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Résumé 

Dans le but d' élucidér les mécanismes de régulation de la transcription de l' ARN 

ribosomique et de la biosynthèse des ribosomes, deux facteurs de transcription 

ribosomique, soit UBF et TTF -l, furent étudiés dans le but de mieux caractériser leurs 

fonctions in vivo. Un modèle ,de désactivation con?itionnelle du gène codant pour UBF 

chez la souris fut élaboré. Après l' inactivation d'un allèle chez des animaux hétérozygotes 

aucun défaut développemental, physique ou comportemental n' a été observé lors 

d' investigations préliminaires. Un modèle de diminution inductible de TTF-I par le ciblage 

par shRNAmir fut développé. Des études de marquage métabolique au tritium ont permis 

de conclure qu 'une diminution de TTF -l avait un effet appréciable sur la transcription 

ribosomique et un effet encore plus marqué sur la maturation des ARN ribosomiques. On 

voit une inhibition claire et nette de la maturation des ARN ribosomiques et aucune 

accumulation appréciable du précurseur ce qui indique aussi un problème de transcription. 

Des études du cycle cellulaire, effectués par «fluorescence-assisted cell sorting», ont 

permis de détecter un arrêt partiel en G 1 qui se traduit en une diminution de la vitesse de 

passage de la phase G 1 à G2/M lors d'une diminution de TTF-I. Finalement, un modèle de 

récupération fut développé en introduisant un vecteur conditionnel capable d'exprimer la 

forme pleine longueur de TTF-I dans les cellules de diminution conditionnelle. L' induction 

double et simultanée d'une forme pleine longueur de TTF-I et du shRNAmir ciblant TTF-I 

permit la récupération de la diminution de TTF -l chez ces cellules. Ce modèle de 

récupération permit de confirmer que les effets observés étaient dus à la diminution de 

TTF -l en excluant des effets secondaires. 
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Abstract 

In order to clarify the mechanisms by which regulation of ribosomique synthesis is 

accomplished, we have targeted two ribosomal transcription factors , UBF and TTF-I, and 

have attempted to better characterize their in vivo functions. A conditional gene inactivation 

mouse model for UBF was generated. After inactivation of a single UBF coding allele in 

heterozygous animaIs, preliminary investigations revealed no significant developmental, 

physical or behavioural effects in the animaIs. An inducible knockdown model for TTF -l 

was developed in mouse cells using RNA interference technologies. Metabolic labelling 

with tritium showed that TTF-I knockdown had a significant effect on ribosomal RNA 

(rRNA) synthesis and even more obvious effects on rRNA processing. We observed clear 

inhibition of rRNA processing and no significant accumulation of the precursor indicating 

that there were also problems with transcription. Cell cycle analysis preformed by 

fluorescence-assisted cell sbrting (F ACS) and showed partial arrest in G 1 which translates 

into a slowing of passage from G 1 phase to G2/M phase during TTF -l depletion. Finally, a 

rescue model was developed by introducing a conditional vector able to express full-Iength 

TTF -l into the conditional knockdown cells. Simultaneous induction of expression of the 

exogenous fulliength TTF-I and the shRNAmir targeting TTF-I rescued TTF-I knockdown 

in these cells. This rescue model, by excluding off-target effects, confirmed that our 

observations were due exclusively to the knockdown ofTTF-I. . 
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Chapitre 1 Introduction 

1.1 Le ribosome 

1.1.1 Importance pathologique de la synthèse protéique 

Le cycle cellulaire et la division cellulaire sont deux aspects universels qui permettent la 

croissance et la prolifération chez les cellules eucaryotes. L' exécution de ces processus 

nécessite une coordination exceptionnelle de la part du métabolisme cellulaire. La 

régulation fine du cycle et de la division cellulaire permet aux cellules de s' adapter à des 

fluctuations de la disponibilité des nutriments dans leur milieu et assure leur survie. Par 

contre, la dérégulation de ces mécanismes peut mener à des anomalies sérieuses, telle 

l 'hyperplasie et le cancer. Le cancer est une pathologie impliquant une dérégulation des 

contraintes de croissance cellulaire permettant une expansion anarchique des cellules. 

Plusieurs facteurs jouent un rôle dans le développement d 'une cellule cancéreuse mais une 

composante clé de son évolution est l 'obtention d'un rythme de production protéique 

accéléré. Sans production protéique renforcée, la cellule ne peut supporter un métabolisme 

résultant en une croissance accélérée et anarchique comme on la voit chez les cellules 

tumorales. Le ribosome est l 'unité fonctionnelle de la production protéique et est donc 

primordiale à l' obtention d'une croissance du type tumoral. 

En cancérologie, on étudie de plus en plus les mécanismes de régulation de la biosynthèse 

ribosomique en s' attendant ·à découvrir un facteur qui permettrait une décélération de celle­

ci et la suppression conséquente de la croissance chez les cellules cancéreuses. Par contre, 

étant donné que la biosynthèse des ribosomes est un processus exceptionnellement 

complexe, qui est finement et rapidement régulé en réponse à la disponibilité des 

nutriments et qui crée une demande énergétique et biosynthétique maj eure, il existe une 

panoplie de points où la régulation pourrait avoir lieu. De plus, quoique plusieurs 

mécanismes de régulation de la biosynthèse ribosomique aient été suggérés et étudiés, 

ceux-ci demeurent encore plutôt obscurs. 
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Des études récentes effectuées par Maclnnes et al (48) ont également démontré que des 

animaux portànt des mutations hétérozygotes pour certaines protéines ribosomiques étaient , 

incapable à stabiliser p53 , ce qui induisait le développement de tumeurs malignes des nerfs 

périphériques. Les protéines ribosomiques sont capables de se lier à l' inhibiteur de p53 , 

MDM2, ce qui résulte en la stabilisation de p53 (10, 13 , 46) ou encore la protéine 

ribosomique rpL26 est capable de se lier à l'ARNm de p53 et influencer son taux de 

traduction (95). L' idée que les protéines ribosomiques sont reliées à la stabilisation de p53 

n'est donc pas nouvelle. ' Sachant que p53 est muté chez environ 70% des cancers et que les 

cancers qui ne montrent pas de mutation chez p53 montrent souvent des défauts dans la 

chaîne de régulation ARF/MDM2 qui régule les niveaux de p53 (56), il serait intéressant de 

déterminer comment les protéines impliquées dans la biogénèse des ribosomes réussiraient 

à réguler le dosage de p53 dans la cellule et ce surtout dans des conditions de st,ress. Il 

pourr~it s' agir d'un moyen pour traiter les cancers chez lesquels on a toujours la forme 

sauvage de p53. 

1.1.2 La structure du ribosome 

Les ribosomes · sont des complexes ribonucléoprotéiques (RNP), c' est-à-dire qu' ils sont 

composés d'une combinaison de molécules protéiques et d' acides ribonucléiques. Autant 

chez les bactéries que chez les eucaryotes, ils assurent la traduction des ARNm en 

protéines (60) et certaines formes spécialisées de ribosomes sont même présents au niveau 

des mitochondries et des chloroplastes (60). On les retrouve soit libres dans le cytosol ou 

attachés à la membrane du réticulum endoplasmique. Chez les eucaryotes, ils ont un 

cœfficient de sédimentation de 80S et sont formés de deux sous unités: la petite (40S) et la 

grosse (60S) (28, 58). La grosse sous unité ribosomique est composée de trois molécules 

d'ARNr (ARN ribosomique): le 28S, le 5,8S et le 5S. Ces trois ARNrsont agencées autour 

de 49 protéines ribosomiques et forment le site catalytique du ribosome. De son côté, la 

petite sous unité ribosomique est constituée d'une seule molécule d'ARNr, le 18S, et 

d'environ 33 protéines ribosomiques (28, 58). Quoique le ribosome des bactéries soit très 

bien défini, plusieurs aspects du ribosome eucaryote restent encore à être caractérisés. 
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1.1.3 La régulation du ribosome 

Cette étude porte principalement sur les mécanismes régulant le nombre de ribosomes 

disponibles poùr la production protéique. Une cellule cancéreuse possède un taux de 

croissance élevé qui nécessite forcément un taux de synthèse protéique accrue et un plus 

grand besoin en ribosomes disponibles pour le maintenir. Afin d' augmenter leur nombre de 

ribosomes, les cellules n'ont que deux recours possibles : de ralentir le rythme de leur 

dégradation ou d'augmenter le rythme de leur biosynthèse. Par contre, les ribosomes sont 

des complexes d'une stabilité remarquable, demeurant actifs dans la cellule pendant des 

semaines, voire des mois, avant d ' être ciblés au protéasome pour la dégradation (59). Avec 

un taux de renouvellement aussi faible, il est évident que la cellule ne réussirait jamais à 

obtenir une accumulation de ribosomes et une augmentation de la synthèse protéique en 

diminuant la vitesse de dégradation des ribosomes. La seule option restante est donc 

d' augmenter leur vitesse de synthèse (59). Les ribosomes sont partagés entre les deux 

cellules filles lors des divisions cellulaires, conséquemment, afin de doubler son rythme de 

prolifération, une cellule doit quadrupler son taux de synthèse ribosomique. Par contre, le 

succès de la cellule à augmenter son rythme de croissance par une augmentation de son 

taux de synthèse ribosomique dépend de si oui ou non le nombre de ribosomes se trouvant 

dans la cellule en conditions normales est un facteur limitant de la croissance cellulaire 

(59). 

1.2 La biogenèse des ribosomes 

1.2.1 Le nucléole 

La biosynthèse des ribosomes est un processus comportant plusieurs étapes se déroulant à 

l' intérieur de différents compartiments de la cellule. Le tout débute au niveau du nucléole 

qui est une délimitation non membranaire distincte et prédominante du noyau (67, 81). 

Observé pour la première fois il a plus de 200 ans, il fut l'une des premières structures 

nucléaires à être identifiées (66, 81). Ce fut durant les années soixante du siècle dernier 

qu'on identifia sa fonction principale: la biosynthèse des ribosomes (28, 53, 66). Consistant 

en un regroupement très dense de molécules d'ARNr et de protéines ribosomiques autour 



4 

des gènes ribosomiques, l ' existence du nucléole est ultimement dépendante de cette 

fonction primaire (53 , 66, 67, 72). Grâce à sa densité moléculaire élevée, le nucléole est 

observable en microscopie électronique quand la cellule n ' est pas en division cellulaire. 

Chez les métazoaires, on peut y distinguer trois régions : le centre fibrillaire (FC), la 

composante fibrillaire dense (DFC) et la composante granulaire (GC) (figure 1). 

Cheutin et al. , Journal 0 cel! science, 2002 

Figure 1. Structure du nucléole. Image de microscopie électronique distinguant les trois 

régions du nucléole. DFC : Centre fibrillaire dense, FC :. Centre fibrillaire, GC : Centre 

granulaire. Tiré de Cheutin et collaborateurs (11). 

Chacune des régions nucléolaires a une composante d'ARNr et de protéines distincte qui 

correspond aux activités spécifiques du processus de transcription ou de maturation des 

ARNr qui s'y loge (67, 72). On détecte la PolI (ARN polymérase 1) et sa machinerie 

transcriptionnelle principalement dans le FC ce qui est en accord avec des études qui ont 

démontré que la transcription de l 'ADNr se passe à la limite du FC et du DFC (5 , 72, 81). 

Au niveau du DFC, on retrouve le précurseur des ARNr, les ARNr dérivant de celui.:.ci et 

les protéines et snoRNA (petits ARN nucléolaires) impliqués dans la maturation des ARNr 

(72). Finalement, le GC est principalement composé des ARNr matures et des protéines 

nécessaires à l ' assemblage des sous unités ribosomiques (5, 72). Le nucléole se dissocie à 
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l ' entrée en mitose et se reforme à la fin autour .d ' amas de répétitions de gènes ribosomiques 

nommés les régions organisatrices nucléaires (NOR). Un nucléole peut contenir plusieurs 

NOR (5, 28, 66, 72). 

La perception du nucléole est en pleine évolution dans le milieu scientifique. Souvent 

considéré comme une « usine» de la biosynthèse ribosomique n ' ayant aucune conséquence 

additionnelle au niveau du fonctionnement .cellulaire, le nucléole commence peu à peu à 

être reconnu comme un compartiment impliqué dans une grande gamme de fonctions (81 

99). Il fut récemment démontré par analyse protéomique que, chez les eucaryotes, plus de 

700 protéines peuvent se localiser au nucléole et on commence donc à lui attribuer 

plusieurs fonctions n ' ayant aucun rapport direct avec la biogénèse des ribosomes (1 , 81). 

Entre autres, le nucléole jouerait un rôle de senseur de stress cellulaire (65 , 75) et aurait 

également un rôle dans la régulation du cycle cellulaire (99), la différenciation des cellules 

souches du trophoblaste (49), la réplication des génomes viraux (81) et la régulation de la 

croissance et du cycle cellulaire des èellules souches (47, 97). Chez Arabidopsis, le 

nucléole aurait même des fonctions concernant l'exportation et la surveillance des ARNm 

(70). Par contre, la fonction principale du nucléole demeure celle de la biosynthèse des 

ribosomes. Au niveau clinique, on emploi même le fait que la taille du nucléole varie avec 

le potentiel prolifératif des cellules afin de prononcer des pronostics chez les patients 

atteints de cancer. Dans ce cas, un gros nucléole amène un mauvais pronostic parce qu' il 

reflète. un potentiel de prolifération élevé chez les cellules cancéreuses en question (16, 81). 

En cancérologie, le lien direct entre le nucléole, la biogenèse des ribosomes et le potentiel 

de prolifération des cellules cancéreuses est de grand intérêt (76). Pour cette raison, 

plusieurs équipes de recherche cherchent à mieux comprendre le nucléole et le processus de 

la synthèse ribosomique qu'il régit. La plupart des étapes de la biosynthèse ribosomique 

sont exécutées dans le nucléole en commençant par la transcription des gènes 

ribosomiques. 
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1.2.2 Les gènes ribosomiques 

L' ADNr est constitué de plusieurs répétitions en tandem de gènes ribosomiques dont la 

séquence fait environ 43 kb (kilobases). Dans un génome mammifère haploïde, on estime 

qu'environ 150-200 répétitions de gènes ribosomiques sont présentes aux constrictions 

secondaires des chromosomes acrocentriques, soient les chromosomes 13, 14, 15 21 et 22 

(59). L'ADNr autour de laquelle se forment les NOR est maintenue sous une forme 

condensée qui diffère de l'hétérochromatine typique de l'ADN chromosomique comprenant 

des nucléosomes. En fait, certaines études suggèrent qu' il n 'y ait pas de nucléosomes au 

niveau de l'ADNr en raison des patrons inhabituels observés après une digestion à la 

nucléase ou après l' intercalage au psoralène (25). On suggère que le mécanisme de 

condensation particulier de l' ADNr implique des modifications épigénétiques comme la 

méthylation de l'ADNr (22), la présence de l'histone de liaison Hl (25) ou encore la 

présence de protéines architecturales qui joueraient le rôle des histones de 

l 'héréochromatine traditionnelle (84). Il fut également suggéré qu'un homologue possible 

de l'histone Hl serait responsable d'empêcher la recombinaison de l 'ADNr chez la levure 

(44). Quoique des méchanismes de condensation de l'ADNr différants de ceux de l'ADN 

génomique en général ont été suggérés, jusqu' ici aucune observation ne permet de conclure 

que l 'hétérochromatine ribosomale diffère véritablement d ' autres hétérochromatines. Le 

mécanisme responsable de la condensation de l 'ADNr reste à être caractérisé mais on 

suppose que celui-ci jouerait aussi un rôle clé dans la détermination de la fraction des gènes 

ribosomiques qui seront activement transcrits (22, 84). Logiquement, l' état de condensation 

de l 'ADNr pourrait déterminer le niveau d'activité des gènes ribosomiques en empêchant 

l' accès des facteurs de transcription aux promoteurs ribosomiques (25). En fait, de plus en 

plus on pense que les gènes ribosomiques existent sous trois formes: une première 

maintenue inactive en permenance par la méthylation de l'ADNr (Gagnon-Kugler et Moss, 

résultats non-publiés) et la présence d'histones (55), une deuxième non méthylée qui porte 

une protéine architecturale (UBF) promouvant la transcription active et continuelle des 

gènes (9, 55) et finalement une troisième forme alternant entre un état de transcription actif 

et supprimé. En phase G 1, seule la moitié des NOR est activement transcrite tandis que le 

reste est maintenu silencieux (59). Le nucléole se forme autour des NOR actifs ainsi 

qu' autour des NOR inactifs de façon non sélective. On distingue les NOR actifs des NOR 
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inactifs par la conformation ouverte permissive versus la conformation fermée réfractaire 

de l'ADNr respectivement (22) ainsi que par la présence des protéines de la machinerie 

transcriptionnelle de la PolI exclusivement chez les FC des NOR actifs (5 , 72, 74, 81). 

Une unité de répétition du gène ribosomique est constituée premièrement d 'une région qui 

est transcrite pour donner le précurseur des ARNr matures 18S, 28S et 5,8S de 5' à 3' 

respectivement (figure 2) (21 ). À l' intérieur de cette région, les sections correspondant aux 

ARNr matures sont intercalées par des «internai transcribed sequences » (ITS) et les 

séquences des ARNr 18S et 5,8S sont flanquées par des « external transcribed regions » 

(ETS) en 5' et 3' respectivement. Ces séquences créent une structure tridimensionnelle 

dans l' ADNr qui est essentielle à la reconnaissance et à l'exécution des fonctions 

d'enzymes impliqués dans la maturation des ARNr. La transcription de cette région du 

gène ribosomique est gérée par le promoteur ribosomique qui se trouve en amont. Le 

promoteur ribosomique s'étend de la position -167 à la position +6 du gène par rapport au 

site d' initiation de la transcription. Les séquences des promoteurs ribosomiques diffèrent 

beaucoup d'un groupe taxonomique à l' autre. Par contre, la majorité des promoteurs 

ribosomiques contient deux éléments fonctionnels qui demeurent d 'une espèce à l' autre 

quoique pas toujours 100 % homologues: le «proximal core promotor» (CP) et le 

« upstream control element » (UCE) (59). L' initiation de la transcription in vivo dépend de 

l' intégrité de ces deux séquences ainsi que de l' espace qui les sépare (25). Chez les 

mammifères, le UCE se situe entre les positions -167 et -50 et le CP entre les positions -31 

et +6. L' altération de la longueur de la séquence séparant les deux éléments affecte 

l ' efficacité du promoteur (77). L' importance du positionnement physique juste de ces 

éléments du promoteur pourrait être expliquée par leur interaction simultanée avec le 

« Upstream Binding Factor» (UBF). Selon les hypothèses actuelles, UBF est un facteur 

architectural qui interagirait à la fois avec le CP et le UCE pour former une structure 

tridimensionnelle , facilitant le recrutement et la stabilisation du complexe d' initiation de la 

transcription PolI à l 'ADNr (87). Ce rôle d'UBF dans l' initiation de la transcription 

ribosomique sera discuté plus loin au cours du mémoire. 



8 

En aval de la région transcrite du gène ribosomique et s ' étendant jusqu'au promoteur de la 

prochaine répétition se trouve une région non transcrite d ' environ 30 kb dénommé 

l' espaceur intergénique (<< intergenic spacer », IGS) (57). Le IGS est essentiel pour la 

transcription ribosomique efficace (15). Le IGS contient une panoplie de séquences qui 

gèrent la transcription des gènes ribosomiques par des interactions avec le promoteur ou 

encore assurant des fonctions clés comme l' ouverture de l'ADNr pour l' initiation ou la 

terminaison de la transcription. On y retrouve les régions promotrices (<< erihancer »), le 

promoteur de l' espace intergénique (<< spacer promoter»), une origine de réplication 

intergénique (58), des séquences barrant la fourche de réplication pour éviter la 

transcription bidirectionnelle de l' ADNr (19) et les terminateurs de la transcription 

ribosomique et intergenique (21). Il Y a de la transcription qui est effectuée à l' intérieur de 

l' espace intergénique (14) dont la fonction reste inconnue à ce jour. 

5' 45S rDNA repeal 45S rDNA rcpcat 3' 

45 .Dl'\i\ 

peol 

SPOCer 455 rDNA 
Promoler Plomoter 

Hannan et al.. Frontiers of Bioscience. 1998 

Figure 2. Représentation schématique d'une répétition du gène ribosomique. ETS: 

External transcribed region, ITS: Internai transcribed region. Tiré de Hannan et 

collaborateurs (25). 
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Chez les mammifères, les terminateurs de la transcription ribosomique, nommés les « SaI 

box », sont typiquement des motifs de 17 paires de bases (Pb) qui sont associés à la 

terminaison de la transcription (25). Ces séquences sont des sites de liaison spécifiques 

pour le «transcription termination factor» (TTF -1) qui cause l ' arrêt du cheminement du 

complexe d ' élongation de la PolI (19). Un amas de dix « SaI box» en 3' du dernier ETS de 

la région transcrite forme les « downstream promoter terminator elements » (T 1-Tl 0) . Ces 

« SaI box» , de concert avec une séq':lencé riche en thymidine se trouvant en amont des SaI 

box ainsi qu' avec une protéine transactivatrice (32), assurent la terminaison de la 

transcription déclenchée à la position + 1 et dépendant du promoteur ribosomique (25). En 

amont du promoteur ribosomique, on retrouve une séquence unique de 13 pb qui est 

également un « SaI box» et qu'on a dénommé le « promoter proximal terminator element » 

(To). Le. To s' étenq entre les positions -180 et -167, directement en 5 ' du promoteur 

ribosomique et agit comme terminateur des transcrits provenant du promoteur de 1 espace 

intergénique (25 , 58) (figure 2). La fonction des transcrits provenant de la transcription 

intergénique demeure inconnue. Malgré les fonctions traditionnelles de terminateurs que 

l' on attribue aux « SaI box », il semble de plus en plus évident que le T 0 a une multitude de 

fonctions de par son interaction avec TTF-I plutôt que de jouer exclusivement le rôle de 

terminateur de la transcription (25 , 61 , 92). Le rôle des fonctions de TTF-I dans la 

transcription ribosomique demeure encore quelque peu flou. Les nombreuses fonctions de 

TTF-I seront discutées plus loin. 

1.2.3 La transcription ribosomique 

La transcription ribosomique consiste en la synthèse de l' ADNr et la formation 

conséquente du précurseur des ARNr: l'ARN 47S. Il s' agit de l'étape initiale de la 

biosynthèse des ribosomes. Combinées, la transcription et la maturation des ARNr 

requièrent une énorme quantité d'énergie et de ressources et nécessitent la participation et 

la régulation · coordonnée de trois machineries transcriptionelles. Premièrement, la · 

machinerie . de la PolI est responsable de la transcription de l' ADNr pour synthétiser le 

précurseur des ARNr (pre-ARNr : 47S chez les mammifères, 35S chez la levure). Chez la 

levure, la transcription catalysée par la PolI compte pour environ 60% de l'activité 
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transcriptionelle totale de la cellule (55) et les ARNr constitue environ 80% des ARN 

stables totaux (58). Deuxièmement, l ' ARN polymérase II (PolII) catalyse la transcription 

des ARN messagers (ARNm) qui codent pour les protéines ribosomiques ainsi que certains 

facteurs non ribosomiques nécessaires pour la biosynthèse des ribosomes (8). Et, 

finalement, l'ARN polymérase III (PolIII) catalyse la transcription de l ' ARNr 5S et des 

« small nucleolar RNAs » (snoRNA) qui guident les maintes étapes de clivage du pre­

ARNr lors de la maturation des ARNr en promouvant la reconnaissance de certains sites de 

clivage par les enzymes catalytiques (102). 

Le taux de synthèse des ARNr est lié à la croissance et la prolifération cellulaire (90). En 

fait, plusieurs processus physiologiques nécessitent une variation du rythme de croissance 

cellulaire qui est accompagnée d'une variation du taux de transcription ribosomique et de la 

grosseur et du nombre de nucléoles présents dans le noyau: la régénération d 'organes (17), 

la différenciation cellulaire (91 , 104), l'hypertrophie (27), le vieillissement (6) ou encore la 

carence en nutriments (23). Conséquemment, si dérégulée, la transcription ribosomique 

peut jouer un rôle clé dans le déyeloppement de pathologies hyperplasiques comme le 

cance~. La réponse du cycle cellulaire face à une variation du taux de synthèse de l ' ARN 

47S est d 'une telle rapidité que l ' on qualifie les gènes ribosomiques de gènes à réponse 

rapide ou IEG (<< Immediate Early Genes ») (90), comme c-myc, c-fos, c-jun et d ' autres 

encore. La transcription ribosomique comporte trois étapés : l' initiation, l' élongation et la 

terminaison. La régulation du mécanisme est surtout obtenue en modérant la vitesse 

d ' exécution de l ' initiation et l'élongation (58) d ' où l' importance de définir les protéines 

impliquées lors de chacune de ces étapes et leurs fonctions. 

1.2.3.1 L' initiation de la transcription ribosomigue 

L ' initiation de la transcription est considérée comme l' étape limitante de la synthèse de 

l 'ARN 47S et, conséquemment, l ' étape la plus apte à jouer un rôle dans la régulation du 

taux de biogenèse ribosomique (61). Cependant, la vitesse d'élongation de la PolI. sur 

l 'ADNr est également un mécanisme ciblé pour obtenir une régulation du taux de synthèse 

des ARNr (84). 
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L' initiation de la transcription dépend premièrement de la formation du complexe de pré 

initiation (PIC) consistant ~n UBF sous forme de dimères et du complexe d' initiation 

« selectivity factor 1 » ou SL1 (58). La liaison d'UBF au CP et au UCE du promoteur était 

considérée comme la première étape de l' initiation de la transcription ribosomique (60) 

mais, plus récemment, ceci fut remis en question (18, 58). Le model originalement décrit 

suggérait que la structure UBF/promoteur était permissive au recrutement du complexe SL1 

et surtout à la stabilisation du PIC sur le promoteur (3 , 33 , 34). L ' interaction entre le dimère 

UBF et le promoteur permettrait le pliage d ' environ 140 pb d 'ADNr dans une boucle de 

360 degrés et la formation d' une structure tridimensionnelle nommé l ' enhancesome (87) . 

(figures 3A et 3B). Cette structure pourrait expliquer par quel moyen le complexe SL1 est 

capable de se lier à la fois aux deux éléments UCE et CE (2, 88). En fait, il fut démontré 

qu'une surexpression d 'UBF est suffisante pour voir une augmentation de la transcription 

ribosomique (26, 90). Le complexe SL1 est composé de la TBP (<< TATA-box binding 

protein ») et de trois TAF (<< TBP-associated factors ») qui, chez l' humain, sont nommés 

TAF48, TAF63 et TAF110, d' après leurs masses moléculaires respectives (58, 77). La 

formation du PIC, donc le recrutement du complexe SL1 au promoteur, est permis par la 

phosphorylation de la queue C-terminale acidique d 'UBF. Cette phosphorylation est 

reconnue par le complexe SL 1 qui est ainsi recruté au promoteur (98). Suite à la 

stabilisation du PIC sur le promoteur, il y a recrutement du complexe PolI par une 

interaction entre UBF et PAF53 (<< polymerase associated factor 53 ») et formation du 

complexe d' initiation (54). L' interaction entre UBF et PAF53 est modulé par l ' acétylation 

d'UBF (54). 

Le complexe de la PolI se compose de 12 à 14 sous unités dont PAF53, RPA43 (<< RNA 

.polymerase l subunit A43 »), et Rrn3 , un facteur d' initiation spécifique à la PolI et 

homologue aux facteurs TIF-lA (<< transcription initiation factor lA ») chez la souris et 

Rrn3p chez l 'humain et la levure (58). Rrn3 interagit directement avec le complexe de la 

PolI et est essentiel à l'initiation de la transcription par PolI (58, 79). L'association de Rrn3 

avec la polymérase est déterminante de la capacité du complexe d'effectuer l'initiation de 

la transcription et dépend de la phosphorylation de Rrn3 même (58, 79). En fait, on 

retrouve deux formes du complexe PolI: une forme compétente à l ' initiation associée avec 
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Rrn3 , et une forme non compétente à l'initiation non associée à Rrn3 (58). Une fois 

l ' initiation effectuée et l ' élongation entamée, Rrn3 est relâché du complexe qui devient 

alors un complexe d' élongation plutôt qu'un complexe d ' initiation. Par contre, le 

relâchement de Rrn3 du complexe PolI n ' est pas essentiel au déroulement normal de 

l'élongation (58). 

1.2.3.2 L' élongation de la transcription ribosomique 

Une fois que le complexe de la PolI est en cours d' élongation, sa vitesse peut être modulée 

par certains éléments liés à l'ADNr qui influent sur la structure de la chromatine aux 

niveaux des gènes ribosomiques (58). UBF est un tel ~lément. Quoique reconnu pour son 

rôle dans la stab.ilisation du PIC, UBF se lie sur toute la longueur du gène ribosomique et il 

y a donc formation de l ' enhancesome au niveau des gènes ribosomiques entiers de façon 

non spécifique (64). La présence de l'enhancesome sur l 'ADNr inhibe l'élongation de la 

transcription (84). Par contre, la phosphorylation par ERK (<< external signal-regulated 

kinase ») des boîtes HMG 1 1 et 2 d 'UBF empêche leur intéraction avec l'ADNr et donc le 

pliage efficace et complet de l' enhancesome. Le dépliage de l' enhancesome permet le 

passage de la PolI sur les gènes ribosomiques (84) (figure 3C). Conséquemment, la 

phosphorylation ERK d'UBF est un mécanisme de régulation de la vitesse d 'élongation de 

la transcription ribosomique. 

1.2.3.3 La terminaison de la transcription ribosomigue 

Il est premièrement important de noter que, jusqu'ici, le processus de terminaison de la PolI 

a seulement été analysé par expérimentation effectuée in vitro. 

La terminaison de la transcription par la PolI se déroule de manière semblable à celle de la 

transcription par la PolII. Cpendant, la terminaison par la PolII est souvent associé à un 

clivage autocatalytique ou encore à une activité exonucléasique suite au' clivage au niveau 

de la queue polyA et au relâchement du pré-mRNA, ce qui n'est pas le cas pour la PolI (35 , 

103). La terminaison de la transcription ribosomique est exécutée en trois étapes: l 'arrêt du 
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complexe PolI, le relâchement du complexe PolI et du nouveau transcrit, et finalement, une 

étape primaire de la maturation de l' extrémité 3' de l' ARN 47S (38). Comme décrit plus 

tôt, les 10 séquences « SaI box» coinposant le terminateur de la transcription ribosomique 

le T 1-T 10, se situent en aval de la région correspondant au précurseur des ARNr. Lors de la 

terminaison par la PolI, on a premièrement la liaison d'un facteur de terminaison à la 
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Stefanovsky et collaborateur (83). 
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séquence terminatrice T1-T10, ce qui induit l' arrêt sur le brin d' ADNr mais pas le 

détachement du complexe PolI. La deuxième étape de la terminaison requiert l' action d'un 

facteur protéique, le « polymerase and transcript release factor» (PTRF), et d'une séquence 

encadrante riche en thymidine qui se trouve en amont de l' élément teIininateur T 1-T 10. Le 

recrutement de PTRF se fait par une interaction avec la grande sous unité du complexe PolI 

et après l' arrêt de celle-ci au niveau du site de liaison de TTF-I (50). PTRF induit alors le 

détachement du complexe PolI de l'ADNr ainsi que le relâchement de l'ARNr 

nouvellement synthétisé (32). La maturation de l 'ARN 47S débute pendant l' élongation 

donc alors que celui-ci est en cours de synthèse. Cette observation mena à la démonstration 

que le déroulement même de l' élongation de la transcription PolI (pauses et relâchements 

spécifiques) a un rôle à jouer dans l' exécution efficace du processus de maturation des 

ARNr (80). Comme mentionné plus haut, chez la souris, le facteur se liant au terminateur 

T]-T10 est TTF-I et le facteur du relâchement de la polymérase et de l'ARNr est PTRF (31 

50). PTRF orchestre le désengagement du complexe de la PolI de l'ADNr en conjonction 

avec une séquence encadrante riche en thymidine. Ce mécanisme de terminaison est 

conservé chez la levure où l' orthologue de TTF -l serait Reb 1 (51). 

1.2.4 La maturation des ARNr 

La maturation des ARNr est le processus par lequel le 'précurseur des ARNr, l' ARN 47S, 

subit une multitude de . clivages exonucléasiques ainsi qu'endonucléasiques pour former 

trois ARNr matures: le 18S, le 28S et le 5,8S. Cette transformation de l'ARN 47S est 

catalysée par plusieurs complexes snoRNAIprotéines (snoRNP). Comme mentionné ci­

dessus, la maturation de l' ARN 47S débute lorsque celui-ci est encore en cours de synthèse, 

pendant l' élongation catalysée par la PolI, et le processus de maturation efficace des ARNr 

est en quelque sorte dépendante du déroulement de l'élongation de la transcription (80). Par 

contre, une fois l' élongation et la terminaison de la transcription ribosomique effectués et le 

47S relâché dans le DFC du nucléole, les étapes majeures de la maturation consistent en 

deux clivages consécutifs. Il y a d' abord le clivage initial de l'ARN 47S qui a lieu dans le 

DFC et résulte en la formation de l'ARN 18S et d'un deuxième précurseur, l'ARN 32S. 

Ces deux ARNr sont alors transférés au Ge où l' ARN 32S subit un deuxième clivage 
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probablement catalysé par la protéine ribosomique B23, pour former le deuxième et le 

troisième ARNr matures, soit les ARN 5,8S et 28S,. Le quatrième et dernier ARNr, l'ARN 

5S, est synthétisé en périphérie du nucléole par la PolIlI. Il est ensuite importé dans le 

nucléole et assemblé avec les ARN 5,8S et 28S et environ 49 protéines ribosomiques pour 

former la grande sous unité ribosomique : la 60S. De son côté, l'ARN 18S est assemblé 

avec environ 33 protéines ribosomiques pour former la petite sous unité ribosomique : la 

40S. Les deux sous unités ribosomiques sont ensuite exportées du nucléole jusqu'au 

cytoplasme par des mécanismes indépendants et sont finalement assemblés pour former un 

ribosome fonctionnel (figure 4) (5). 

La description ci-dessus du processus de maturation des ARNr n'est pas exhaustive parce 

qu'elle ne comprend pas toutes les étapes du processus qu' on pourrait considérer mineures. 

Une description plus exhaustive de la maturation des ARNr est représentée sous dans le 

schéma de la figure 5. 
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Figure 4. Déroulement de la biogenèse ribosomique à travers les différents compartiments 

nucléolaires. La transcription se fait en périphérie du FC et DFC, les clivages majeurs sont 

effectués dans le DFC et l'assemblage se fait au niveau de GFC. 
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Figure 5. Maturation des ARNr. 

Représentation schématique des étapes de la 

maturation des ARNr incluant les étapes 

secondaires. Tous les précurseurs et les divers 

sites de clivage sont indiqués. Tiré de 

Sugimoto et collaborateurs (93). 

1.3 La régulation de la biosynthèse ribosomique 

La vitesse de production des ribosomes est en corrélation directe et rapide avec la vitesse de 

croissance et de prolifération des cellules (42). Il est donc évident que des maladies 

d'hyperprolifération cellulaire, tel le cancer, pourraient impliquer des mécanismes de 

régulation de la biosynthèse ribosomique. La régulation de la production de ribosomes peut 

théoriquement se faire au niveau de la transcription ribosomique, de la maturation des 

ARNr ou de l'assemblage et du transport des sous unités ribosomiques (42, 58, 85). Ces 

différents processus peuvent être gouvernés par la modulation des niveaux d'expression, 

des modifications post traductionnelles ou du transport de facteurs qui leurs sont 

nécessaires (figure 6) (42). 

Quoiqu'il y ait plusieurs étapes pouvant jouer un rôle dans la régulation de la biogenèse 

ribosomique, le processus est surtout gouverné par la modulation de la vitesse de 

transcription (25, 42). Ce type de régulation implique forcément, soit une modulation du 

nombre de gènes ribosomiques activement transcrits, soit une augmentation ou une 
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diminution la vitesse d ' initiation ou d ' élongation de la transcription par PolI (25 , 42, 85). 

En fait, la régulation de la vitesse de synthèse de l' ARN 47S semble dépendre énormément 

du remodelage de la chromatine qui contrôle l ' accessibilité de l ' ADNr par des mécanismes 

variables (55 , 62). 

Comme les gènes ribosomiques sont très nombreux, seul environ la moitié de ceux -ci sont 

activement transcrits alors que l ' autre moitié est maintenue supprimée par une structure 

chromatinienne condensée (58, 62). Conséquemment, en théorie, des changements dans la 

structure chromatinienné pourraient mener à l ' ouverture de gènes auxquels les facteurs de 

la machinerie transcriptionnelle de la PolI n' avaient pas accès auparavant. Il y a alors plus 

de gènes ouverts à la transcription et plus de production d ' ARN47S (25, 58). Par contre, le 

nombre des gènes actifs ne varie ni après une stimulation de la croissance cellulaire par le 

EGF (<< endothelial growth factor »), ni après une activation directe de Raf (<<Ras-associated 

factor ») et hyperacétylation de la chromatine ni après une inhibition de la signalisation de 

la MAP-kinase (85). La régulation de la synthèse des ARNr ne semble donc pas se faire 

par une variation du nombre de gènes- ribosomiques activement transcrits quoique l ' inverse 

fût suggéré pour des cellules en phase de différenciation (H annan , R. , communication 

personnelle ). 

Le remodelage de la chromatine peut également contrôler l ' initiation et l ' élongation de la 

transcription ribosomique en limitant ou promouvant l' accès des facteurs de la machinerie 

PolI aux promoteurs ribosomiques ou aux gènes ribosomiques entiers. Par son interaction 

avec le terminateur To, TTF-I est capable de recruter des complexes tels NoRC et HDAC 

qui sont capables d ' induire des modifications du degré de condensation de la chromatine au 

niveau des promoteurs ribosomiques (41). Au niveau de la régulation de l ' élongation, des 

dimères d 'UBF forment des enhancesomes le long des gènes ribosomiques qui nuisent au 

passage de la PolI (87). Par contre, lorsque UBF est phosphorylé par ERK au niveau de la 

boîte HMG 1 1 et 2, la structure de l' enhancesome est dépliée et le passage de la PolI est 

facilité. Il s' agit alors d ' un moyen de contrôler le passage du complexe PolI sur le l 'ADNr 

et conséquemment la vitesse d'élongation de la transcription ribosomique 
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Figure 6. Mécanismes potentiels de la régulation de la biogel1èse ribosomique à travers les 

compartiments de la cellule. Tiré de Leary et Huang (42). 

(83 , 87). Il s'agit là de seulement un de plusieurs mécanismes de régulation de la synthèse 

de l' ARN 47S par des modifications post traductionnelles d'UBF et le remodelage de la 

chromatine (69). 

Étant donné l' implication d'UBF et de TTF-I dans la régulation du taux de synthèse de 

l'ARN 47S et, conséquemment, dans la vitesse de biosynthèse ribosomique, j 'ai étudié ces 

deux facteurs de transcription par deux approches indépendantes: l' inactivation génique et 

l' interférence à l' ARN. Dans les prochains chapitres, mes démarches expérimentales ainsi 

que mes résultats et conclusions seront présentés. Par contre, une introduction couvrant ce 
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qui est connu concernant les facteurs de transcription ribosomique UBP et TTP -l ainsi que 

les axes de recherches entreprises dans le cadre de mes études à la maîtrise précédera les 

démarches expérimentales. 

1.4 UBF 

1.4.1 Structure 

UBP est une protéine nucléolaire appartenant à la famille des protéines à boîtes HMGB 

(<< High-mobility group box B» également nommés HMG-I) (33). Les protéines 

appartenant à cette famille sont capables de se lier à l'ADN et moduler. sa structure (29) et 

sont conséquemment nommées des protéines architecturales de l'ADN (96). Leur capacité 

de plier l'ADN, de juxaposer des séquen~es de contrôle et de faciliter le remodelage des 

nucléosomes suggère qu'elles jouent un rôle dynamique dans l'organisation de la 

chromatine (96). 

UBP porte six boîtes HMGB dont seules les trois premières en partant de l'extremité N­

terminale sont nécessaires au pliage de l'enhancesome (88). UBP à un domaine de 

dimerisation en N-terminal et une queue C-terminal acidique. Le domaine de dimerisation, 

comme son nom l' indique, est essentiel pour la dimerisation de la protéine, ce qui est 

nécessaire pour la formation efficace de l' enhancesomè sur l'ADNr (89). Conséquemment, 

le domaine de dimerisation et les trois boîtes HMGB N-terminales sont nécessaires et 

suffisants .pour obtenir la structure de l'enhancesome sur l'ADNr (34, 52, 94). De l'autre 

côté, la queue acidique en C-terminale, lorsque phosphorylée, est reconnue par certaines 

protéines et permet le recrutement de complexes, ~el SL 1, lors de l' initiation de la 

transcription (98) (figure 7). Il existe deux isoformes de la protéine, UBFl de 97' kDa et 

UBP2 de 94 kDa. Ces deux formes résultent d'un épissage alternatif et diffèrent l'une de 

l'autre due à une délétion dans UBP2 de 37 acides aminées dans le deuxième motifHMGB 

(40, 63). Comme ce domaine est essentiel à l'activité de liaison à l'ADN ainsi qu'à 

l'activité transcriptionnelle d'UBP, il s'agit d'une différence structurelle qui détermine la 

fonction de la protéine (26, 40, 86). 
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Figure 7. Structure d'UBF. On y voit les 6 boîtes HMGB ainsi que le domaine de 

dimérisation en N -terminal et la queue acidique en C-terminal. Les boîtes HMGB 1 à 3 sont 

nécessaires pour le pliage de l' enhancesome tandis que seules les boîtes 1 et 2 sont 

nécessaires à la liaison à l' ADNr. Le domaine de dimérisation est essentiel à la formation 

de l' enhancesome et la queue acidique est importante pour le recrutement du complexe SL 1 

au promoteur. En vert on voit la région dont la présence ou l' absence dépend de l' épissage 

alternative. 

1.4.2 Fonctions 

Les rôles attribués à UBF, comme décrit plus haut, sont ceux d'amplificateur ou 

de « enhancer» de l' initiation et de l'élongation de la transcription ribosomique. La 

structure de l' enhancesome au niveau des promoteurs promouvoit le recrutement de SL 1 et, 

répartie tout le long des gènes, il détermine fort probablement . s' ils sont activement 

transcrits et régule l' élongation de la PolI. En fait, une simple surexpression de UBF résulte 

en une augmentation de la transcription ribosomique (27). UBF est impliqué dans un très 

grand nombre de mécanismes de réponse aux facteurs de croissance. Par exemple, il est un 

joueur clé dans la régulation la synthèse de l'ARN 47S en réponse à des variations dans la 

vitesse de croissance cellulaire et du besoin protéique (58). 

Grâce à maintes études effectuées in vitro, il a été démontré que UBF est capable d ' activer 

la transcription par la PolI in vitro au niveau de la pré-initiation (34) 011 encore au niveau du 

relâchement du promoteur (68). Il a également été démontré qu'UBF peut lever la 
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suppression de la transcription découlant de la présence de l'histone Hl sur l'ADNr (39). Et 

puis, finalement, Smith et collaborateurs (82) ont mis en évidence qu'UBF n'est pas 

necessaire pour la transcription in vitro (82). Aussi, UBF à une capacité de se lier à presque 

n' importe quelle séquence d'ADN de façon non spécifique grâce à ces six boîtes HMGB 

(12, 43). Ces deux caractéristiques d'UBF font douter de la validité des résultats obtenus 

par expérimentation effectuée in vitro. En fait, il fut démontré qu'UBF n'était pas 

nécessaire au recrutement du complexe SL 1 sur le promoteur ribosomique et que c'était 

même SL1 qui jouait le rôle de stabiliser UBF sur l'ADNr en induisant une structure 

tridimentionelle dans l'hélice d'ADNr qui aurait plus d'affinité pour UBF (18). Cette 

hypothèse concorde avec le fait qu'UBF se lie de façon non spécifique à l'ADNr car si son 

rôle primordial était le recrutement de SL1 au promoteur, on aurait cru y voir une certaine 

spécificité à la liaison aux promoteurs ribosomiques. 

1.4.3 Régulation 

La modulation de l' activité d'UBF est effectuée autant par des modifications post 

traductionnelles que par la régulation du niveau de la protéine. 

Les niveaux d'UBF peuvent être contrôlés en modulant le niveau de traduction de son 

ARNm. Un mécanisme connu pour contrôler l'expression d'UBF est celui des facteurs de 

transcription de la famille MAX. Cette famille regroupe des protéines du type bHLH -Zip 

(<< basic helix-loop-helix leucine zipper») qui s'associent en homodimers ou en 

hétérodimers pour compétitionner pour leurs sites de liaison et soit supprimer ou stimuler 

l' expression des gènes cibles selon la nature du di mer formé (20). L'inhibiteur MAD 1 et 

l'activateur c-Myc s' antagonisent et compétitionnent pour former des hétérodimers avec 

MAX et affectent le niveau d'expression d'UBF ainsi que le niveau de transcription de 

l'ADNr (71). 
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Du côté des modifications post traductionnelles, UBF est phosphorylé par ERK (90) mais 

aussi par les complexes cyclinDl/CDK4 et cyclinE/CDK2 ainsi que par la caséine kinase II 

(CK2) et S6Kl (24, 98, 100, 101). Lorsque UBF est phosphorylé par ERK au niveau de ses 

boîtes HMGB 1 et 2, la structure de l' enhancesome est compromise et l' élongation en 

profite (89). La phosphorylation par CK2 facilite la stabilisation du complexe SL 1 sur le 

promoteur ribosomique (45). De plus, l' acétylation des deux premières boîtes N-termÎnales 

HMGB d'UBF par le recrutement de CBP (<< CREB-binding prote in ») semble également 

être un mécanisme de régulation de la transcription ribosomique. Cette acétylation module 

la capacité d'UBF de recruter le complexe PolI au site d' initiation en permettant son 

interaction avec PAF53 (54). UBF peut également recruter la protéine de pRb 

(<< retinoblastoma protein ») (7) ce qui induit sa désacétylatiori et l' inhibition du 

recrutement de la PolI au promoteur (69). Par le biais de recrutement compétitif, CBP et 

pRb déterminenent l'état d' acétylation dUBF et son interaction avec PAF53 (54, 69). 

Étant donné l' importance d'UBF dans le cadre de l' initiation et de l' élongation de la 

transcription ribosomique, depuis longtemps on présume que cette protéine est absolument 

nécessaire pour la survie cellulaire. Par contre, il existe des données qui suggèrent qu'UBF 

n'est pas nécessaire à l'initiation de la transcription (Hannari, communication personnelle) 

et à la survie cellulaire (Sanij et collaborateurs, manuscrit sous révision). Afin d'obtenir une 

réponse définitive à la question de la nécessité d'UBF au niveau cellulaire ainsi qu'au 

niveau de l' organisme, nous avons entrepris la génération d'un modèle murin d' inactivation 

conditionnelle du gène codant pour UBF. 

1.5 TTF-I 

1.5.1 Structure 

Il est important de noter que tout ce que l'on connaît sur TTF-I à ce jour dérive d'analyses 

expérimentales exécutées in vitro. 
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Le facteur de terminaison de la transcription ribosomique, TTF-I, est une protéine de 859 

acides aminés. On y trouve deux domaines de liaison à l'ADN en son extrémité C­

terminale. Ce type de doublet de domaines de liaison à l'ADN a premièrement été observé 

dans la protéine c-myb et c' est pour cette raison qu' ils sont nommés «myb-like 

domains »(62). Comme toutes les fonctions de TTF-I dépendent de la capacité de la 

protéine de se lier à l'ADN et plus spécifiquement aux séquences « SaI box » de l'ADNr 

ces « myb-like domains » sont absolument essentiels au bon fonctionnement de la protéine. 

De l' autre côté, en N-terminal de TTF-I, on retrouve un domaine nommé NTRD pour « N­

Terminal Repression Domain »(62). Lorsque la structure de TTF-I est replié sur elle-même, 

le NTRD recouvre les domaines de liaison à l 'ADN et inhibe la liaison de l'extrémité C-

terminale aux séquences « SaI box» du gène ribosomique. De par ce mécanisme, TTF -1 

peut s'offrir un certain niveau d ' autorégulation (figure 8). TTF-I est majoritairement 

nucléolaire mais se trouve également dans le nucléoplasme et le cytoplasme à des niveaux 

plus faibles (62). 

Autorépression 

NRD 

1 t 210 445 550 , 639 666 732 

~ / 
1 

TIP5 PCAF 

859 

(Nore) ARF DBDI DBD2 
,Figure 8. Structure de TTF-I. On voit les « myb-like domains » (DBDI et DBD2) en C­

terminal ainsi que le domaine d' auto-répression en N-terminal (NRD) qui peut se replier 

sur les domaines de liaison à l'ADN et empêcher la protéine d'accomplir ses fonctions 

dépendantes de la liaison à l'ADN (62). On voit également les sites d' interaction avec 

TIP5 , un membre du complexe de remodelage de la chromatine NorC capable d' induire la 

fermeture de la chromatine (62, 78, 92), PCAF, une histone acétyle transférase capable 
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d' induire l'ouverture de la chromatine (78), et ARP (<< altemate reading frame protein »), 

un suppresseur de tumeur connu pour son implication dans la stabilisation de p53. 

1.5.2 Fonctions 

Les fonctions qui ont étés attribués à TTF-I impliquent qu' il s' agirait à la fois de la protéine 

capable d' induire la terminaison de la transcription de la PolI et de remodeler la chromatine 

ribosomique. Comme décrit ci-dessus, la terminaison de la transcription se fait lorsque la 

PolI pause après son entrée en contacte avec TTF -1 lié au terminateur T 1-TI o. Il semblerait 

que TTF-I soit capable simultanément d' exercer une activité antihélicase pour empêcher la 

collision entre les fourches de réplication et de transcription (73). Il Y a alors recrutement de 

PTRP par son interaction avec la grande sous-unité du complexe PolI pour induire le 

relâchement du transcrit et du complexe de la PolI de l '"ADNr. Il s'agit là de la fonction 

classique de TTF-I, d'où il tire son nom. La fonction de remodèleur de chromatine attribuée 

à TTF -1 dépend de sa liaison avec la séquence terminatrice de la transcription, le T 0, qui se 

situ directement en amont du promoteur ribosomique. Après s'être lié au T 0, TTF -1 est 

capable de recruter le complexe NoRC (<< nucleolar remodeling complex ») qui serait le 

remodèleur de chromatine responsable du «silencing» d'environ la moitié des gènes 

ribosomiques (78, ?2). De par le recrutement de DNMT1/3 (<< DNA méthyltransférase ») 

ou de HDAC1 (<< histone déacétlylase »), NoRC induit l'hyperméthylation de l'ADNr et 

l'hypo-acétylation des nucléosomes avoisinants et diminue grandement l' accès des facteurs 

de transcription au promoteur ribosomique (78). Par contre, TTF-I peut également recruter 

PCAF (<< p300/CBP-associated factor »), une histone acétyltransférase qui induit la 

décondensation de la structure chromatinienne au niveau du promoteur ribosomique et qui 

augmente l'exposition de ce dernier aux factèurs de transcription ribosomique (61). TTF -1 

est donc capable d' induire autant la condensation que la décondensation de la structure 

chromatinienne au niveau du promoteur. Par contre, ce qui détermine si TTF-I induira la 

condensation ou la décondensation de la chromatine reste encore à être élucidé. 

1.5.3 ARF 
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Il fut récemment démontré que TTF-I interagit avec ARP (<< alternate reading frame 

protein ») (Lessard et Ivanchuck, communications personnelles, figure 9). 

publiées fournies par Frédéric Lessard. 

+ 

+ 

Figure 9. Co-immunoprécipitation 

démontrant l ' interaction TTF-I/ARF. 

La forme pleine longueur de TTF-I 

interagit avec la forme pleine 

longueur d' ARP (pui ts 4) ainsi 

qu' avec une forme tronquée de 14 

acides aminés en N-terminale (puits 

5). Cette expérience fut effectuée 

dans des cellules 293T. Données non 

Le gène codant pour ARP est reconnu comme étant un supresseur de tumeur dont le produit 

protéique module la stabilisation de p53 par une interaction avec l 'ubiquitine ligase MDM2 

(<< murine double minute ») (105). Par contre, en conditions normales, p53 est ubiquitiné 

par MDM2 ce qui provoque sa dégradation et sert à maintenir son niveau cellulaire très bas 

et évite de l ' apoptose spontanné (37) (figure 10). Lorsque la cellule est exposée à des stress 

quelconques, ARP est exprimé et inhibe la fonction de MDM2 et stabilisant p53. La 

stabilisation de p53 induit la mort cellulaire par apoptose (37). 

Par contre, ARP est également capable d ' induire un arrêt du cycle cellulaire 

indépendamment de p53 et ceci due à sa capacité d ' inhiber le processus de maturation des 

ARNr (93). Une surexpression d'ARP induit une inhibition quasi totale de la maturation de 

l 'ARN 47S (93). Il est également connu qu'ARF provoque la dégradation de B23, une 

protéine ribosomique essentielle au clivage de l ' ARN 32S pour former les ARN 28S et 

5,8S, mais l ' effet observé lors d'une surexpression' dépasse de loin l ' effet d'une diminution 

de B23 (4, 30) (figure Il). Il est clair que d' autres facteurs sont impliqués. 
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Lors des études ciblant l'interaction . entre TTF-I et ARF, il fut démontré qu'une 

surexpression d'ARF induit la délocalisation de TTF-I du nucléole (Frédéric Lessard, 

communication personnelle). Nous nous sommes donc interrogés sur la possibilité que 

TTF-I puisse être un lien entre ARF et son effet inhibiteur de la maturation des ARNr. 

L'objectif de mon projet de maîtrise, était de développer tin modèle de diminution de TTF-I 

dans des cellules murines et d'étudier les effets d'une diminution de TTF -l sur les 

différentes étapes de la biosynthèse ribosomique. 
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Figure Il . Effets de l'induction d'ARF et d'une diminution de B23 sur le processus de 

maturation des ARNr. A) Des marquages métaboliques de cellules NIH 3T3 de type 

sauvage, qui n' expriment pas d'ARF endogène, et des cellules NIH 3T3, dans lesquels on a 

inséré un gène codant pour ARF inductible par le zinc (MT -ARF), non traitées et traitées au 

zinc. Le processus de maturation des ARNr se déroule normalement dans toutes les 

conditions sauf celle des MT-ARF traitées au zinc où on a une surexpression d'ARF qui 

résulte dans une perturbation importante de la maturation des ARNr en très peu de temps 

(encadré rouge) (Frédéric Lessard, données non publiées). B) Induction d'une diminution 

de B23 par interférence à l' ARN dans des cellules U20S démontrant une inhibition 

spécifique du clivage de l' ARN 32S ( encadré rouge). Tiré de Itahana et collaborateurs (30). 
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Chapitre 2 Méthodologie 

UBF 

2.1.1 Lignées cellulaires ES hétérozygotes UBF loxP+/-

Des cellules souches embryonnaires (ES) murines WW 6 (gracieuseté du laboratoire du 

Dr. Jean Charron) furent cultivées dans du DMEM (<< Dulbecco ' s Modified Eagle 

Medium », Invitrogen) avec Gibco péniciline/streptomycine (1000 V/ml de péniciline, 

1000 J.!g/ml de streptomycine, Invitrogen) et additionné de 10% de FBS qualifié pour les 

cellules ES (<< ES cell-qualified feotal bovin serum », Invitrogen), 0.02 M de pyruvate de 

sodium (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), 100 J.!M d ' acides aminés non­

essentiels MEM (Invitrogen), 2 mM de L-glutamine (Invitrogen) et de 0.00075 % de p­
mercaptoethanol (38 J-li de p-mercaptoethanol ~98% dans un /volume final de 50 ml, Sigma­

Aldrich). Leur différenciation fut empêchée en les cultivant sur une couche de cellules NIH 

3T3 neo résistantes sécrétant de la LIF (<< leukimia inducible factor ») et préalablement 

traités à 10 J.!g/ml de mitomycine C (Sigma-Aldrich) pour une période de trois heures. Les 

cellules ES furent électroporées avec 25 J-lg du vecteur pGKneo3 ' del5 ' linéarisé avec . 

l ' enzyme XhoI (10 000 V/mL, Invitrogen). L ' électroporation de 20 x 106 cellules dans 500 

J.!l de PBS (<< phosphate buffered saline », 137 mM de NaCI, 2,7 mM de KCI, 8,1 mM de 

phosphate de sodium et 1,8 mM de phosphate de potassium) fut effectuée à l ' aide de 

l ' appareil Gene pulser II (BioRad Laboratories, Missassauga, Ontario, Canada) (gracieuseté 

du laboratoire du Dr. Jean-Yves Masson). L ' appareil fut ajusté pour effectuer une pulsion 

double à un voltage de 0,3 V, à une capacitance de 25 J-lF et pour une période de 0,8 

secondes par pulsion. Après 24 h de récupération, les ES furent exposées à 400 J-lg/ml de 

G418 (Invitrogen). Les clones résistants furent isolés et amplifiés. Leurs génotypes furent 

ensuite déterminés. 

2.1.2 Détermination des génotypes des lignées cellulaires hétérozygotes 

UBF loxP+/- par Southern blot 

Les génotypes furent déterminés par transfert de Southem. Les Southem furent effectués en 

utilisant environ 10 J.!g d'ADN génomique (ADNg) extrait de cpacun des clones par 
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digestion à la protéinase K (Invitrogen) suivi d 'une précipitation à l' éthanol à 95% et digéré 

à la EcoRI (50 000 U/ml, Invitrogen) pendant 24 h ou plus. L'ADNg fut migré sur un gel 

d ' agarose (Invitrogen) à 0,8% pendant 16 heures dans un tampon de glycine (0,2 M de 

glycine (Sigma-Aldrich) et 0,015 M de NaOH (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvanie, 

USA). Suite à cette migration, le gel à subi un pontage aux rayons UV et fut traité deux fois 

pendant 15 minutes au HCI à 0.25 M (Fisher Scientific) et ensuite trois fois pendant 15 

minutes dans un tampon de dénaturation composé de 0,5 M de NaOH et 1,5 M de NaCI 

(Sigma-Aldrich). L 'ADN fut ensuite transféré sur une membrane de biotine B (<< Biodyne 

B membrane », VWR International, Ville Mont-Royale, Québec, Canada) dans le tampon 

de dénaturation à l 'aide de l ' appareil «Vacublot» (90 minutes à 150 mbar, «Vaco-blot 

System », Montreal Biotech Inc. , Kirkland, Québec, Canada). La membrane fut rincée au 

2X SSC (2X « saline sodium citrate» : 30 mM de citrate de trisodium et 30 mM de NaCl) 

et soumis ensuite à un pontage aux rayons UV et une pré-hybridation dans un four rotatoir 

à 65°C dans un tampon phosphate/SDS (0,07 % de SDS (<< sodium dodecyl sulfate », 

Sigma-Aldrich, Oaville, Ontario, Canada), 12,5 mM de phosphate de sodium pH 7.2, 0,05 

mM de Na-EDTA pH 7,0 (Sigma-Aldrich)) additionné de 150 Jlg/ml d 'ADN de sperme de 

saumon dénaturé. L'hybridation fut également effectuée à 65°C en utilisant le même 

tampon phosphate/SDS sans ADN de sperme de saumon mais additionné d 'une sonde 

radioactive. La sonde radioactive fut générée en marquant environ 25 ng du fragment 

d 'ADN en question avec du dCTP a_32p (Perkin-Elmer, Waltham, Massachussetts, USA). 

Le marquage même de la sonde radioactive fut effectué à l ' ai~e du system de marquage 

radioactif «Rediprime II » (GE Healthcare, Piscataway, New Jersey, USA). Après une 

hybridation de 16 à 18 heures, la membrane fut lavée à un tampon phosphate dénommé 

« lavage 1 » (20 mM de phosphate de sodium pH 7.2, 0,05 % de SDS) et, si nécessaire, 

lavée avec un deuxième tampon plus rigoureux (plus faible en détergents) et dénommé 

« lavage 2 » (20 mM de phosphate de sodium pH 7.2, 0,01 % de SDS). Une fois que 10 cps 

(comptes par seconde) ou moins furent comptés sur un « Series 900 Mini-Monitor » (Mini 

Instruments Inc, Burnham on Crouch, Essex, England) où une bande d'ADN radioactif est 

attendu, la membrane fut rincée au 2X SSC, enveloppé dans une pellicule de plastique et 

exposée à un écran de phosphore (GE Healthcare) pendant environ 16 heures. L'écran fut 

ensuite analysé par un appareil « Storm 860 » (GE Healthcare). La sonde couvre la région 
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3' d 'UBF de la position 8761 à la position 9555 dans gUBFexons (annexe B) et décèle un 

fragment de 7.9 kb dans le contexte génomique de type sauvage et de 9.9 kb dans le 

contexte génomique mutant recombiné (loxP+/-). 

Une deuxième analyse par transfert de Southem fut élaborée afin de vérifier l ' intégrité de la 

région 5' de l' insertion dans la lignée cellulaire ES hétérozygote UBF loxP+/-. Dans le cadre 

de cette stratégie d'analyse par Southem, l'ADN génomique fut digéré avec Xbal (New 

England Biolabs) et une sonde 5' couvrant la région 495~1036 dans gUBFexons (annexe B) 

d'UBF génomique fut utilisée. Dans le contexte génomique de type sauvage, cette sonde 

décèle un fragment d'ADN d'environ Il kb, tandis que dans le contexte mutant recombiné 

elle décèle un fragment d'ADN d' environ 7,5 kb. 

2.1.3 Obtention de souris hétérozygo~es UBF loxP+/- et détermination des 

génotypes par analyse de type PCR 

Les clones ES hétérozygotes UBF loxP+/- furent individuellement injectées dans des 

blastocystes chirurgiquement extraits de souris femelles au contexte génomique ICR 

(<< imprinting control region »). Les blastocystes furent ensuite chirurgiquement implantés 

dans des souris fem~lles pseudogestantes du même contexte génomique. Les chimères 

naissantes furent détectées par observation de la pigmentation du pelage . et furent ensuite 

croisées avec des mâles de contexte génomique 1 CR. La transmission -fut détectée par 

observation de la pigmentation du pelage conjoint avec une analyse par PCR. Une approche 

de PCR employant trois amorces fut développée à cette fin ainsi que pour détecter la 

recombinaison après exposition à la CRE recombinase, donc pour déterminer les génotypes . 

des souris hétérozygotes UBF-/+. Une approche standard pour l'ADN polymérase Taq telle 

que décrite par le fournisseur (5000 U/ml, New England BioLabs, Pickering, Ontario, 

Cananda) fut effectuée avec environ 0,5 Ilg d'ADNg à une température d'hybridation de 
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PCR pour détermination des génotypes des lignées cellulaires hétérozygotes UBF loxP+I- et 

UBF-1+ 

Étape 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

Température (OC) 
95 
95 
60 
72 
72 
4 

Durée ( secondes) 
45 
30 
30 
30 
600 
Pause 

X30 

Il est à noter que l 'ADNg fut extrait d ' un bout de queue coupé de chacun des animaux et fut 

ensuite digéré à la protéinase K comme décrit dans la section 2.1.3. 

Un III de chacun des àmorèes UBFgenotypeCRE(2).FOR (seq : 5' TGA GCC CTT TGT 

CCA TA 3' ), UBFgénotypeCRE.REV (seq: 5' TCC TCA CGT TTG GCT CT 3') et 

UBFgenotypeCRE(3way).REVmid (seq : 5' GGG AAT CCT GTC TTG CT 3' ), 1 III des 

quatre dNTP à 10 mM, 5 III de tampon réactif « 3+ » (300 mM de Tricine, 20 mM de 

MgC12, 50 mM de ~-Mercaptoéthanol, 0,1 % de gelatine, 1 % de NP-40) et 1 III de l 'ADN 

polymérase Taq furent utilisés dans chaque mélange réactionnel. Dix III de chaque mélange 

réactionnel fut soumis à une électrophorèse sur gel d ' agarose à 1 % dans un tampon de 

glycinelNaOH. Dans le cas d'un contexte génomique de type sauvage un fragment de 129 

pb est amplifié, dans le cas d 'un contexte génomique mutant loxP un fragment de 237 pb 

est amplifié et dans le cas d ' un contexte génomique où il y aurait eu recombinaison des 

sites loxP par la CRE recombinase, un fragment de 755 pb est amplifié. 

2.1.4 Obtention de souris hétérozygotes UBF-1
+ et détermination des 

génotypes par analyses par PCR et de type Southern 

Les souris hétérozy~otes loxP+I- furent croisées avec des souris de contexte génomique 

Sox2CRE+1
- exprimant systémiquement et tôt dans le développement la CRE recombinase 

sous le contrôle du promoteur Sox2. Les génotypes des souris naissantes furent déterminés 
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à l'aide de la méthode faisant appel à la PCR décrite ci-dessus (<< PCR pour déterminer les 

génotypes des lignées cellulaires hétérozygotes UBF loxP+I
- et UBF-1+ ») afin de déterminer 

si la recombinaison de l'allèle dont la séquence correspondant à la séquence DEL (flanquée 

de deux sites loxP) avait eu lieu. 

Dans le cas d'un génotype avec la présence de la CRE recombinase et dont l' allèle UBF 

loxP aurait pu avoir été désactivé par recombinaison, une deuxième PCR fut effectuée en 

parallèle afin de confirmer la présence de la CRE recombinase chez ces animaux. Cette 

PCR fut également effectuée avec l'ADN polymérase Taq avec 0,5 Jlg d'ADNg mais à une 

température d'hybridation de 54°C. 

PCR pour détecter l' expression de la CRE chez les animaux UFB -/+ 

Étape Température (OC) Durée (secondes) 
1 95 30 
2 95 30 
3 54 30 X 30 
4 72 30 
5 72 600 
6 ' 4 Pause 

Un Jll de chacun des amorces Cre 5' (seq: 5' -CCT GGA AAA TGC TTC TGT CCG-3 ') et 

Cre 3' (seq : 5' -CAG GGT GTT ATA AGC AAT CCC-3 ' ) 1 Jll des quatre dNTP à 10 mM, 

5 Jll de tampon réactif « 3+ » et 1 Jll de l'ADN polymérase Taq furent utilisés dans chaque 

mélange réactionnel. Dix Jll de chaque réaction fut migré sur gel, semblablement à la 

méthode PCR décrite ci -dessus (PCR pour déterminer les génotypes des lignées cellulaires 

UBF loxP+I
- et UBF-1+). 

La détermination des génotypes par analyse de type Southem fut également effectuée avec 

les portées résultant d'un croisement entre un animal UBF loxP+I
- et un animal Sox2CRE-1+. 

L' approche de Southem utilisée faisait appel à la méthode décrite ci -dessus dans la section 

2.1.3 (Southem employant la sonde 3' et la digestion EcorRI). Dans le cas de la présence de 

l' allèle Sox2CRE et de la recombinaison des sites loxP de l' allèle UBF loxP (génotype 
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UBF+1
- Sox2CRE+1

-) , le fragment d 'ADN décelé à l ' aide de la sonde dénommée 3' était 

d 'une grosseur d ' environ 6,5 kb. 

2.2 TTF-I 

2.2.1 Vecteur inductible MSCV-TMP/shRNAmir-TTF-I 

Le shRNAmir (Open Biosystems, Huntsville, Alabama, USA) ciblant TTF-I (numéro 

d ' accession: NM_009442) chez la souris a été extrait du plasmide de réception (PSM2) 

par la méthode basée sur la peR telle que décrite par le fournisseur (Open Biosystems). 

Une PCR standard décrite par le fournisseur pour l' usage de l 'ADN polymérase Pfu Ultra 

(VWR International) fut effectuée à une température d 'hybridation de 58°C. 

PCR pour amplification du shRNAmir TTF-I 

Étape Température (OC) Durée (secondes) 
J 95 30 
2 95 15 
3 58 30 X 30 
4 72 25 
5 72 600 
6 4 Pause 

Un ~l de chacun des amorces pSM2.FOR (seq : 5' AAG CCC TTT GTA CAC CCT AAG 

CCT 3') et pSM2.REV (seq: 5' ACT GGT GAA ACT CAC CCA GGG ATT 3' ) conçus à 

cette fin par Open Biosystems, 1 ~l des quatre dNTP à 10 mM, 5 JlI de tampon réactif 3+ et 

1 ~l de Phusion polymérase furent utilisés dans chaque mélange réactionnel. Le fragment 

obtenu (1 ,417 kb) fut purifié par une extraction au phénol/chloroforme et digéré à la EcoRI 

et à la Xhol pour donner le shRNAmir à environ 110 pb. Le shRNAmir fut isolé par 

électrophorèsè sur un gel d'agarose à 1 % dans un tampon de glycinelNaOH à l'aide du « 

Qiaex II gel purification kit» (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) et cloné entre . les 

sites Xhol (position 2161) et EcoRI (position 2173) du vecteur MSCV -TMP 

(<< Tetracycline-regulated retroviral vector- SIN-TREmiR30-PIG» (annexe C), Open 
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Biosystems) préalablement déphosphorylé à l ' aide de la SAP. La ligation du fragment au 

vecteur fut effectuée à l' aide de l'ADN ligase de T 4 selon la méthode décrite par le 

fournisseur (Invitrogen). Le vecteur TMP est de nature rétro viral auto-inactivant (SIN : 

«self-inactivating ») et exprime le shRNAmir d'un promoteur TRE-CMV (TRE: 

«Tetracycline-repressed element », CMV: Cytomégalovirus) sous contrôle de la 

tetracycline (ou la doxycycline). En absence de tetracycline et doxycycline la transcription 

du shRNAmir ciblant TTF-I inséré dans le vecteur MSCV-TMP est activée tandis qu' en 

présence de tetracycline/doxycycline, l ' expression est supprimée. Ce vecteur contient 

également une cassette de résistance à la puromycine (-2790-3415) et une cassette codant 

pour la protéine fluorescente GFP (<< Green fluorescent protein », -4069-4798) qui est 

exprimé de façon constitutive et qui sert de marqueur pour confirmer l' insertion du vecteur 

dans le génome cellulaire. 

2.2.2 Obtention de lignées cellulaires MSCV-TMP/shRNAmir-TTF-I 

(clone AIO) et MSCV-TMP/shRNAmir-TTF-I + Flag-TTF-I (clone AIO 

TTF-I) 

Des cellules NIH 3 T3 furent transfectées avec le vecteur inductible MSCV -

TMP/shRNAmir-TTF-I selon le protocole suggéré par le fournisseur pour l'utilisation de 

l' agent de transfection ExGen500 (Fermentas). Les cellules furent incubées pendant 16 à 18 

heures dans un milieu de culture DMEM/FBS (DMEM additionnée de Gibco 

antibiotique/antimycotique (Invitrogen), 10% de FBS et 0,02 M de pyruvate de sodium) en 

absence d'agent de sélection mais additionné de 1,5 Jlg/ml de doxycycline (Invitrogen) afin 

d' éviter l'expression du shRNAmir ciblant TTF-I pendant la période de sélection. Suite à 

cette incubation, les cellules furent maintenues sous sélection dans un milieu de culture 

additionné de 2 Jlg/ml de puromycine (Invitrogen) En plus de l'agent de sélection, le milieu 

de culture était également additionné de 1,5 Jlg/ml de doxycycline (Invitrogen) pour 

supprimer l' expression du shRNAmir ciblant TTF -1. Après deux semaines de sélection à la 

puromycine (Jlg/ml) , les clones furent isolés et amplifiés. Lorsque les clones atteignirent 

environ 60 % de confluence dans des pétris de 60 mm (Sarstedt, Montréal Québec, 
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Canada), la concentration de la puromycine fut augmentée à 8 J.lg/ml pour promouvoir la 

stabilité du vecteur MSCV-TMP/shRNAmir-TTF-I dans le génome des cellules. 

Après avoir obtenu un clone ayant intégré de façon stable dans son génome le vecteur 

exprimant de façon inductible le shRNAmir ciblant TTF -1 (clone Al 0), ce clone fut utilisé 

. pour obtenir un modèle cellulaire de récupération. Un vecteur additionnel fut transfecté de 

façon stable dans le clone Al o. Préalablement fabriqué dans le laboratoire Moss, ce vecteur 

(pRevTRE-FlagTTF-I) exprime une forme pleine longueur de TTF-I portant une séquence 

« flag » en N-terminal et ceci sous le control d 'un promoteur répondant à la doxycycline. 

Le vecteur pRevTRE-FlagTTF -1 porte également une cassette conférant la résistance à 

l 'hygromycine ce qui permet de faire une double sélection pour l' insertion de ce vecteur et 

du vecteur TMP/shRNAmir-TTF-I simultanément en employant du milieu de culture 

additionné des antibiotiques puromycine et hygromycine. La transfection du vecteur 

pRevTRE-FlagTTF-I fut effectuée chez une population de cellules du clone A10 dans une 

boîte de pétri de 100 mm selon le protocole du fournisseur de l' agent de transfection 

ExGen500 (Fermentas). Les cellules furent ensuite incubées pendant 16 à 18 heures dans 

un milieu de culture DMEM/FBS sans agent de sélection mais additionné de 1,5 J.lg/ml de 

doxycycline afin d' éviter l ' expression précoce du shRNAmir ciblant TTF-I et de la forme 

pleine longueur de TTF -I. Les agents de sélection hygromycine à 100 J.lg/ml et puromycine 

à 2 J.lg/ml furent ajoutés après cette période d' incubation et l' incubation fut poursuivit pour 

plus de deux semaines. Les clones survivant furent combinés pour former une population 

hétérogène désigné Al 0 TTF -I. Lorsque les cellules atteignirent environ 60 % de 

confluence dans des pétris de 100 mm, la concentration de la puromycyn~ fut augmentée à 

8 J.lg/ml pour promouvoir la stabilité du vecteur TMP/shRNAmir-TTF-I dans le génome. 

Cette sélection (8 J.lg/ml puromycine + 100 J.lg/ml hygromycine + 1,5 J.lg/ml de 

doxycycline) fut constamment maintenue durant la culture du clone Al 0 TTF -I. Pendant les 

expérimentations, la doxycycline était omise afin d'induire l'expression du shRNAmir 

ciblant TTF-I et de flag-TTF-I simultanément. 
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2.2.3 Induction du shRNAmir ciblant TTF-I chez le clone AIO et le clone 

AIO TTF-I et an'alyse de type Western 

Afin de déterminer s' il était possible d ' induire une diminution de TTF-I chez les clones 

amplifiés, des duplicata d' induction du shRNAmir d 'une période de 0, 1, 2 et 3 jours ont 

été effectués en enlèvant la doxycycline/tetracycline du milieu de culture des cellules 

contenues dans des boîtes de pétri de 60 mm. Pour ce faire , du DMEM « tetracycline-free » 

(Invitrogen) additionnée de 10 % de FBS et de Gibco antibiotic-antimycotique (Invitrogen) 

fut utilisé. Les protéines des cellules entières furent extraites en grattant les cellules dans 1 

ml de PBS et en centrifugeant pendant 30 secondes à 14 000 rpm (température de la pièce). 

Le culot fut repris dans environ 300 III d 'eau « double distilled» (ddH20) et congelé en 

submergeant dans l' azote liquide. Immédiatement avant d ' effectuer le chargement des 

protéines sur un gel d ' acrylamide, environ 15 III de chaque extrait, additionné de 3 III de 

tampon SDS (<< 6X SDS loading buffer » : 30 % de glycérol (Sigma-Aldrich), 15 % de p­
mercaptoethanol, 10% de SDS et 37,5 % du tampon de polymérisation « 4X upper Tris » 

(0,5 M de Tris-HCI pH 6.8 (Invitrogen, Burtlington, Ontario, Canada), 0,4 % de SDS)) fut 

chauffé à 95°C pendant 10 minutes. Les protéines dénaturés furent ensuite soumises à une 

électrophorèse sur un gel d ' acrylamide (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) à 8 % 

dans un tampon SDS (50 mM de Tris base, 20 mM de glycine, 3,5 mM de SDS)-et transféré 

sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C (GE Healthcare) dans un tampon de 

transfert à 4°C (25 mM de Tris base, 192 mM de glycine, 20 % de méthanol (Fisher 

Scientific)) à l'aide d'un appareil de transfert Hoefer TE22 (GE Healthcare). La membrane 

fut ensuite lavée au TBS (<< Tris base saline» : 150 mM de NaCI, 10 mM ~e Tris-HCI pH 

7.4) et incubée avec 5 % de lait en poudre dans du TBS pendant 90 minutes avant d ' être 

incubée pendant environ 16 heures dans une solution de 1 % de lait en poudre dans du TBS 

additionnée de l'anticorps polyclonal de lapin anti TTF -1 M3 précédemment développé 

dans le laboratoire Moss (dilution 1/500) (Frédéric Lessard). Des lavages au TBS-T (TBS 

additionné de 0,05 % de Tween 20 (Sigma-Aldrich)) furent effectués suivi d ' une deuxième 

incubation au lait en poudre à 5 % et d'une incubation d 'une heure dans du lait en poudre à 

1 % dans du TBS additionné d'un anticorps secondaire anti IgG de lapin (<< Rabbit IgG, 

HRP-linked, from donkey », dilution 1/8000, GE Healthcare). La membrane fut ensuite 
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lavée au TBS-T, traité au E-CL (<< Enhanced chemiluminescence Plus Western blotting 

detection reagents », GE Healthcare), exposée sur un film autoradiographique (<< Hyblot CL 

Autoradiography Film », Denville, South Plainfield, New Jersey, USA) et développée. En 

guise de control de chargement de protéines sur le gel d'acrylamide, une incubation fut 

effectuée en parallèle à l 'aide d'un anticorps primaire de souris anti fibrillarine (<< Mouse 

anti-fibrillarin monoclonal antibody », dilution 1/500, Bio Can Scientific Inc. , Missassauga, 

Ontario, Canada) et un anticorps secondaire anti IgG de souris (<< C23 (MS) mouse 

monoclonal IgG », dilution 1/5000, Santa Cruz Biotechnologies, Inc, Santa Cruz, 

California, USA). 

2.2.4 Marquages métaboliques des clones AIO et AIO TTF-I 

Afin de déterminer si une diminution de TTF -l a des effets sur la transcription ribosomique 

ou le processus de la maturation des ARNr, nous avons effectué des marquages 

métaboliques à l'uridine tritié (3H-uridine, GE Healthcare) chez les deux modèles 

cellulaires: le clone AI0, pour lequel la diminution de TTF-I avait été mise en évidence, et 

le clone AI0 TTF-I, qui démontrait la capacité d' induire le shRNAmir ciblant TTF-I tout 

en surexprimant TTF -1. Pour chacun des clones, des triplicata de traitements d' induction de 

0, 1, 2 et 3 jours ont étés effectuées dans des pétri de 60 mm et ceci fut suivi d'une 

incubation d'une durée de 3 heures à 37°C dans 2 ml de milieu de culture DMEM (sans 

antibiotique) additioné de 5 ~Ci/ml d'uridine tritié. Le milieu de culture fut ensuite enlevé 

et 1 ml de Trizol (Sigma-Aldrich) fut utilisé pour lyser les cellules et recueillir les extraits 

dans une Eppendorff de 2 ml (Sarstedt). Deux cent ~l de chloroforme/alcool isoamyl 24 : 1 

(Fisher Scientific) fut ajouté à chaque échantillon , et ,chacun fut mélangé, incubé pendant 2 

à 3 minutes à la température de la pièce et ensuite centrifugé pendant 15 minutes à 14 000 

rpm à 4°C. Le surnageant fut recueilli, transféré à un nouvel tube de 1.5 ml (Sarstedt) et 

additionné de 500 ~l d' isopropanol (Fisher Scientific). Ce mélange fut incubé àla 

température de la pièce pendant 15 minutes pour ensuite être centrifugé penda~t 10 minutes 

à 14 000 rpm à 4°C. Le surnageant fut décanté et le liquide résiduel enlevé à l' aide d'une 

pipette. Le culot fut repris dans 1 ml d'éthanol à 75 % et centrifugé encore pendant 5 

minutes à 14 000 rpm à 4°C. Le surnageant fut encore décanté, le liquide résiduel enlevé 

par pipetage et 40 III de formamide (<< Formamide Ultra-pure, Ficher Scientific, Pittsburgh, 
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Pennsylvanie, USA) fut utilisé pour reprendre le culot d'ARN (incubation endant 20 

minutes à la température de la pièce en mélangeant à l ' aide d 'un appareil Vortex à chaque 5 

minutes). Environ 2 Ilg d'ARN de chaque échantillon fut soumis à une électrophorèse sur 

un gel composé de 1 % d'agarose dissout dans 97 ml de tampon MOPS IX (Fisher 

Scientific) additionné de 23 ml de formaldéhyde (<< Paraformaldéhyde », Fisher Scientific) 

pendant 16 heures à environ 30 V. Le gel subit une exposition de 4 fois 5 minutes aux 

rayons UV a~n de fragmenter l'ARN pour faciliter le transfert sur une membrane'. L 'ARN 

fut ensuite transféré sur une membrane de Biodyne B dans un tampon de 2X SSC à l ' aide 

de l ' appareil Vacublot (90 minutes à 150 mbar). La membrane subit un pontage aux rayons 

UV et fut séchée, traitée au EN3HANCE (<< Spray surface autoradiography enhancer », 

Perkin-Elmer) et encore séchée, le tout sous une hotte chimique. Une autofluorograhie fut 

ensuite exécutée en exposant la membrane traitée au EN3HANCE directement à un film 

autoradiographique XAR-5 (GE Healthcare) entre deux papiers Whatman 3 mm (Rose 

Scientific, Calgary, Alberta, Canada). 

Afin de quantifier les résultats du marquage, les niveaux de 3H sur la membrane ont été 

comptés. Ceci fut effectué en superposant avec le film "autoradio graphique développé la 

membrane de l ' expérience sur un transilluminateur, en encadrant sur la membrane les 

régions correspondant aux ARNr 47S, 32S, 28S et 5,8S, en les découpant et en les déposant 

dans des fioles de scintillation. Dix ml de liquide de scintillation (Fisher Scientific) fut 

ensuite ajouté à chaque échantillon et ceux-ci furent comptés premièrement avec la face du 

fragment de membrane par en haut et une deuxième fois avec la face du fragment de 

membrane par en bas. Les moyennes des deux comptages furent utilisées comme données 

brutes et transformées en graphique à l'aide du logiciel Excel. 

2.2.5 Analyses FACS des clones AI0, BIO et AI0 TTF-I 

Après des traitements d'induction de 0, 1 et 2 jours en triplicata, les cellules du clone A10 

furent lavées deux fois au PBS, traitées à la trypsine et comptées. Un million de cellules 

furent centrifugées et repris dans 500 III de PBS à 4°C. Cinq cent III d'éthanol à 100 % à 

20°C fut ajouté lentement à la suspension pour fixer les cellules. Les cellules fixées 

pouvaient être gardées à 4°C pendant une période de 3 mois maximum en attendant le 
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moment d'effectuer l'analyse par F ACS (fluorescence-assisted cell sorting). Par contre, il 

était préférable d'effectuer la fixation le même jour que l'analyse. Précédant l'analyse par 

F ACS, une coloration des cellules devait être effectuée. Pour ce faire, la suspension de 

cellules fixées fut centrifugée et les cellules reprises dans 1 ml d'une solution d' iodure de 

. propidium à 1 M. 

L'analyse par F ACS consistait en une anàlyse de ploïdie, donc elle servait à déterminer 

dans quelle phase du cycle cellulaire se trouvaient les cellules au moment de la fixation. Un 

appareil « EPICS Elite» (Beckman Coulter Canada, Inc, Missassauga, Ontario, Canada) fut 

employé pour effectuer l ' analyse. Les données brutes furent recueillies par le logiciel Expo 

II, traités par le logiciel Multicycle et transformé en graphiques à l' aide du logiciel Excel. 



Chapitre 3 Résultats 

3.1 UBF 

3.1.1 Vecteur de désactivation génique conditionnel pGKneo3'deI5' 
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Des fragments de la séquence génomique d'UBF (numéro d 'accession: NM_011551) 

furent extraites d 'un vecteur pBSKS contenant les premiers 6 kb en 5' de la séquence 

génomique d 'UBF de souris préalablem~nt cloné dans le -laboratoire. Ces fragments furent 

insérés dans le vecteur pGKneoF2L2dta (gracieuseté du laboratoire du Dr. Jean Charron). 

Ce vecteur contient deux sites loxP (position 707-740 et 2564-2597 par rapport à la 

position 0 conventionelle, annexe A) pouvant êtres ciblés par la CRE recombinase qui 

induit leur recombinaison et l' excision de la région flanquée de ceux -ci. Ce vecteur contient 

également une cassette neo (position 776-2622), conférant la résistance à la neomycine, qui 

peut se faire exciser spécifiquement par la recombinaison de deux sites FRT (<< flipase 

recongnition target ») flanquants lorsque exposé à l'activité de la FLP (<< flipase 

recombination enzyme ») ou encore par la recombinaison des deux sites loxP. Finalement, 

une cassette DT A (<< diphtheria toxin A chain gene ») (position 2664-4244) en 3 ' de la 

cassette neo assure la sélection négative de clones qui auront subi une recombinaison non 

homologue en 3' du vecteur pGKneoF2L2dta. Une région critique de la séquence 

génomique d 'UBF (DEL, section 2683-4070 selon cette séquence génomique d'UBF: 

gUBFexons (annexe B)), incluant les ex ons 3 à 6, fut insérée dans un site SmaI (position 

775) (10 000 Urml, New England BioLabs, Pickering, Ontario, Canada) situé entre les deux 

sites loxP du vecteur pGKneoF2L2dta et directement en 5' de la cassette neo. Les deux 

sites loxP permettront l' excision de la cassette neo et de la région DEL et induiront 

l' inactivation du gène codant pour UBF lorsqu' il y aura présence de la CRE recombinase 

(figure 12). Deux séquences génomiques, 5' (section 676-2568 dans gUBFexons) et 3' 

(section 4176-6696 dans gUBFexons) de la région DEL incluant les exons 1 à 2 et 7 à 8 

respectivement, furent insérées de façon à permettre l' insertion de la région bEL flanquée 

par des sites loxP dans le génome des cellules souches embryonnaires de souris par 

recombinaison homologue. La région 5' fut insérée entre les sites SacII (position 664) (10 

000 U/ml, New England Biolabs) et Not! (position 670) (10 000 U/ml, New England 

BioLabs, Pickering, Ontario, Cananda) directement en 5' de la séquence loxP en amont du 
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Figure 12. Vecteur pGKneoF2L2dta(3 'De15 ' ), recombinaison génomique et désactivation 

du gène. Insertion des séquences génomiques d'UBF dans le vecteur pGKneoF2L2dta, 

recombinaison attendue pour l' intégration dans le génome (gUBF loxP) et recombinaison 

attendue des sites loxP lors de l' exposition à la CRE (gUBF CREKO). 

site d' insertion de la région DEL. La région 3' fut insérée dans le site EcoRV (position 

2645 du vecteur pGKneoF2L2dta) (20 000 U/ml, Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) 

directement en 3' du site loxP flaquant le ~ôté 3' de la cassette neo du vecteur 

pGKneoF2L2dta. Une fois la construction du vecteur terminée, l ' intégrité de trois 

insertions d'UBF génomique, des jonctions de chaque insertion et des sites loxP du vecteur 

final (dénommé pGKneo3 'deI5') fut confirmé par séquençage (Plateforme de séquençage, 

CHUL, Québec, Canada). La disposition des trois régions d 'UBF génomique (5 ', DEL et 3' 

respectiv~ment) assurait que le gène produise une protéine fonctionnelle après l'insertion 

par recombinaison des régions 5' et 3' avec les séquences génomiques complémentaires et 

que le gène code pour une protéine tronquée non fonctionnelle une fois l ' expression de la 

CRE recombinase et l ' excision de la région DEL/cassette neo effectué (figure 13). 
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Figure 13 : Protéines produites avant et après la recombinaison des sites loxP par la CRE 

recombinase. A, avant la reconbinaison. B, après la recombinaison. 

Toutes les ligations furent effectuées à l ' aide de la T4 DNA ligase (New England Biolabs) 

selon le protocole suggéré par le foumiseur et les vecteurs furent déphosphorylés 

préalablement aux ligations à l ' aide de la SAP . (1000 Ulml, «Shrimp alkaline 

phosphatase », Fermentas, Burlington, Ontario, Canada). Toutes les transformations ont 

étés effectués en utilisant les bactéries compétentes lM 109 préparées dans le laboratoire 

préalablement. 

3.1.2 Détermination des génotypes des lig~ées cellulaires ES hétérozygotes 

UBF loxP+/- par analyse de type Southern 

La détermination des génotypes des clones démontr':lnt une résistance au G418 en culture 

par analyse de type Southem avec la sonde 3' dévoila 17 clones positifs (figure 14). 
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Figure 14. Exemple de clones cellulaires positifs 

dévoilés par analyse de type Southem du bout 3' de 

l'insertion. WT = type sauvage. (Southem fait par 

Michel Tremblay) 

Un deuxième analyse de type Southem, analysant le bout 5' du gène UBF des clones qu'on 

supposait avaient subi une recombinaison, fut effectué avec l'ADN g des clones positifs de 

l'analyse du bout 3' montrée ci -dessus. Quatre clones furent positifs, soit A5, A 7, CI et C4 

(figure 15). Par contre, le clone C4 montrait une bande plus forte pour le type sauvage que 

la bande pour le type mutant recombiné ce qui indique une contamination du clone avec des 

cellules de type sauvage. Le clone C4 fut donc omis de notre liste de clones positifs. 

7 Cl C9 

Figure 15. Analyse de type Southem de l'extrémité 5' de l'insertion dans des clones 

cellulaires UBF loxP+/-. (Southem fait par Michel Tremblay) 

3.1.3 Détermination des génotypes des chimères, des hétérozygotes UBF 

10xP+I- et des hétérozygotes UBF-1+ par analyse par PCR ou analyse de 

type Southern 
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Pour la première ronde d' injections, effectuées dans le Centre de Recherche en 

Cancérologie (CRHDQ), une seule femelle hétérozygote fut obtenue à partir du clone UBF 

loxP+/- A5 et celle-ci fut croisée avec des mâles de contexte génomique C57BL/6 pour 

générer une lignée de souris hétérozygotes UBF loxP+/- (figure 16). 

Michel Tremblay) 

Figure 16. Détermination des génotypes 

par analyse de type Southem d'une porté 

de souris après croisement d'une femelle 

UBF loxP+/- avec un mâle Sox2CRE+1-. 

WT = type sauvage. (Southem fait par 

Par la suite, les hétérozygotes furent croisés avec des souris de contexte génomique 

Sox2CRE+/- ce qui induit la recombinaison de l 'allèle UBF loxP chez les hétérozygotes 

(figure 17). Après des analyses préliminaires, nous avons déduit que les souris 

hétérozygotes UBF-/+ avaient un développement normal ainsi qu'un comportement 

individuel et social normal. Aucune abérration développementale ou psychologique ne fut 

observé. 

Figure 17. Détermination des génotypes par PCR d'une 

portée de souris après croisement d'une femelle UBF loxP 

+/- avec un mâle Sox2CRE +/-. WT = type sauvage. (PCR 

P faite par Michel Tremblay) 
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Lors d'une seconde ronde d' injections effectuée par le service transgénique de l'Université 

McGill, la transmission fut obtenue pour les clones ES hétérozygotes UBF loxP+/- AS et 

Cl. 

3.2 TTF-I 

3.2.1 Analyse de type Western et marquage métabolique du clone AI0 

Les analyses de type Western effectuées sur les clones résistants à la puromycine et dont 

l 'expression du shRNAmir ,ciblant TTF -l avait été induit pendant des périodes de 0, l , 2, 3 

jours ont dévoilé un clone chez lequel une diminution efficace de TTF-I était possible. 

Après une induction d'une journée, le clone A10 subissait une élimination quasi complète 

de TTF -1. De son côté, le clone BIO, un clone négatif utilisé comme control pour l' agent de 

sélection puromycine, ne démontrait aucune diminution de TTF-I même après 3 jours 

d' induction (figure 18). 

days 

Figure 18. Analyse de type Western des protéines des clones AIO et BIO après des 

traitements d' induction de 0, 1, 2 et 3 jours du shRNAmir ciblant TTF-I. Élimination quasi 

totale de TTF-I après 1 jour d' induction chez le clone AIO. Le control négatif, BIO, ne 

subit pas de diminution de TTF-I après 3 jours d' induction. 

Les marquages métaboliques du clone , Al 0 démontrèrent une perturbation appréciable du 

processus de maturation des ARNr. On observe une suppression du clivage du précurseur 
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47S ce qui est confirmé par l' accumulation de ce dernier ainsi qu'une inhibition marquée de 

formation de l'ARN 18S. On observe aussi l ' inhibition du clivage secondaire du précurseur 

32S, également · confirmé par son accumulation, ainsi que par une formation affaibli de 

l'ARN 28S. Aussi, une augmentation visible du cœfficient de sédimentation du précurseur 

32S indique que certaines étapes de digestions exonucléasiques menant à la formation de 

l 'ARN 32S sont inhibées (figure 19). 

La transcription ribosomique semble également affectée, quoiqu' il soit plus difficile de 

l'observer. Par contre, on ne peut nier l'effet sur la transcription ribosomique lorsqu'on voit 

une perturbation marquée de la maturation des ARNr après un traitement de 48 heures 

d' induction de la diminution de TTF -1 et aucune accumulation du précurseur 47S (figure 

19, comparaison 47S entre les puits des traitements d' induction de 1 jour et 2 jours 

d' induction). Si la transcription ribosomique n' était pas touchée, on verrait une 

accumulation imposante du précuseur 47S, ce qu'on ne voit pas dans les marquages. 

sh N CID e 0 lB1 0 eg 

in uctlon ays o 3 .2 3 
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Figure 19 : Marquages mét~boliques des clones AIO et BIO après traitements d'induction 

de 0, 1, 2 et 3 jours. Effet de perturbation de la maturation des ARNr lors d'une diminution 

de TTF-I montré par marquage métabolique. (Marquages fait par Victor Stefanovsky) 
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3.2.2 Analyses de type Western et marquage métabolique du clone de 

récupération AIO TTF-I 

Des analyses de type Western, effectuées après des traitements d' induction de 0, 1, 2 et 3 

jours d' induction simultanée du shRNAmir ciblant TTF-I et d'une forme pleine longueur 

de TTF -1 portant une séquence Flag, démontrèrent une diminution de TTF -1 ressemblant à 

celle observée chez le clone AI0 après deux jours de traitement d' induction. Par contre, au 

troisième jour du traitement d' induction, une bonne induction de la forme pleine longueur 

TTF-I Flag est observée ce qui compense pour le déficit en TTF-I créé par l' induction du 

shRNArnir (figure 20). C'est donc après trois jours d' induction que la récupération de la 

diminution de l'TF -1 se devient notable. 

Figure 20. Analyses de type Western des protéines du clone AI0 et du clone de 

récupération AI 0 TTF -1 Flag. 

Les marquages métaboliques effectués sur le clone de récupération AI 0 TTF -1 Flag 

démontrèrent un patron de maturation des ARNr ressemblant fortement à celui du clone 

AI0 après un traitement d' induction de 2 jours du shRNAmir ciblant TTF-I. Par contre, 

après 3 jours de traitement d' induction, donc au moment où l' expression de la forme pleine 

longueur flag de TTF-I est efficace, on observe une récupération quasi totale d'un patron 

normal de la maturation des ARNr (figure 21). 

On peut donc conclure que les effets que l'inhibition de la maturation des ARNr que l'on 

observait suite à l' induction d'une diminution de TTF-I était bel et bien due à cette 

diminution de TTF -1 et non à un effet indirect. 
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Figure 21 : Marquages métaboliques des clones Al 0 et Al 0 TTF -1. (Marquages faits par 

Victor Stefanovsky) 

Le rapport entre l'ARNr 47S et l'ARN 18S ainsi que celui entre l'ARN 47S et l'ARN 28S 

obtenus pour l' expérience de marquage métabolique montré dans la figure 21 indiquaient 

clairement une inhibition des étapes précoces de la maturation des ARNr. Le rapport de 

l'ARN 47S sur l'ARN 18S, augmentant d'un facteur de 12 lorsqu'on passe d'une 

population non traitée à une population traitée, indiquait une inhibition importante du 

clivage de l'ARN 47S et de la production de l'ARN 18S. De son côté, le rapport de l'ARN 

47S sur l'ARN 28S, augmentant d'un facteur d'environ 5 lorsqu'on passe d'une population 

de cellules non traitées à ;une population de cellules traitées, démontrait une inhibition 

également marquante du clivage de l'ARN 32S et de la production de l'ARN 28S (figure 

22). De son côté, jusqu'à 2 jours de traitement d'induction, le clone de récupération A10 

TTF-I voit ses rapports fluctuer de la même façon que ceux du clone A10. Par contre, au 

troisième jour de traitement d' induction, lorsqu'on obtient une bonne surexpression de la 

forme pleine longueur de TTF -l, les rapports redescendent à des niveaux comparables aux 

niveaux de ceux du clone négatif BIO. 
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Figure 22. Histogrammes démontrant les rapports 47S/18S et 47S/28S. 

3.2.3 Analyse par FACS des clones AI0, BIO et AI0 TTF-I 

. Les analyses par FACS caractérisant la ploïdie des cellules du clone A10 ont démontré une 

augmentation de cellules se trouvant dans la phase GIde 46 % à 61.8 % de la population 

testée lorsqu'on passe d'une population non induite à une population induite pendant 2 

jours respectivement. Ces analyses ont également montré une diminution de cellules se 

trouvant en phase S, soit de 37.6 % à 26.2 %, lorsqu'on passe d'une population non traitée 

à une population où le shRNAmir ciblant TTF-I fut traitée pendant une période de 2 jours. 

Aucune variation appréciable fut observée concernant le pourcentage des populations du 

clone AIO testées se trouvant en phase G2/M (figure 23 , bleu). 

Les analyses par F ACS caractérisant la ploïdie des éellules du clone Al 0 TTF -1 ont 

démontré un patron très similaire à celui observé pour le clone BIO servant de control 

négatif (figure 23 , rouge (A10 TTF-I) et jaune (BIO)). Lorsqu'on passe de cellules non 

traitées aux cellules traitées pendant 2 jours, on voit une augmentation de 48.4 % à 53.3 % 

des cellules du clone BIO se trouvant en phase G 1 tandis que, chez le clone AI 0 TTF -l , on 
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voit une augmentation de 48.8 % à 54.7 % des cellules se trouvant en phase G 1. Il s ' agit 

d 'une augmentation plus faible que celle de 15,8 % observée chez le clone AIO. 

Concernant la phase S, le même processus est observé. On voit une diminution similaire 

chez le clone BIO et AIO TTF-I mais qui ne se compare pas à la diminution observée chez 

le clone AIO. Chez le clone AlO, on a une diminution de 37.6 % à 26.2 % après un 

traitement d ' induction de 2 jours. Chez le clone BIO, lorsqu' on passe de cellules non 

traitées aux cellules traitées pendant deux jours, on a une diminution minime de 38.3 % à 

32.2 % et chez le clone AIO TTF-I on a une diminution tout aussi minime de 33.8 % à 31.9 

% (voir tableau 1). 
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Figure 23. Analyse de ploïdie par F ACS, histogrammes et marquages métaboliques 

correspondant. A) Histogramme des données obtenues pour la phase G 1. Augmentation du 

clone A10 (bleu) après 1 et 2 jours d' induction. B) Histogramme des données obtenues 

pour la phase S. Diminution du clone A10 (bleu) après 1 et 2 jours de traitement 

d' induction. C) Marquage métaboliques des trois clones effectué en parallèle avec l ' analyse 

par F ACS. (Marquages faits par Victor Stefanovsky) 

Tableau 1. Données brutes de l' analyse par FACS. 

Phase G1 S G2 

Temps d ' ind. (J) 0 1 2 O' 1 2 0 1 2 

A10 46.0 58.0 61.8 16.4 Il.5 Il.9 37.6 30.4 26.2 

BIO 48.4 52.9 53.3 13.4 14.8 14.5 38.3. 32.3 32.2 

A10 TTF-I 48.8 52.5 54.7 17.5 16.0 13.4 ' 33.8 31 .5 31.9 

810 
2 



Chapitre 4 Discussion et conclusion 

4.1 UBF 
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Depuis la caractérisation des fonctions d 'UBF dans l ' initiation de" la transcription 

ribosomique ainsi que la découverte de son nouveau rôle dans la régulation de l ' élongation 

de la transcription ribosomique, il a toujours été présumé qu' il est essentiel au bon 

déroulement de la transcription ribosomique, de la biogenèse des ribosomes et, 

conséquemment, est nécessaire à la survie. Par contre, il existe des données indiquant qu' il 

serait possible qu'UBF ne soit pas du tout nécessaire à la survie. Des modèles cellulaires 

simulant une diminution de plus de 80 % d'UBF démontre un taux de survie cellulaire tout 

à fait normale (Ross Hannan, communication personnelle). 

En recherche d 'une réponse à la nécessité ou non du facteur de transcription ribosomique 

UBF, nous avons développé un modèle de désactivation conditionnelle d 'une ou deux 

allèles codant pour UBF chez la souris. 

Mes expériences concernant le facteur de transcription ribosomique UBF, en ce moment, 

permettent seulement de conclure que la perte d'un allèle codant pour le facteur de 

transcription ribosomique UBF n ' induit aucun défaut visible chez la souris, ni au niveau 

développemental ou comportemental. Ceci concorde avec les données obtenues par le 

laboratoire Hannan (Ross ' Hannan, communication personnelle) qui indiquent qu'une 

diminution de 80 % n' induit aucune perturbation de la survie cellulaire. De plus, quoiqu' il 

soit possible qu'on ne connaît pas tous les rôles remplient par UBF, la concentration 

nucléolaire d 'UBF semble excédentaire par rapport à la quantité nécessaire pour remplir ses 

fonctions dans l ' initiation et l ' élongation de la transcription ribosomique (36). Ceci 'appuie 

l ' idée que même une diminution de 80 % n'affecterait pas la capacité d'UBF de remplir ses 

fonctions. Notre modèle d'inactivation d'un allèle codant pour UBF, ne démontrant aucun 

effet autant au niveau développemental que comportemental, est donc très bien justifié ainsi 

que relativement prévisible. 
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La future inactivation des deux allèles codant pour UBP, résultant en une élimination totale 

du facteur de transcription ribosomique, permettra de déterminer l ' importance de ce facteur 

de transcription pour la survie de la souris. Des études, également élaborés dans le 

laboratoire Hannnan, démontrent qu'une diminution de approchant le· 100 % d'UBP induit 

une mortalité cellulaire flagrante et soudaine lorsque comparé à la diminution de 80 % 

(Ross Hannan, communication personnelle). D 'après les observations du laboratoire 

Hannan, nous nous attendons à une mortalité pré-natale de 100 % des animaux chez 

lesquels l ' inactivation des deux gènes codant pour UBF aurait été effectuée (Ross Hannan, 

communication personnelle). Nous visons d 'observer plus spécifiquement à quel étape du 

développement la mort est induite pour déterminer à quel point dans le développement 

UBF devient essentiel. Nous envi~ageons de voir la mortalité très tôt dans le 

développement comme la production de ribosomes est primordiale à la synthèse protéique. 

4.2 TTF-I 

Le gène INKp14/ARF codant pour la protéine ARP est un suppresseur de tumeur très bien 

connu pour la régulation par sa protéine de la stabilité de p53 par son interaction compétitif 

avec MDM2, l ' ubiquitine ligase E3 de p53. Par contre, ARP est également bien connu pour 

induire la perturbation générale du processus de maturation des ARNr. Il est connu qu'ARP 

provoque la dégradation de B23, une protéine catalysant le clivage du précurseur 32S pour 

former les ARN 28S et 5,8S. Par contre, quoique la dégradation ARP-dépendante de B23 

soit sûrement un elément responsable de la suppression du processus de la maturation des 

ARNr observée lors d ' une induction d 'ARP, le fait qu' on observe un effet sur tout les deux 

le 28S et le 18S indique clairement que B23 n ' est pas le seul joueur responsable. 

Quand l ' interaction entre TTF-I et ARP fut confirmée dans le laboratoire Moss, nous.. nous 

sommes immédiatement questionnés sur la possibilité que TTF -1 puisse être un lien entre 

ARP et son effet dévastateur sur le processus de la maturation des ARNr. J ' ai donc 

développé un modèle cellulaire dans lequel je pouvais induire une diminution du facteur de 

transcription ribosomique TTF-I à l'aide d'une technologie d'interférence à l 'ARN. 
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À l ' aide de ce modèle, j ' ai démontré par marquages métaboliques qu'une diminution de 

TTF-I a un effet inhibiteur sur la transcription ribosomique après 48 heures d' induction, où 

on voit une inhibition importante de la maturation des ARNr et aucune accumulation du 

précurseur 47S. Un effet marquant sur la maturation des ARNr fut également observé. Les 

marquages métaboliques indiquent qu'après une période d' induction du shRNA ciblant 

TTF -1 de 48 heures, on observe une perturbation importante et générale du processus de 

maturation des ARNr. De plus, on observe un patron de maturation ressemblant davantage 

au patron de maturation des ARNr observé lors d 'une induction d'ARP, ce qui soutient la 

théorie que TTF-I puisse être le lien entre ARP et son effet d' inhibiteur de la maturation 

des ARNr. 

Des analyses par FACS permirent également de déterminer qu'une diminution de TTF-I 

induit une perturbation du cycle cellulaire ressemblant à un arrêt en phase G 1. Ce résultat 

n 'est pas très surprenant si on considère que la cellule se trouve en difficulté de produire 

des ARNr matures ce qui perturbe sûrement son taux de synthèse protéique. Des études 

élaborées dans le laboratoire Moss en parallèle avec les études décrites ci -dessus ont bien 

. démontré une interaction entre TTF-I et MDM2 qui induit l 'ubiquitination de TTF-I 

(Frédéric Lessard, communication personnelle). L' ajout d'ARP avec TTF-I et MDM2 

induit la suppression de l 'ubiquitination de TTF-I par MDM2. Par contre, nous avons 

récernrhent démontré que cette ubiquitination n 'était pas dépendante de la 

compartimentation de MDM2 ce qui laisse à supposer qu'ARP pourrait agir comme 

l'ubiquitine ligase de TTF -1 dans le nucléole (Frédéric Lessard, communication 

personnelle ). 

Suite aux études décrites au cours de ce travail, nous proposons un modèle de compétition 

entre ARP et MDM2 pour leur site de liaison avec le facteur de transcription TTF-I~ Ce 

modèle suggère que l' induction d'ARP puisse gérer le cycle cellulaire de façon p53-

indépendante. ARP sequesterait alors MDM2 au nucléole, ~omme il est bien connu, et, vu 

son affinité plus forte pour TTF-I, se séparerait de MDM2 pour se lier à TTF-I et induire 

son ubiquitination et sa délocalisation/dégradation. Ceci induirait possiblement une 

diminution de TTF -1 semblable à celle que nous avons réussi à reproduire dans les cellules 
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du clone Al 0 utilisées dans le cadre des études décrites ci-dessus. Cette diminution pourrait 

être un élément d'une voie de signalisation résultant en la perturbation de la biogenèse 

ribosomique et le ralentissement de la progression du cycle cellulaire. Cette voie serait donc 

possiblement un moyen d' induire l' apoptose de façon p53-indépendante. 
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Annexe B gUBFexons 
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Annexe C MSCV-TMP« Tetracycline-regulated 
retroviral vector- SIN -TREmiR30-PI G» 

Sspl - 893 - AAT'A 

PvuI - 7459 - G T' G 
F. pl - 311 - TGC'GCA 

SapI - 6080 - GCTCIT n'nnn_ . 
BpfI - 5916 - GAGnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn' 

SfiI - 5902 - GGCCn_nnn'nGGCC 

Bmtl - 4978 - G CTAG'C 
Nlrel - 4974 - C'CTAG C 

Pl:uII - 4875 - AG'CTG 

FafI - 4579 - AAGnnnnnCTInnnnnnnn_nnnnn' 

MSCV-TMP 
8238 bp 

- GA nn'nnGT 
Aloi - 9 6 - GAA nnnnnnTC nnnnnnn nnnnn ' 
Aloi - 1008 - GGAnnnnnnGIT nnnnn;;n _ nnnnn ' 

A/el - 1089 - AG 'G T 

Bgill - 15 - A'G TC_T 
XbaI - 1596 - T'CT G _ A 

HpaI - 2146 - GIT' AA 
5' miR30 - 2154 

Agel - 2421 - A' GG_T 
BIpI - 2584 - GC'Tn _ GC 

B i\U - 288 - CGT C_G 
R rIT - 2947 - CG'GwC G 

SacIl - 3045 - CC GC'GG 
'----- PpOMI - 3597 - G'GG C_ 

pal - 3601 - G _ GGCC' 
PI11I1 - 3800 - AC'GTG 

Aarl - 3823 - CACCTG nnnn'nnnn 
PflMl - 393 - CCAn_nnn'nTGG -

BstXI - 4069 - CCAn_nnnn'nTGG 
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