibles structures en
doigts au niveau de nombreuses
protéines nucléaires [11-13],
notamment des produits de genes
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intervenant dans le développement
de la drosophile et au niveau des
récepteurs des hormones stéroides
et de facteurs transcriE}tionnels
ubiquitaires, tel Spl

[l existe, cependant, d’importan-
tes différences entre ces derniéres
protéines et TFIII-A, touchant au
nombre et a la nature des
« doigts ». De plus, les récepteurs
des hormones stéroides se fixent
en général en amont des genes
transcrits par I’ARN polymérase
II et n’ont pas a étre « déplacés »
par le passage de la polymérase,
si bien que leur ressemblance

structurale et fonctionnelle avec
TFIII-A pourrait étre en fait assez
lointaine. Le fait que ces récep-
teurs, contrairement a TFIII-A,
interagissent avec les deux brins
d’ADN, va dans le méme sens.
De ce qui précede, 1l faut retenir
qu’il existe des interactions tres
spécifiques entre ’ADN et des
protéines jouant un role essentiel
de régulation de la réplication et
de la transcription. [’anatomie
des complexes ADN-protéine est
mieux connue dans le cas du
modele « hélice-tour-hélice », dont
un exemple, ['interaction du

Figure 3. Protéines dactyles et modéle de leur interaction avec I’ADN.
En 3A sont représentés, selon Miller et al. [7], deux « doigts » protéiques sta-
bilisés par des liaisons de coordination entre un atome de zinc d’une part, 2

cystéines (C) et 2 histidines (H) d’autre part. Ces doigts sont constitués au

niveau d’éléments répétitifs contenant, outre les cystéines et histidines inva-

riantes, des acides aminés acides (D
leucine, Y = tyrosine). Les points noirs indiquent
les contacts probables avec I’ADN. La figure 3B présente, selon Fairall et

(F = phénylalanine, L =

acides aspartiques) et hydrophobes

al. [10] deux modéles possibles d’interaction entre le facteur TFIlIA et I’ADN.
Les doigts sont représentés par les cylindres. Selon le modéle |, la protéine
est enroulée le long d’un des brins d’ADN, les doigts établissant des contacts
avec lui tous les 1/2 tours de spire. Selon le modeéle W, la protéine est paral-
léle au double brin, les doigts établissant des contacts alternativement sur I'une

et l'autre face du double brin.

répresseur et des opérateurs du
phage lambda, a pu bénéficier de
I’apport de la cristallographie des
complexes. Des courbures de
I’ADN interviennent dans la cons-
titution du site de reconnaissance
de la protéine et sont provoquées
ou amplifiées par la fixation de
cette protéine. Nous envisagerons
ultérieurement le mécanisme de
I’effet transcriptionnel des protéi-
nes qui sont impliquées dans ce
phénomene et de la régulation de
leur activité.

A. K.
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LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

Régulation en cis et en trans
différenciation cellulaire

de la

Il est maintenant parfaitement
clair que l'activité des genes est
contr6lée par des protéines se
fixant sur des motifs d’ADN par-
ticuliers des régions régulatrices
(voir « la riche union de I’ADN et des
protéines », m/s n° 7, vol. 3, p. 428,
et « ADN protéines et »,
m/s n°® 8, vol. 3, p. 487). ' pre-
miere analyse, cependant, cette
constatation ne fait que repousser
le probleme de la différenciation
puisque ’on peut se demander ce
que sont les mécanismes contro-
lant la synthese et D'activité des
protéines actives sur la transcrip-
tion au cours du développement
et de la différenciation. Par ail-
leurs, la diversité des programmes
d’expression des genes au cours
du développement est extraordi-
naire : non seulement il existe un
tres grand nombre de types de
différenciation cellulaire, mais
encore ces types peuvent étre divi-
sés en de multiples périodes (in

vivo, par exemple, périodes
embryonnaire précoce, feetale,
néonatale, post-natale, adulte,

etc.) caractérisées par |’expression
de geénes marqueurs spécifiques.
De plus, au cours d’une méme
« période » du developpement
d’un tissu donné, I’expression de
ces marqueurs specxhques est sou-
vent asynchrone. La des
mécanismes ' cette
impressionnante diversité de com-
portement des genes, se pose donc
avec acuité.

Au début de tout, la membrane.
La membrane plasmique est la
premiere cible des signaux « dif-
férenciateurs » aussi bien que des
signaux mitotiques (m/s n° 5,
vol. 3, p. 174) ; c’est elle qui, pré-
cocément dans I’embryogenese, va
« percevoir » un gradient de mor-
phogeénes (m/s n°5, wol 3,
p. 178), va lier sur un récepteur
spécifique un facteur de différen-

ciation (m/s n° 6, vol. 2, p. 340),
ou bien va recevoir une informa-
tion par contact direct avec les
cellules adjacentes.

On savait déja que certains geénes
intervenant dans le développement
embryonnaire codent pour des
molécules étrangement proches des
facteurs de croissance (produits des
genes notch et hn 12, m/s n° 6,
vol. 2, p. 340), d’autres pour des
protéines ressemblant aux pro-
téoglycanes de la matrice extra-
cellulaire (gene per, voir mini-synthése
sur les canaux de jonction intercellulaire
dans ce numéro). Plus récemment,
I’équipe de G.M. Rubin en Cali-
fornie a pu déterminer la structure
du gene sevenless de la drosophile,
impliqué dans la différenciation des
photorécepteurs. Ce gene a le
potentiel de coder pour un récep-
teur membranaire doté d’une acti-
vité tyrosine-kinase =, comme
tant de récepteurs de ° de
croissance et de produits d’onco-
gene (m/s n°® 8, vol. 3, p. 492). Les
génes du et les
oncogenes ne sont pas de
nature différente et tout indique
que certains oncogenes sont proba-
blement impliqués dans la différen-
ciation cellulaire (m/s n° 4, vol. 2,

p. 222).

Modifications post-traduction-
nelles des facteurs transcription-
nels. Il y a peu encore, ce qui se
passait entre la perception par une
cellule d’un signal membranaire et
la réponse transcriptionnelle au
niveau du noyau, constituait un
véritable « trou noir ». Le mode
d’action des hormones stéroides
suggérait cependant un modele
simple de modulation de I’activité
d’un geéne par activation, sous
Ieffet d’un inducteur externe
(’hormone), d’un facteur trans-
criptionnel pré-existant (le récep-
teur de 1’hormone, m/s n° 3,
vol. 3, p. 172). Dans ce cas,

cependant, |’hormone pénetre
dans la cellule sans intervention
d’un récepteur membranaire et de
« seconds messagers ». Chez FE.
colt, la réponse transcriptionnelle
a des stimuli extérieurs (modifica-
tion du milieu de culture), com-
porte la synthese d’AMP cyclique
qui se fixe a un facteur transcrip-
tionnel pré -existant (la protéine
CAP) et active [2]. De la méme
maniere, I’activation du represseur
de 'opéron tryptophane est due a
une modification de la structure
de la protéine, provoquée par la
liaison d’une molécule de trypto-
phane [3] ; la trans-conformation
ainsi induite rend le represseur
apte a reconnaitre le site opéra-
teur qui contrdle la transcription
de l'opéron. Depuis quelques
mois, 1l est apparu qu’un tel
modele de [’activation, par un
inducteur, d’un facteur transcrip-
tionnel pré-existant était probable-
ment de portée générale. Le
enhancer du gene codant pour la
chaine légere kappa des immuno-
globulines (IgG-x) n’est actif que
dans les cellules lymphocytai-
res B ; son activation est corrélée
avec la formation d’un complexe
entre un motif du enhancer
(motif B) et la protéine NF-,B.
Cette protéine, en fait, n’est abso-
lument pas spécifique des
lymphocytes B et peut étre détec-
tée dans toutes les cellules ou elle
est cependant incapable de se fixer
au motif B du enhancer 1gG-x. Le
traitement des cellules non diffé-
renciées dans la voie des
lymphocytes B par des activateurs
de la protéine kinase C (m/s n° 3,
vol. 3, p. 174) active NF-, B,
c’est-a-dire la rend capable de se
fixer a son site d’ADN [4]. Deux
autres facteurs transcriptionnels,
probablement impliqués dans la
réponse transcriptionnelle de cer-
tains genes lors de la stimulation
de la prolifération cellulaire, pour-

<
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raient aussi €tre activés par la
modification de molécules pré-
existantes inactives : les protéines
SRF, se fixant notamment sur le
enhancer de 1’oncogene c¢-fos [5, 6]

et API1 [7, 8], dont plusieurs
cibles sont connues. Dans ces
exemples, cependant, «’activa-

tion » des facteurs transcription-
nels ne semble pas, au moins in
vitro, agir sur leur capacité de
liaison a I’ADN, mais plutdt sur
leur aptitude a interagir avec le

complexe d’initiation de la
transcription.

Les facteurs transcriptionnels pro-
bablement responsables de la

réponse des genes métallothionéine
aux métaux lourds (MRE-binding
protein, protéine se liant a 1’élé-
ment de réponse aux métaux) (9]
et de la réponse a la chaleur des
genes codant pour les protéines du
choc thermique (HSF, heat shock
transcriptional factor) [10] sont éga-
lement activés apres leur synthese
(activation post-traductionnelle).

Un nombre peut-étre limité de
facteurs... Les travaux qui se
multiplient sur la mise en évi-
dence et la caractérisation de pro-
téines pouvant jouer un rdle dans
le contréle de |’expression des
genes, débouchent sur deux cons-
tatations a premiere vue para-
doxales : les mémes facteurs sont
souvent retrouvés impliqués dans
le controle de geénes fort différents,
et certains facteurs quoiqu’ils
reconnaissent un motif indispen-
sable a D’expression d’un geéne
spécifique d’un type particulier de
différenciation, sont en fait parfai-
tement ubiquitaires (voir I’exem-
ple de NF- B). C’est ainsi que la
protéine IgNF-A, qui reconnait la
séquence octamérique dont nous
avons parlé dans la premiere nou-
velle de cette série (m/s n° 7,
vol. 3, p. 428) joue un rdle essen-
tiel dans I’activation du enhancer
des chaines lourdes des immuno-
globulines au cours de la différen-
ciation des lymphocytes B, mais
aussi dans le fonctionnement
d’autres promoteurs [12]. La
répartition d’IgNF-A est, de plus,
ubiquitaire*. Deux autres exem-
ples illustrent ce phénomeéne de

I’intervention possible de mémes
facteurs dans des types différents
de régulation ; ils concernent les
facteurs SRF et AP1, dont nous
avons parlé plus haut. SRF se fixe
sur le enhancer de I’oncogene ¢-fos
et en active probablement ainsi la
transcription [5,6]. Frangoise Phan
Dinh Tuy et Adrian Minty, a
Paris, ont montré que ce méme
facteur se lait a des séquences
situées en amont des genes
d’actine musculaire et indispensa-
bles a ’activation de la transcrip-
tion de ces geénes au cours de la
différenciation musculaire (commu-
nication personnelle). Une protéine
impliquée dans la réponse de
génes a ’AMP cyclique a été
récemment caractérisée [13] ; elle
reconnait une séquence pratique-
ment identique a celle reconnue
par APl [7, 8] et, de plus,
lorsqu’un gene est controlé a la
fois par les esters de phorbol** et
I’AMP cyclique, cette méme
séquence est indispensable aux
deux types de contrdle [4]. Ces
résultats suggerent donc que la
protéine AP1 et la protéine res-
ponsable de la réponse a ’AMP
cyclique pourraient étre identi-
ques.

Création de diversités. La diver-
sité des contrdles transcriptionnels
auxquels sont soumis les genes
peut naturellement étre le reflet de
la diversité des facteurs régula-
teurs. Il faut remarquer qu’une
telle solution serait peu « écono-
mique » puisqu’il faudrait alors
envisager, en poussant cette hypo-
thése jusqu’a I’absurde, I’existence
d’un gene régulateur par gene
effecteur, ainsi que des genes con-
trolant les genes régulateurs !
Nous avons, de plus, déja signalé
que les mémes facteurs interve-
naient souvent dans le controle de
genes différents.

Dans certains cas, cependant, des
facteurs transcriptionnels semblent
bien « spécifiques » de tissus don-

* 1l existerart, en fail, deux espéces d’IgNF-A, lune
ubiquitaire et [’autre caractéristique des cellules B.
** Les esters de phorbol sont des « promoteurs » de
la cancérogenése. [ls agissent en activant la protéine
kinase C.

nés... ce qui revient a dire qu’ils
y sont en concentration netterment
plus élevée qu’ailleurs [15-17].
La combinaison variable d’un
petit nombre de facteurs régula-
teurs peut, elle aussi, engendrer
une considérable diversité... celle
des mots innombrables composés
a l'aide des lettres d’un alpha-
bet [11, 16, 17]. De fait, « la dis-
section fonctionnelle » des enhan-
cers, c’est-a-dire I’étude des effets
de mutations ou de microdélé-
tions en différents sites, montre
qu’ils sont constitués de cassettes,
chacune interagissant probable-
ment avec un facteur protéique
et ayant individuellement une
spécificité qui peut étre différente
de celle du enhancer total [18-20].
Le enhancer du virus con-~
trolant ’expression du gene T est
ainsi constitué : de 1’octamere
liant le facteur IgNF-A et confé-
rant a des génes en amont des-
quels il est inséré en plusieurs
copies, une spécificité lymphmde
d’expression ; de deux autres élé-
ments qui, analysés de la méme
maniére que |’octamere, conferent
soit, pour l'un, une spécificité
pour des cellules de rein de
singe, soit, pour l'autre, une
expression ubiquitaire [20].

Un méme facteur peut Eétre
variablement modifié (par phos-
phorylation, par exemple) et inte-
ragir de facon différente selon le
type de modification subie. Ainsi,
avons-nous vu que des facteurs
inactifs pouvaient étre activés.
Dans le cas d’AP1, s’il s’avérait
que cette protéine était également
impliquée dans la régulation par
PAMP cycllque on pourrait ima-
giner qu’elle a des effets diffé-
rents et (ou) interagit avec des
motifs différents selon qu’elle est
phosphorylée a un site sous
I’action de la protéine kinase C
ou a un autre site sous |’action
d’une protéine kinase stimulée
par '’AMP cyclique.

Enfin, dernier élément engendrant
de la diversité, un méme facteur
peut reconnaitre des motifs
d’ADN voisins, mais non identi-
ques, et contracter des interac-
tions légerement différentes les
unes des autres selon le motif de



liaison. Dans ce cas, le facteur
« actif en trans » est le méme pour
plusieurs genes et la diversité de
réponse fonctionnelle est due aux
différences de séquence des motifs
reconnus ; il s’agit donc ici d’un
controle en c¢is de la spécificité
d’expression. La fixation variable
de SRF en amont du geéne ¢-fos
ou du geéne actine musculaire
pourrait peut-étre constituer un

dans le second cas, elle intervien-
drait dans I’expression au cours
de la différenciation musculaire.

Un schéma unifié. La figure 1
présente une vue unifiée de la
réponse transcriptionnelle a
I’induction de la différenciation...
ou de la prolifération cellulaire.
Un signal pergu par la membrane
(étape 1) entralne, via la synthese

de seconds messagers, la modifi-
cation post-traductionnelle d’un
facteur transcriptionnel pré-
existant (étape 2). Cette activation
(F* — F2 dans la figure) modifie
la transcription de plusieurs genes,

exemple de ce mécanisme (Fran-
goise Phan Dunh Tuy et Adran
Minty, communication personnelle) :
dans le premier cas, cette fixation
confererait la réponse a I’induc-
tion de la prolifération alors que,
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Figure 1. Réponses transcriptionnelles en cascade a un inducteur de dif-
férenciation ou de prolifération. Pour |'explication détaillée du schéma, voir
texte, dernier paragraphe. A, B, C : facteurs transcriptionnels ; F4 : facteur A
actif, se fixant sur la double hélice d’ADN et entrainant un effet transcription-
nel ; étape 3 : changement quantitatif des facteurs A, B et C qui, initialement
en proportion équimolaire, se retrouvent dans la proportion 1A, 5B et 1/2C,
aprés la réponse transcriptionnelle primaire due & l’activation FA —-
I'étape 4 représente la réponse transcriptionnelle secondaire a la modification
quantitative des facteurs A, B et C; a gauche, le site de reconnaissance de
B chevauche celui de C, si bien que I’augmentation du rapport B/C aboutit
4 un déplacement de C. A droite, B déplace A et est combiné avec les autres
facteurs de fagcon différente de celle représentée a gauche. De plus, le fac-
teur C peut avoir des interactions variées avec des séquences voisines mais
différentes. La combinaison de tous ces phénoménes crée une grande diver-
sité de réponses possibles a la modification d’un petit nombre de facteurs.

dont certains codent eux-mémes
pour des facteurs transcriptionnels
A, B et C. De ce fait, la propor-
tion relative de ces facteurs se
modifie (étape 3), ce qui aboutit
(étape 4) a la modification des
combinaisons de facteurs liés en
amont des genes qui sont, de ce
fait, activés ou inactivés. Ce
schéma, siirement beaucoup trop
simple (et rappelons ici que cer-
tains facteurs « spécifiques de tis-
sus » ont ¢été décrits), suppose
I'existence de phénomenes de régu-
lation en cascade dont un exemple
pourrait étre la voie a laquelle
appartient c¢-fos : un phénomene
d’activation post-traductionnelle de
SRF explique peut-étre I’augmen-
tation de la synthése de c-fos qui
est, elle-méme, une protéine se
liant a ’ADN et pouvant contro-
ler I'expression d’une deuxiéme
classe de genes [21]. Ce schéma a,
en revanche, I’'intérét de concilier
I’essentie] des données récentes
acquises en ce domaine : les pre-
miers événements de I'induction de
la différenciation sont membranai-
res ; la réponse transcriptionnelle
précoce de certains genes ne néces-
site , . la synthese de nouvelles

; les mémes facteurs
variablement combinés sont sou-
vent trouvés associés au controle de
I’expression de genes impliqués
dans des types tres différents de
différenciation ; enfin, certaines
des protéines codées par les genes
précocément activés au cours de
ces phénomenes sont elles-mémes
des facteurs transcriptionnels
jouant un réle probable dans I’acti-
vité d’autres genes [22].
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LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

D omaine POU-homéo
et facteurs de transcription

Les génes homéotiques ont d’abord
été décrits chez la drosophile ; leur
altération modifie le schéma de déve-
loppement de la mouche, avec rem-
placement de certaines parties du
corps par d’autres (amenant par
exemple au développement de pattes
a la place d’antennes, ou d’un seg-
ment thoracique a la place d’un seg-
ment abdominal). Tous les génes
homéotiques possédent une « boite
homéo » qui est un domaine protéi-
que trés conservé au cours de I'évo-
lution et présentant des similitudes
avec le domaine de fixation a PTADN
du répresseur du phage lambda,
C’est-a-dire semblant correspondre au
motif «hélice-tour-hélice » de ces
facteurs de transcription (m/s n° 7,
vol. 3, p. 428). D’autres génes de déve-
loppement de la drosophile ont
ensuite été détectés qui, quoique ne
correspondant pas a la définition
d’'un géne homéotique, contenaient
néanmoins des «boites homéo »
pouvant étre classées en plusieurs
types. La conservation au cours de
I’évolution des espéces de ces diffé-
rents types de «boites homéo» a
permis, grace a I’hybridation a I'aide
de sondes d’ADN spécifiques de ce
domaine, d’isoler de nombreux
«homéogeénes » chez les mammiferes
aussi bien que dans des organismes
eucaryotes plus simples tel le ver
Caenorhabditis elegans. Dans d’au-
tres cas, c’est I'analyse de la séquence
nucléotidique d’un geéne cloné par
d’autres moyens qui permet de
retrouver des éléments ressemblant
plus ou moins vaguement a des
«boites homéo ». C’est ainsi qu’a été
trés récemment 1solé et caractérisé le
gene unc-86 de C. elegans[1]. l.es
mutants unc-86 ont un développe-
ment anormal de leurs précurseurs
des cellules neuronales. Normale-
ment, une cellule mére de cette lignée
se différencie en deux cellules filles
aux destins différents de celui de la
cellule mere. Chez les mutants unc-
86, la cellule meére donne deux cel-
lules filles dont une lui ressemble
complétement ; cette derniére aura

elle-méme une de ses cellules filles
qui lui sera identique. Le géne unc-
86 a été cloné par la technique de
«marche sur le chromosome » qui
consiste a partir d’'un locus connu
pour atteindre un gene inconnu situé
a proximité (m/s n° 6, vol. 3, p. 363).
Le géne unc-86 peut coder pour une
protéine de 467 acides aminés com-
portant, du cOté carboxy-terminal,
un domaine homéo de 60 bases assez
différent des boites homéo des genes
de drosophile (de 27 a 38 % d’analo-
gie).

Tout a fait indépendamment de ces
travaux, les ADN complémentaires
codant pour trois facteurs transcrip-
tionnels de mammiféres ont été iso-
lés. GHF-1/Pit-1 (growth hormone
factor 1/pituitary specific factor 1) a
été décrit comme un facteur ayant la

capacité de se lier en des sites mul-
tiples des promoteurs des génes de
I’hormone de croissance[2] et de la
prolactine [3]*. En fait, GHF-1 et
Pit-1 ont été étudiés séparément, le
premier par l'équipe de M. Karin
(Université de Californie, San Diego,
USA) travaillant sur le géne de I'hor-
mone de croissance et le second par
I’équipe de M.G. Rosenfeld (Howard
Hughes Institute, également a San
Diego) travaillant sur le géne de la
prolactine. Les deux équipes utili-
sant des techniques différentes de cri-
blage de banque d’ADNc, semblent
bien avoir 1solé des clones codant
pour la méme protéine de 33 kDa
(kilodaltons), activateur transcrip-
tionnel des genes possédant dans leur
promoteur des sites de fixation pour
cette protéine. GHF-1/Pit-1 et son

Domaine POU
Oct-1 i
99% 88%
Oct-2
) 52% 47%
Unc-86 o
53% 45%
Pit1 100 aa
POU-SP. Homéo
Oct-1 61% 57%

Figure 1. Le domaine POU dans trois facteurs transcriptionnels et le
produit d'un géne de développement de C. elegans. En rouge, le domaine
« homéo »; en gris, le domaine « POU-spécifique ». Les pourcentages de similitudes
entre les sous-domaines des protéines différentes sont indiqués entre les schémas
correspondant a chacune d’entre elles (par exemple, le domaine POU-spécifique
d’Oct-1 est 8 99 % similaire 3 celui d'Oct-2 et 4 61 % similaire a celui de Pit-1).

(Tiré de [10])

* En faut, le laboratoire de Michael Karin a montré que GHEF-1 et le facteur stimulant le géne
de prolactine pourraient étre différents. Dans un trés récent article (Science, 10 février 1989,
vol. 243, p. 814), J.-L.. Castrillo et al. indiquent que M.G;. Rosenfeld et ses collaborateurs [3]
auraient pu cloner 'ADNc correspondant au facteur du géne de I’hormone de croissance et non
a celut du géne de la prolactine... ce qui expliquerait que Pit-1 = GHF-1'!

37



ne que les
ot

de I'hypophyse. Des cellules inditté-
renci¢es préalablement
avec codant pour GHF-
1/Pit-1 sont capables d’utiliser les
promoteurs des génes de prolactine
et d’hormone de croissance, ce qui
démontre le caractére essentiel de
cette protéine dans I’activation spéci-
fique de ces génes. Cependant, le
promoteur du géne de I'’hormone de
croissance est inactif dans des cellules
lactotropes alors méme qu’elles syn-
thétisent GHF-1/Pit-1. Ce dernier
résultat suggere que les cellules lac-
totropes n’expriment que le géne de
la prolactine, et pas celui de I'hor-
mone de croissance, parce que ce
dernier est inhibé par un facteur
particulier. L'inverse explique pro-
bablement que les cellules somato-
t opes, quoiqu’elles contiennent le
facteur GHF-1/Pit-1 aussi bien que
les cellules lactotropes, expriment le
géne de I'hormone de croissance et
non celui de la prolactine.
Oct-1 (encore appelé NFA-1, NF-3,
OTF-1 et OBP 100!) et Oct-2 (connu
sous le nom de NFA-2 et OTF-2) sont
des protéines qui reconnaissent un
élément d’ADN appelé octameére et
présent au niveau de trés nombreux
promoteurs (notamment ceux des
genes d'immunoglobuline) et enhan-
cers (notamment celui du géne des
chaines lourdes d’'immunoglobu-
line).
Oct-1 est de distribution ubiquitaire
alors que Oct-2 (et son messager) ne
sont détectés que dans les cellules
lymphocytaires B. Des répétitions de
I'élément « octameére » se comportent
comme des « enhancers » spécifique-
ment actifs dans les lymphocytes B.
On considére ainsi que Oct-2 est un
activateur transcriptionnel trés spéci-
fique des cellules B alors que Oct-1
serait un facteur transcriptionnel
ubiquitaire actif en coopération avec
d’autres protéines se fixant au niveau
de certains promoteurs.
Les ADNc codant pour Oct-1 [4] et
Oct-2[5-9] ont été isolés en utilisant
des oligonucléotides de synthése qui
soit ont été déduits de la séquence
protéique, soit contenaient plusieurs
versions de I'élément «octamere ».
Dans le premier cas, les sondes oli-
gonucléotidiques hybridaient avec
I'ADNc cloné alors que dans le

seememem  second elles se fixalent aux protéines
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synthétisées par les clones bactériens
contenant I'ADNc dans un «vecteur
d’expression ». GHF-1/Pit-1, Oct-1
et Oct-2, comme la protéine Unc-86,
ont un domaine homéo d’'une
soixantaine de bases qui est bien plus
similaire entre ces différents génes
qu'il ne l'est a ceux des génes de
drosophile (les similitudes vont de
45% a 88% entre les domaines
« homéo » des protéines étudiées ici).
A une distance variable du domaine
homéo, on trouve un autre bloc de
75 acides aminés, de 50 % a 99 % iden-
tique dans les quatre protéines
(figure 1). L'ensemble de cette région,
d’environ 150 bases, a été appelé
POU (Pit-1-Oct-Unc) [10]. De nom-
breux arguments indiquent que le
domaine POU correspond a la
région de ces protéines spécialisées
dans la fixation aux éléments cibles
d’ADN : les analogies entre les
domaines « homéo » et la région du
répresseur du phage A se a
I’ADN ; la conservation presque
totale de la séquence des deux
domaines « homéo » et « POU spéci-
fique » des protéines Oct-1 et Oct-2
qui reconnaissent le méme élément
d’ADN ; plus directement, enfin, la
démonstration que la modification
des deux domaines de POU dans
Oct-1 altére I'aptitude de cette pro-
téine a se lier a I'élément d’ADN
«octamere » [11]. Le modéle qui
émerge de ces résultats est celui d'une
région protéique contactant spécifi-
quement I'ADN par un domaine
basique reproduisant un motif
«hélice-tour-hélice» (domaine
« homéo ») et par un autre domaine
protéique plus acide (« POU spécifi-
que ») relié au précédent par une
charniére variable et faisant contact
avec I'ADN d’une maniére indéter-
minée.

Plusieurs questions... et plusieurs
voies de recherche émergent de cette
masse de résultats nouveaux. Tout
d’abord, comment peut-on concevoir
qu’'un méme type de domaine protéi-
que de liaison avec I'ADN inter-
vienne dans des processus de régula-
tion aussi différents que le
développement embryonnaire, I'acti-
vation de génes particuliers au cours
de la différenciation cellulaire et la
stimulation transcriptionnelle de
génes d'expression ubiquitaire? 1l
semble que les protéines Oct soient
capables de reconnaitre une trés

grande diversité de séquences d'ADN
ne ressemblant parfois que vague:
ment au motif «octamere» habis
tuel [12]. Symétriquement, ce motif
octamére peut étre reconnu par deg
protéines multiples... notamment
des produits de génes homéotiques
de drosophile [13]). La rationalité de
tout ceci est probablement que
formation donnée a un promoteur
doit toujours étre le résultat d'une
« combinatoire » engendrée par les
interactions entre des pro-
téines actives sur la transcription. Un
méme facteur complexé avec des pro-
téines différentes va transmettre au
promoteur une commande diffé-
rente ; 1l pourra aussi, selon la nature
du complexe auquel 1l participe,
reconnaitre des cibles d’ADN variant
légérement. Evidemment, une
famille de protéines reconnaissant le
méme type de séquence d’ADN mais
possédant des régions d'interactions
protéine-protéine et de modulation
transcriptionnelle variées vont pou-
voir intervenir dans des processus
extrémement différents.
Un trés bon exemple de cela est
constitué par la «reprogramma-
tion » de Oct-1 lorsqu'il fixe la pro-
téine Vmw65 codée par le virus
Herpes simplex. Vmw65 ne se fixe
pas a I'ADN par elle-méme. Elle
active cependant en trans les promo-
teurs des génes d'expression précoce
du virus herpes et, plus générale-
ment, des promoteurs contenant un
motif «octamére ». Cette activation
se fait grace a la formauon d'un
complexe Oct-1/Vmw65 [14].
Un tel modéle du contréle de 1'ex-
pression des génes par un ensemble
de protéines interactives dont la
nature et 'abondance changent pro-
gressivement au cours du développe-
ment rend probablement compte de
la flexibilité nécessaire au bon dérou-
lement du programme d’expression
génétique. On congoit comment ce
mécanisme peut expliquer a la fois
la progressivité de certains change-
ments (la nature du contrdle assuré
par une méme protéine a deux stades
successifs de la différenciation est
modulée par son interaction avec
d’autres facteurs), et la soudaineté
d’autres modifications qui sont du
lype «commutation » avec extinc-
d'un gene et activation d'un
autre. Dans ce cas, I'apparition ou la
disparition d'un «différenciateur »



tel HNF-1 dans le foie (m/s n°2,
vol. 4, p. 119), et ici, peut-éire GHF-
1/P11-1 et Oct-2 est probablement en
cause.
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Régulation de [‘expression
des genes
et difféerenciation

Meécanismes pré et post-transcriptionnels

1. Remaniement des genes.
Dans un petit nombre de cas, la
transcription efficace d'un gene est
précédée par son rearrangement.
Chez les  cucarvotes  supérieurs,
I'exemple le micux connu est

des immunoglobulines, ou 'une des
nombreuses copies codant pour les
partics variables des anticorps se
trouve selectivement rapprochee des
régions geniques codant pour les
partiecs constantes, via un probable
mecanisme  déletonnel. Une  sé-
quence stimulatrice situ¢e dans I'in-
tron, immecdiatement en amont des
genes codant pour les parties cons-
tantes, se trouve alors suffisamment
proche du promoteur du gene varia-
ble pour lactiver ( figure 1 ).

2. Epissage alternatif.

Un méme gene transcrit sous la
forme d’un ARN précurseur unique
peut, par ¢pissage alternaut, donner
deux ARN et deux protéines tres
differentes selon le ussu dans lequel
il est transcrit. 1.'expression du gene
de la caleitonine dans la thyroide et
le cerveau est le meilleur exemple de
ce mecanisme  ( figure 2). Nom-
breux sont a present les exemples
similaires, ou la diversit¢ des ARN
ct parfois des proteines est due non
a la transcription de genes différents
mais a la maturation (différente

selon les uissus) du transcrit primitif’

d’un gene unique. Clest done la un
important de la modula-
tion de 'expression des genes.

P P

160 a 300
copies

ADN avant le réarrangement génique
(cellules non lymphocytaires)

ADN réarrangé
(lymphocytes B)
—

facteurs diffusibles présents
dans les cellules lymphocytaires

Figure 1. Réarrangement des génes codant pour la chaine légérve K des immuno-
globulines. Dans I' ADN non réarrangé, on trouve 160 a 300 copies de genes |k

codant pour les

variables, 5 éléments « | v (dont 4 sont fonctionnels) et une
copre du gene Ck codant pour la pavtie constante. En amont de ce

Ck se trouve

une séquence stimulatrice F (enhancer) dont Laction sur le promaotenr P nécessite
¢/'m1¢"/mrl une relative proxomité, d'autre part la présence de facteurs diffusibles
specifiques de la différenciation B lymphocytarre. Au cours de cette «////(‘r:'n;'mlum_
un gene Vkoest réarrange a proximité d'un élément | et ne reste xz"/mrf de Ck que
par litron contenant Uenhancer qui. se trowvant desormais relatizement proche du

promotenr, lactive.
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3 ARN.
I.a degradation des ARN
est un  phénomene  encore mal

connu qui jouc probablement un
role significatif dans du
genome.  Certaines hormones qui
augmentent la transcription d’un

stabilisent ¢galement mes-
sager. La difference du niveau de

intervenir la différence de sta-
bilit¢ des messagers dans  divers
environnements cellulaires.

4 Régulation de la traduction
des ARN

I.a part rcellement jouce par la
regulation traductionnelle reste mal
connue chez les cucarvotes, a 'ex-

Il ne faut pas conclure de la breve

que  les

niveaux de régulation exclusifs

les uns des autres; la plupart des

qui modifient 'expres-

ston d'un gene intervenant en fait de
fagon  coordonnce  a

Ainst la d’un anti-

corps par un lvmphocyvte B stimule

de proteines  ception de certaines parti- 1mplique-t-clle un  réarrangement
dans tous tissus, mais a telle celle des wufs non  genique, une activation de la
des concentrations (house du Xcnope (un batracien)  cription ¢t un alternauf
keeping proteins ou «de lesquels sont accumules des  aboutissant a la synthese formes
mcenage ») pourrait ¢tre priori- — messagers  qui ne traduits  membranaires  ct des
tairement non transcriptionnelle et qu’apres la immunoglobulines. AK.
! exon 5 exons codant exon de exon du exon 3
géne et non codant communs la calcitonine CGRP non codant
transcrit primitif CGRP
de la calcitonine o \ |
- : / de \ Vo ' de
= Ny oy o I . .
\\ \: \l\j: r‘ (L\ rif\\\\\\\ / polyadénylation ‘\ ;' | polyadénylation
S \ (R b R U R A NG S N thyroide \ v |
transcription \ VL T4 TIRSSS ﬁ\\ (thy ) | . | (cerveau)
et épissage \ IS R N SN V] '
différentiel \ TNy N A N \ |
VR AT IS
£ / Mo <SS
ARN de AAA > I ]AAA :
calcitonine L a “* du CGRP

traduction
précurseur i | précurseur
de la calcitonine ——n. duCGRP
mhaturation! sites de clivage protéolytique __  _
clivage protéolytique
calcitonine CGRP
+peptides +peptides

Figure 2. Epissage alternatif du transcrit primitif du gene de la calcitonine
dans la thyroide et le cerveau.

Le géne est transcrit en totalité dans les deux tissus.

Dans la thyrotde, le site de polyadénylation utilisé est situé en 3" de l'exon de la
calcitomne, toute la partie avale du transcrit priminif étant probablement excisée par
coupure endonucléolytique.

L' épissage donne ensuite le messager de la calcitonine.

Dans le cerveau, le transcrit est polyadénylé en 3 de l'exon non codant Ju
messager du CGRP (calertonin gene related pepude), /'épissage l'exon spéci-
Jique de la calcitonine.

Les ARN messagers de la calcitonmine et du CGRP sont tradwuits en

précurseurs dont le chvage protéolytique lbere la calcitomne, le CGRP amnsi que
d'autres peptides.



LEXIQUE
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Un nouveau mécanisme d’action
pour le gene rev du virus HIV

Il existe deux protéines, codées par le
génome de HIV (virus du SIDA), qui
jouent un role essentiel dans le
contrdle de de ce
génome : protéines et Rev.
['une et I'autre sont produites a par-
ur d'une espéce d’ARN messager
engendrée par l'excision
d’«introns» correspondant aux
génes gag et pol et a une grande
partie du gene env. n’ayant

aucune sert de
messager pour les protéines Gag et
Pol alors que celui dont seul le pre-
mier «intron » a été excisé sert de
messager pour la protéine d’enve-
loppe (Env). Alors que Tat est un
activateur transcriptionnel agissant
sur la séquence TAR du I.TR viral

(encore que ce point ait éé tres dis-
cuté, certains auteurs indiquant que
I'interaction TAR-Tat augmentait la
traduction du messager, m/s n°S5,
vol. 2, p. 285), Rev semble inhiber
I'excision-épissage du transcrit viral,
ce qui aboutit a I'accumulation des
protéines structurales que sont Gag,
Pol et Env. Cette étape, tardive au
cours du cycle viral, est essentielle a
I'assemblage des particules virales.
Ainsi, I'expression du gene tat aug-
mente la synthése de toutes les pro-
téines virales, y compris elle-méme,
alors que celle du gene rev aboutit a
la diminuton de la synthése des pro-
téines régulatrices Tat et Rev et a
I'augmentation de celle des protéines
structurales.

ARNm de Gag, Pol et Env

Figure 1. Autorégulation de l'expression du génome de HIV. Le provirus
intégré avec ses deux LTR (long terminal repeats) est transcrit en un ARN qui, sans

=—ta—0
o0
Provirus
ARN
ARN 2 — -~ _ l,/ RRE

ARNm de : Tat

excision-épissage, est le messager des protéines Gag et Pol (ARN 1). L’excision d'un

premier «intron » crée 'espece messagere de la protéine Env (ARN 2). L'excision
de deux introns aboutit 3 IARNm des protéines Tat et Rev (ARN3). Tat augmente
la synthése de toutes les espéces de messager. Rev agit sur la séquence RRE (Rev
response element) des ARN 1 et 2 qu'il stabilise et dont il augmente le transport

vers le cytoplasme ou ils seront traduits en protéines virales de structure.

L'interprétation la plus générale-
ment avancée pour expliquer l'ac-
ton de Rev éuait qu'elle inhibait la
réaction d’excision-épissage du
transcrit viral primiuf [1]. Deux
laboratoires américains viennent
d’infirmer cette donnée [2, 3]. lLe
mécanisme qui émerge de ces tra-
vaux est le suivant: le transcrit
n'ayant pas subi I'excision des
introns semble stabilisé par la pro-
téine Rev [3], qui augmente égale-
ment le transport de cette espece vers
le cytoplasme [2, 3]. Le transcrit com-
plet du virus HIV peut subir trois
destins : éure dégradé, étre transporté
dans le cytoplasme... ou éure intégré
dans la structure «splicéosomale »
qui constitue la machinerie d’exci-
sion des introns et d'épissage des
exons (figure l). La protéine Rev,
qui semble reconnaitre, directement
ou indirectement, une séquence
d’ADN située dans la région env (élé-
ment RRE, Rev response element),
diminue la dégradation et augmente
le transport du transcrit primiuf qui
n'est ainsi plus disponible pour la
machinerie d’excision-épissage, et
donc pour la traduction en protéines
régulatrices. Reste maintenant a élu-
cider le mécanisme exact de 'action
de Rev, une protéine nucléaire (et
peut-étre méme nucléolaire) sur le
transport de ce messager viral vers le
cytoplasme.
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R égulation par le fer
de la biosynthése de la ferritine
et du récepteur de la transferrine

C'est la disponibilité du fer qui régit
le rythme de synthése d’au moins
deux protéines essentielles pour la
biodisponibilité de ce métal, la ferri-
tine et le récepteur de la transferrine
(TfR). La régulation de ces deux
protéines s’exerce par deux méca-
nismes différents et en sens opposés.
Le récepteur de la transferrine, néces-
saire a la capture du fer, voit sa
production diminuer quand le métal
est abondant, augmenter en son
absence, et ces variations sont consé-
cutives a des changements de quan-
tité de son ARN messager [1]. A I'in-
verse, la ferritine, qui séquestre le fer
dans le cytoplasme, est fabriquée
d’autant plus vite que le métal est
plus abondant; ces changements se
produisent a concentration dARNm
constante, par redistribution du mes-
sager entre cytoplasme et polysomes
au bénéfice de ces derniers [2]. Cela
s'applique aussi bien a la chaine
lourde H (21 000 Da) qu’a la chaine
légére L (19000 Da) de la ferritine.
Des expériences récentes ont montré
qu’'un méme type de séquence
contrOle I'action du fer sur chacune
des deux protéines, malgré les diffé-
rences considérables de cette action
dans les deux cas. La localisation de
ces séquences est toutefois trés diffé-
rente.

® Dans le cas de la ferritine, la régu-
lation est traductionnelle, entiere-
ment sous le contrdle d’une séquence
du messager située dans la zone 5’
non traduite [3]. Cette séquence a été
identifiée [4] en construisant une chi-
mére dans laquelle la partie 5 du
messager de la chaine L. de ferritine
de rat est fusionnée au géne mar-
queur bactérien CAT. Quand on
introduit la chimére dans une lignée
d’hépatome de rat, sa production est
activée par le fer. L’activation est
supprimée si on déléte les

esmmms 67 premiers nucléotides de la partie
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Ferritine
LetH

G—-U
A7 \G
N\ /

Figure 1. Eléments répondant au fer (IRE). Le schéma comporte une boucle
qui porte les cinqg mémes nucléotides, et des tiges dont la séquence nucléotidique

est

Deux exemples sont présentés : celui de I'élément C du TfR. et celui

de la ferritine, pour lequel I'identité est parfaite dans cette zone entre les sous-
unités H et L. Dans I'expérience de Casey et al. le transcrit est celui de I'hormone

de croissance.

5" non traduite. I.’analyse par ordi-
nateur de cette séquence révele une
structure dite tige-boucle (stem-loop)
(voir figure 1).
® [.a modulation par le fer du
niveau du messager de TfR dépend
des deux régions du géne situées dans
les parties 5’ et 3'. C'est ic1 la partie
3’ non traduite qui joue le role essen-
tiel, et la délétion de ces séquences
supprime presque completement la
régulation par le fer [5]. C'est encore
la méthode d’analyse délétionnelle,
des cellules murines ayant
recu une construction qui contenait
la région 3’ non traduite de TfR, qui
a permis d’'identifier une séquence de
678 nucléotides d’ADN complémen-
taire, indispensable a I'action du fer.
Dans cette région, cinq motifs tige-
boucle peuvent étre identifiés. Le
mécanisme d’action de cette séquence
3’ n’est probablement pas transcrip-
tionnel [6]. Il semble plutdt étre une
modification de la stabilité du messager.

Quoiqu'il en soit, ces motifs 1solés et
transférés sur la partie 5 d'un trans-
crit, suffisent a lui conférer un pou-
voir de régulation traductionnelle de
type ferritine. Un méme élément pos-
sédera donc une activité de controle
de la traduction ou de la stabilité de
I’ARN messager selon qu'’il sera situé
en b5’ ouen 3’ delamolécule.l.a figure
I montre le schéma de ces éléments
que Casey et al. [5] ont appelés IRFE
(iron responsive elements).

Comme on pouvait le supposer, ces
IRE sont capables de lier spécifique-
ment une ou des protéines cytosoli-
ques [7]; les conséquences de la for-
mation du complexe ARN-protéine
seraient différentes selon sa localisa-
tion. En 3’, un tel processus pourrait
favoriser une coupure endonucléoly-
tique, séparant donc la partie codante
du messager de I’extension d’acide
polyadénylique. L'apparition en 3’
du messager résiduel d'une extrémité
libre, sensible aux exonucléases,



expliquerait I'instabilité ainsi
induite. En 5, le complexe nuclé-
oprotéique incluant 1'élément IRE
faciliterait la traduction, peut-étre en
modifiant la structure secondaire de
la région 5’ non traduite du messager.
On sait que, cher les eucaryotes, la
petite sous-unité ribosomale recon-
nait tout d'abord des protéines fixées
a la coiffe (cap) en 5 du messager,
puis migre le long de 'ARN jusqu au
premier codon d'imuation AUG cor-
rect, au niveau duquel se constitue le
complexe d'initiauon de la traduc-
tuon (incluant notamment la grande
sous-unité ribosomale et le méthio-
nyl-ARNt mniuateur). Toute modifi-
cation de la structure de I'ARN entre
la coiffe 5" et 'AUG initiateur peut
donc moduler la traduc-
ubilité. 1 ces hypothéses étaient véri-
fiées, 1l resterait alors a élucider les
relation entre le fer et 'activité ou
I'abondance de cette protéine censée
se fixer sur les éléments IRE.
Dans leur récent article, Rouault et
al. indiquent qu’il existe une corré-
lation inverse entre la protéine se
lant a I'IRE et la concentration en
fer cellulaire [7].
J-C. D.
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1. Rao KK, Shapiro DD, Matua E, Bridges K,
Klausner R. Effects of alterations in cellular
1ron on biosynthesis of the transferrin receptor
i K562 cells. Cell Biol 1985 ; 5 : 595-600.
2. Aziz N, Munro HN. Both subunits of rat
liver ferriun are regulated at a wranslational
level by 1ron inductuon. Nucleic Acids Res
1986 ; 14: 915-27.

3. Hentze MW, Rouault TA, Caughman SW,
et al. A cis-acting element is necessary and suf-
ficient for regulation of human
ferriun I response to iron. Proc
Natl Acad Sct USA 1987 ; 84: 6730-4.

4. Aziz N, Munro HN. Iron regulates ferritin
mRNA trough a segment of its 5
unt ranslated region. Proc Natl Acad Sct USA
1987 ; 81 : 8478-82.

5. Casey J1.. Henuze MW, Koeller DM, et al.
[ron-responsive elements : mRNA
sequences that control mRNA level and trans-
laton. Science 1988 ; 238 : 924-8.

6. Muillner EW, Kiihn L.C. A stem-loop in the
3" unwranslated region mediates iron-depen-
dent regulation of tnansferrin receptor mRNA
stability in the cytoplasm. 198853 : 815-
25.

7. Rouault TA, Hentze MW, Caughman SW,
Hartord |B, Klausner RD. Binding of a cyto-
solic protein to the iron-response element of
human ferritin messenger RNA. Sciences
1988 ; 241 : 1207-10.

L a tubuline B
contréle de la stabilité d‘un messager
par son produit de traduction

Les tubulines sont le constituant
principal des microtubules qui
jouent un role essentiel dans de
nombreux processus cellulaires
tels le maintien de la forme, la
constitution des flagelles et des
cils, ainsi que celle du fuseau
mitotique ou méiotique. Les
microtubules interviennent aussi
dans I'allongement des neurites et
des axones. L'expression des
génes codant pour les tubulines
est controlée a différents niveaux.
Tout d’abord, 1’'activation
séquentielle, au cours de la diffé-
renciation, des membres d’'une
« petite» famille multigénique

en I'absence de tubulline libre

chalne
protéique ———
naissante
(tubuline B)

NH2

en présence de tubuline libre

Ribonucléase

1. Schéma hypothétique du contréle de la stabilité du messager
de (A-tubuline par les sous-unités libres ou les diméres de tubuline (pour

les détails, voir le texte).

Dégradation de I'ARN

(composée d’environ 6 génes)
codant, les sous-unités a et 3
de la Ensuite, la modu-
lation a court terme de la
disponible de messagers codant
ces protéines. Dans la cel-
Il les molécules de tubuline
sont soit polymérisées, formant
les microtubules, soit sous forme
de diméres a-B libres. Le premier
état, correspondant a la construc-
tion de nouveaux microtubules,
exige la synthése de nouvelles
molécules alors que le second,
conséquence d’'une dépolymérisa-
tion des microtubules préexis-
tants, doit au contraire étre asso-

AAA.. ARNmM
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cié a la répression de la synthése
de tubuline pour éviter 'accumu-
lation de molécules inutilisées.
De fait, I’'administration de dro-
gue dépolymérisant les microtu-
bules entraine une diminution
importante de la synthése de nou-
velles molécules de tubuline
(diminution de 10 fois pour un
doublement de la concentration
de diméres libres @-8). Le méca-
nisme de ce controle est une dimi-
nution de la stabilité du messager
sous l’action de la tubuline libre.
De trés élégantes expériences
menées dans le laboratoire de
Don W. Cleveland [1, 2], a Balti-
more, dans le Maryland aux
Etats-Unis, ont démontré que la
cible des processus de déstabilisa-
activés les sous-unités ou

les dimeéres ' résidait dans la
partie du messager de la B-tubu-
line correspondant aux
16 premiers codons, dans le pre-
mier exon. Un messager chimeére
contenant cette région du message
de la B-tubuline en amont d’une
toute autre séquence se comporte
comme I’ARNm authentique de
tubuline en réponse aux varia-
tions de tubuline libre. Ce type de
régulation est conservé lorsque,
dans la construction génétique
hybride transférée dans les cel-
lules, le promoteur d’'un géne de
tubuline est remplacé par un pro-
moteur différent, viral ou cellu-
laire ; ce dernier résultat confirme
que le contrble est totalement
post-transcriptionnel. Les phéno-
meénes en cause restent inconnus
mais de récents résultats du méme
laboratoire suggérent un méca-
nisme particulier. L'effet déstabi-
lisateur des molécules libres de
tubuline ne s’exerce que sur des
molécules ’/ARNm en cours de
traduction, c’est-a-dire localisées
dans les polysomes[3]. Ce fait,
associé d’une part a I’observation
le motif responsable de la

en présence de

tubuline libre correspond a I'ex-
trémité NH9-terminale de la pro-
téine et, d’autre part, a l'affinité
qu’ont les unes pour les autres les
molécules de tubuline, milite en
faveur d’'une interaction entre les

sous-unités non polymérisées de
tubuline et I'extrémité NH9-ter-
minale de la chaine protéique
naissante, en cours de synthese
(figure 1, pagel193). Une telle
interaction pourrait modifier la
conformation de I’ARN, le sensi-
bilisant_a I’action d’une ribonu-
cléase. Egalement en faveur de ce
mécanisme hypothétique est I'in-
sensibilité du phénomeéne aux
inhibiteurs de la synthése protéi-
que qui ne détruisent pas les
polysomes (cycloheximide, par
exemple). Un tel phénoméne de
controle de I’expression d’un géne
, son produit est exceptionnel,
des rares autres exemples
connus étant celui de I’antigéne T
du virus SV-40 qui, entre autres
effets, inhibe la transcription de
son gene. Une autre grande ori-
. .du systéme tubuline est la
) ' dans la séquence
codante du motif responsable de
I'instabilité du messager en pré-
sence de sous-unités ou de
dimeéres libres; dans la plupart
des autres exemples connus de
controle de la stabilité d’'un mes-
sager, les motifs conférant cette
propriété sont localisés dans I'ex-
tension3’ non codante des
ARNm [exemples des messagers
c-fos, c-myc, du messager du fac-
teur de CSF-1 (ou M-
CSF)] et la déstabilisation du mes-
sager nécessite une synthése pro-
téique active, probablement
nécessaire a la production de
I’agent « déstabilisant ».

AK.
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LEXIQUE

STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES

COntréle hormonal de l'expression des génes

[.es hormones constituent

clé de la régulation des genes au
cours de l’adaptation meétabolique
d’un tssu differencié et jouent un
role essentiel dans le controle du
développement. peuvent inter-
venir de maniere coordonnée aux
différentes ¢tapes du controle de
I’expression d’un gene.

Les hormones stéroides et thy-
roidiennes se lient a un récepteur
cytoplasmique, puis nucléaire (il
peut d’ailleurs s’agir du méme
récepteur « transloqué » au travers
de la membrane I.e com-
plexe « hormone-récepteur » se fixe
a une sequence specifique de
I’ADN située en amont du gene, de
100 a plus de 2000 bases avant le

site d’initiation de la transcription.
Cette sequence appelée
géneralement  « ¢lément  régu-
lateur » est assez courte (quelques
dizaines de bases) et se comporte
comme un « enhancer » hormo-
no-dépendant (voir le Lexique de
médecine[sciences en page 3 de ce
document) : sa au complexe
hormone-récepteur provoque une
activation de la transcription. Dans
d’autres cas, le résultat est au con-
traire une de la transcrip-
tion, I’¢lément régulateur se com-
portant alors comme un « silencer »
hormono-dépendant (voir en page
1o de ce document ).

I.es hormones peptidiques ct les
catécholamines se fixent a un récep-

teur extra membranaire, cette lhai-
son entrainant ’activation d’un sys-
teme intra cellulaire qui synthetise
ou libere un « second messager »
(par exemple, ’AMP cyclique ou les
produits de ’hydrolyse du phospha-
tidyl-inositol 4-5 biphosphate (voir
médecine/sciences n’ s, vol. 1,
p. 255). Ces seconds messagers
peuvent agir directement sur des
proteines préexistantes dont l’acti-
vite peut étre modifice,
par exemple par phosphory-
lation-déphosphorylation. Ils peu-
vent aussi modifier la stabilite et la
traductibilite I’ARNm preexistants.
Ces seconds messagers de I’action
hormonale ont également une action
nucléaire, dont le mécanisme reste

—

membrane cellulaire

cytoplasme

hormones
stéroides

et thyroidiennes cytoplasmique

| A

hormones peptidiques
et catécholamines

récepteur hormonal

« translocation »

membrane nucléaire

-300 bases -200
élément
récepteur

hormone ou

messager hormonal

régulation de I'épissage o
et de |a stabilité des transcrits primitifs...

et du transport .
au travers de |la membrane nucléaire

seconds messagers
stabilisation ou déstabilisation des ARNm

noyau

-100 0
CAAT ATA | -
promoteur

action sur l'initiation de nouveaux transcrits

protéines-
produits de génes
hormono-

action sur la machinerie de traduction des ARNm dé endants

modification de |'activité de systémes enzymatiques

modification d'une activité biologique

Le promoteur schématisé ici en amont du premier exon comporte les éléments « consensus » : « AT 4-box » et « CAAT-box »
décrits dans le Lexique de médecine|sciences p. 2 de ce document. Entre ces deux séquences, des répétitions nucléotidiques riches
en GC jouent également un role smportant dans la fixation et le potionnement correct de ' ARN polymérase.

45



46

mal connu qul pourrait ctre
proche de celur des hormones
stcroides et thyrordiennes.
Dans le noyau, I'action hormonale
peut s’exercer au niveau de la matu-
ration et de la stabilité transcrits
primitifs des genes, ainsi que sur le
transport au travers de la membrane
nucléaire de transcrits ayant subi
une maturation normale. Les méca-
nismes en cause sont ici tout a fait
inconnus.
Enfin, des protéines dont la syn-
these ou l'activité ont été modifiées
par l'un des processus cités plus
haut peuvent, secondairement, agir
elles-mémes sur les messagers ou les
prot¢ines spécifiques de [’action
hormonale.
En conclusion, I’action hormonale
apparait comme un preeessus €troi-
tement coordonné et intégre.
e Les genes sont souvent régulés
par plusieurs hormones pouvant
agir isolément ou en association,
certaines €tant activatrices et d’au-
tres inhibitrices de ’expression d’un
méme gene.
e Une méme hormone agit souvent
de maniere opposée sur des genes
codant pour les protéines régulatri-
ces impliquées dans des voies méta-
boliques différentes.
e Et enfin, I’action d’une hormone
sur Pexpression d’un méme gene
fait habituellement intervenir de
multiples niveaux de controle :
transcriptionnels,  post-transcrip-
tionnels (maturation, transport et
stabilitt'  des ARNm), parfois
traductionnels  (efficacité de la
traduction des ARNm) et post-
traductionnels (régulation de I'acti-
vite  biologique d’une protéine
préexistante). A. K.
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