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RESUME

Etude du mécanisme de rétrotransposition des ARN hY dans les cellules humaines

par
Anne-Marie Lamontagne

Département de Biochimie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I'obtention
du dipl0ome de maitre &s sciences (M.Sc.) en Biochimie, Faculté de médecine et des sciences
de la santé, Université de Sherbrooke,

Sherbrooke, Québec, Canada, J1H SN4

Chez I’humain, il y a présence de quatre petits ARN Y soit les ARN hY1, hY3, hY4 et
hY5. La longueur de ces ARN varie entre 84 (hY5) a 112 (hY1) nucléotides. Ces ARN
forment une longue structure tige boucle pouvant étre li€e par une protéine nommée
Ro60. Les ribonucléoprotéines Ro (Ro RNP) résultent de la liaison de Ro60 ainsi que celle
de la protéine La aux ARN hY. Ces Ro RNP sont la cible d’auto-anticorps chez des patients
atteints de pathologies du tissu conjonctif, comme le lupus érythémateux systémique. Les
connaissances sur le rdle de ces petits ARN non-codants sont limitées. Cela rend leur étude
d’autant plus importante. Par contre, quelques évidences suggérent leur implication dans la
réplication chromosomale.

Récemment, environ mille pseudogénes Y ont été découverts dans le génome humain; leur
présence suggére un mécanisme de rétrotransposition. L’étude des s€équences adjacentes aux
pseudogénes a permis d’identifier une signature de la machinerie des Long Interspersed
Nuclear Elements 1 (LINE-1), suggérant un nouvel élément mobile similaire & Alu. De plus,
la majorité des pseudogénes Y présentaient des mutations précises aux sites de liaison de
plusieurs protéines, dont Ro60. Cela nous a amenés a explorer les différents aspects du
mécanisme de rétroposition présumé des ARN hY. Pour ce faire, nous avons adapté un essai
de rétrotransposition L1 dans les cellules HeLa. Notre principale hypothése était de vérifier
si I’absence de protéines liées 3 ’ARN Y pouvait influencer la rétrotransposition de I’ARN
en question. La méthode de détection par dénombrement de colonies s’est avérée peu
profitable puisqu’elle manquait de sensibilité. Les niveaux trés faibles et le taux élevé de
variation entre les différents essais ne permettaient pas d’émettre des conclusions claires et
précises. Par la suite, nous avons développé une seconde méthode de détection basée sur la
PCR quantitative en temps réel. Il s’agit d’'une nouvelle application pour I’étude des
événements de rétrotransposition. Celle-ci nous a permis de démentir notre hypothése : la
perte de liaison de certaines protéines ne favoriserait pas la prise en charge de ’ARN hY par
-la machinerie L1.

Mots-clés : ARN non-codant, ARN hY, rétrotransposition, Ro60, gPCR

Anne-Marie Lamontagne, 2011
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INTRODUCTION

1. Les ARN non-codants

A peine 2 % du génome humain est transcrit en ARN messagers, puis traduit en protéines. Les
98 % restant du génome ont souvent été qualifi€és de « déchets génomiques » a cause .de
I’absence apparente d’utilité de cet ADN non codant (ADNnc). Cet ADN est-il vraiment
inutile? Méme si la majorité de I’ADN humain n’est pas codant, il est tout de méme transcrit
dans une grande majorité. Grice aux nouvelles technologies de derni¢re génération, il est
maintenant clair que jusqu'a 90 % des génomes eucaryotes sont transcrits, générant une
gamme extraordinaire d’ARN sans capacité codante (Costa, 2010). D’ailleurs, de plus en plus
d’études décrivent de nouvelles fonctions assignées a ces ARNnc (ENCODE Project
Consortium et al., 2007). Les génes d’ARNnc produisent des molécules d’ARN
fonctionnelles qui ne sont pas traduites. Elles sont particuli¢rement abondantes pour des roles
qui requierent la reconnaissance hautement spécifique d’acide nucléique sans catalyse
complexe, notamment en dirigeant la régulation post-transcriptionnelle des génes ou en

dirigeant la modification des ARN.

1.1 L’ARN vient en plus de trois saveurs

L’ARN ne peut plus étre catégorisé en tant que ribosomal, messager ou de transfert. Nous
retrouvons maintenant une panoplie de différents ARN, notamment les ARN non-codants.
D’ailleurs, ceux-ci sont sous-divisés en plusieurs catégories, soit les petits ARN nucléaires
(ARNsn), les petits ARN nucléolaires (ARNsno), les longs ARN non-codants, les petits ARN
régulateurs, ainsi que plusi’eurs autres (Tableau 1). La découverte de nouveaux ARN non-

codants et de nouvelles fonctions est en pleine effervescence.



1.1.1  Les petits ARN nucléaires

Les ARNsn constituent une classe majeure d’ARN cellulaire ayant une fonction de catalyse
(Madhani et Guthrie, 1992). Ils sont responsables de I’épissage des ARNm, processus par
lequel le pré-ARNm sera débarrassé de ses introns pour ne conserver que les exons. Il est a
noter que trés souvent, plusieurs combinaisons d’exons sont possibles. Cet épissage alternatif
augmente le répertoire de protéines et les possibilités de régulation. Ces ARNsn varient entre
90 et 220 nucléotides et s’associent avec des protéines spécifiques pouf former des particules
ribonucléoprotéiques nucléaires (RNPnp) qui, une fois assemblées, se lient sur les pré-ARNm
pour former un énorme complexe d’épissage (le spliceosome). Prenont pour exemple I’ARNsn
U6, en s’hybridant 2 PARNm prés de la jonction exon-intron, adopte une structure qui lui

confére une activité catalytique d’épissage (Will et Luhrmann, 2001).

1.1.2  Les petits ARN nucléolaires

Les ARNsno représentent un groupe d’ARN non traduits principalement requis pour la
maturation des ARN ribosomaux (Enright et al., 1996). Ceux-ci nécessitent plusieurs
modifications post-transcriptionnelles telles que la pseudouridylation et le 2’-O-
méthylribosylation. Ces modifications facilitent le repliement adéquat et la stabilité€ de
I’ARNr. Chez les eucaryotes, ces modifications sont effectuées par les snoRNP dans le
nucléole. La classe de snoRNP & boite C/D est responsable de la méthylation spécifique au site
2’-0 du ribose tandis que la classe a boite H/ACA catalyse I’isomérisation de I’uridine en
pseudouridine. Leur role ne s’arréte pas qu’aux ARNr, leurs cousins les RNPsca
(ribonucléoprotéine de corps de Cajal) sont responsables de la modification chimique des
ARNSsn dans le corps de Cajal (Dieci et al., 2009; Kiss, 2002; Reichow et al., 2007). De plus,
un groupe a démontré que de multiples ARNsno pouvaient entrer dans la voie de maturation
des microARN, leur découvrant une nouvelle fonction en tant que répresseur post-

transcriptionnel (Ender et al., 2008).



I.1.3 Les petits ARN régulateurs

Cette catégorie d’ARN non codant regroupe diverses classes et tailles d’ARN. Par contre, ils
partagent une seule fonction dans la physiologie cellulaire, soit 1a régulation épigénétique de
I’expression des génes (Bartel, 2004). Le phénoméne de I’ARN interférence a d’abord été
découvert quand I’introduction de longs ARN double brin (db) dans Caenorhabditis elegans a
déclenché la répression de génes cibles. Cette découverte a valu le prix Nobel de physiologie
et de médecine de 2006 aux professeurs Andrew Fire et Craig Mello et a complétement
bouleversé notre fagon de percevoir la régulation de la cellule, en particulier la régulation post-
transcriptionnelle. Parmi les différents types de petits ARN, on retrouve les microARN, les
siARN (small interfering RNA), les casiARN (cis-acting siRNA), les tasiARN (trans-acting
SiRNA), les natsiARN (natural cis-acting siRNA), les scnARN (small-scan RNA) et les piARN
(Piwi-interacting RNA). Pour ce qui est des microARN, des centaines de ces molécules
mesurant a peine 20 nucléotides (nt) sont aujourd’hui connues, chacune servant de guide au
complexe RISC (RNA-induced silencing complex) (Elbashir et al., 2001; Fire et al., 1998).
Ces ARN ont initialement une structure de longue tige-boucle de complémentarité imparfaite
et doivent préalablement étre maturés par deux enzymes (Drosha et Dicer) avant leur
incorporation dans le complexe RISC sous forme de microARN. Ensuite, ils exercent leur
fonction d’inhibition de la traduction en s’hybridant 2 I’ARNm complémentaire ciblé. Ces
ARN ont également pour cible le génome. Ils peuvent masquer ou modifier un génotype, soit
la manifestation d’un phénotype que la génétique n’explique pas complétement. Ces
microARN influenceraient I’architecture du génome qu’on identifie maintenant comme des
modifications épigénétiques. Cependant, ce ne sont pas tous les petits ARN qui sont
ubiquitaires. Par exemple, les piARN exercent leur pouvoir dans les cellules germinales
seulement. IIs sont exprimés a partir de loci bien précis, ayant un biais envers un certain brin
d’ADN. Les piARN ont comme mandat de réprimer les transposons pendant la
spermatogénése et de maintenir les cellules souches germinales (Chu et Rana, 2007). Le
Tableau | résume la quasi-totalité des petits ARN interférents connus jusqu’a présent,

retrouvés chez différentes espéces ainsi que leurs fonctions.



Tableau 1. Petits ARN interférents chez différentes espéces et leur fonction.

Nom
miARN
casiARN
tasiARN

natsiARN

Exo-siARN

Endo-siARN

piARN

piARN-like
21U-ARN
26G ARN

- Organisme

Algue, animaux, plantes,
protistes, virus

Plantes

Plantes

Plantes

Animaux, fungi, protistes

Plantes

Algue, animaux, fungi, plantés,
protistes

Métazoaires excluant Trichoplax
adhaerens '

Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis elegans

Adapt€ de (Ghildiyal et Zamore, 2009)

1.14 Autres ARN non-codants

Longueur (nt) Fonction
Régulation de la stabilité des

20-25 ARNmM, traduction

24 Modification de la chromatine
Régulation post-

21 .
transcriptionnelle

21,22 et 24 Régu]atlon des genes de
réponse au stress

~21 Régulation post-
transcriptionnelle, défense

2let24 antivirale
‘Régulation post- _

21 transcriptionnelle de transcrits
et transposons, répression
transcriptionnelle

24-30 Régulation de transposons

2430 - Inconnue

21 Régulation de transposons

26 Inconnue

Il y a de nombreux autres ARN non-codants (Presutti et al., 2006). Un exemple trés connu est

certainement I’ARN 7SL qui, avec six protéines, fait partie de la particule de reconnaissance
du signal (SRP) impliquée dans la traffic protéique (Walter et Blobel, 1982). Cet ARN

d’environ 300 nt est essentiel a I’interaction avec le ribosome et aurait un role structural pour

joindre toutes les composantes du complexe (Keenan et al., 2001). A I’opposé, les petits ARN

d’environ 80 nt qui font partie des particules Vault n’ont toujours pas de fonction connue (van

Zon et al., 2003). Un autre type de petit ARN fait I’objet de cette étude, soit les ARN

cYtoplasmiques (ARN Y) qui n’avaient, jusqu’a tout récemment, aucune fonction connue. Par

contre, il est certain que plusieurs types d’ARN demeurent inconnus. Le tableau 2 contient un

bon nombre de petits ARN non-codants et résume leurs différentes fonctions.



Tableau 2. Fonctions des ARN non-codants connus chez 1’humain.

ARN non-condants

Maturation de ' ARN
ARNSsn

ARNsn U7

ARNsno C/D

ARNsno H/ACA
ribonucléase P
Transcription

ARN 7SK

Traduction

ARNt

ARNr

Livraison des protéines
ARN SRP

Fonction

Epissage des pré-ARNm

Formation de 'extrémité 3' des pré-ARNm des histones

2' O-méthylation des ARNr, ARNsn, ARNt; maturation des ARNr
Pseudouridylation des ARNr, ARNSsn; maturation des ARNr
Maturation des pré-ARNt

Contréle de I'élongation médiée par P-TEFb (Positive Transcription
Elongation Factor b)

Traduction des ARNm
Traduction des ARNm

Translocation des protéines au réticulum endoplasmique

Régulation de l'expression génique

siARN

miARN

piARN

Stabilité du génome
TERC

Autres

ARN de Vault

ARN hY (ARN cYtoplasmique
humain)

Adapté de (Matera et al., 2007)

Répression génique; coupure d'ARN viraux ou autre
Répression génique; répression de la traduction

Répression des éléments transposables

‘Synthése des télomeres

Fonction inconnue (retrouvés dans la particule de Vault)

Fonction inconnue (troﬁvés dans les RNP Ro)



2. Les ribonucléoprotéines Ro

Il y a déja plus de cinquante ans que les anticorps antinucléaires sont connus et utilisés pour
diagnostiquer des maladies auto-immunes (Holborow et al., 1963; Provost et Reichlin,
1981; van Venrooij et Pruijn, 1995). Ces autoanticorps ont permis plusieurs grandes
découvertes. En effet, en tentant de comprendre quels étaient les antigénes reconnus, le
groupe de Joan Steitz a découvert les snRNP (Lerner et Steitz, 1979), puis les RNP Ro,
trouvées plus particulierement chez des patients atteints de lupus érythémateux disséminé
(LED) ou du syndrome de Sjogen (Alspaugh et Tan, 1975; Hardin et al., 1982; Lerner et
al., 1981). Comme le suggére leur nom, ces complexes RNP Ro se composent de la
protéine Ro60 et d’'un ARN Y, ainsi que de la protéine La. La figure 1A illustre la
disposition des protéines Ro60 et La sur I’ARN Y, ainsi que le site putatif de quelques

autres protéines liant les ARN Y.

2.1 La protéine Ro

La protéine Ro humaine a un poids moléculaire de 60 kDa (Ro60). Elle est peu abondante
et localisée au cytoplasme et au noyau (Pruijn et al., 1997). Des orthologues du complexe
humain Ro/ARN Y ont été€ décrits chez plusieurs mammiféres, ainsi que chez la grenouille
Xenopus laevis, le nématode Caenorhabditis elegans et 'eubactérie Deinococcus
radiodurans. Plusieurs d’entre eux ont été étudiés plus extensivement. Au cytoplasme, Ro
s’associe avec un ARN hY par un domaine constitué de répétitions HEAT (huntingtin
elongation A subunit TOR), un site permettant la liaison, possiblement aussi a d’autres
ARN. Ce domaine a une surface relativement grande permettant la liaison de protéine a la
tige conservée des hY (Stein et al., 2005). La figure 1B illustre le site de liaison de I’ARN
hY a la protéine Ro60. Plusieurs fonctions ont été associées a la protéine Ro60 et sont

décrites dans les prochains paragraphes.



Figure 1 : Structure du complexe RNP Ro

(A) Structure du complexe RNP Ro composé des protéines Ro60 et La ainsi que d’'un ARN Y.
Les sites de liaisons hypothétiques des protéines hnRNP K, hnRNP I et RoBPI sont aussi
représentés. (B) Deux vues de la structure de Ro 4 90° I’une par rapport 4 I’autre, avec ’ARN
en rose. Un fragment d’ARN Y est lié sur la surface extérieure de la protéine Ro60 alors
qu’un fragment simple brin est 1ié dans la cavité centrale. Le motif MIDAS, un site de liaison
aux cations divalents, est montré en bleu. Figure adaptée de Stein A. J., 2005.



2.1.1 Résistance aux u.v.

Une des premiéres fonctions attribuées a cette protéine est la résistance aux rayons
ultraviolets (u.v.). L’étude de Rsr (Ro sixty related), I’orthologue de Ro60 chez
Deinicoccus radiodurans, a révélé son importance dans |’extraordinaire résistance aux
rayonnements u.v. de cet organisme (Chen et al., 2000). Un lien avec la résistance aux u.v.
a également ét€ démontré dans les cellules de mammiféres (Chen et al., 2003) et chez des

souris dont le géne pour la protéine Ro60 a été délesté (Xue et al., 2003).

2.12 Controle de qualité de ’ARN

Le mécanisme par lequel la protéine Ro influencerait I’impact des rayonnements u.v.
demeure totalement inconnu. Cependant, il semble que cette protéine exercerait dans ces
conditions et, possiblement dans un contexte plus large, un contrdle de qualit€ de I’ARN.
L’étude des ARN liant Ro chez Xenopus laevis a permis de dééouvrir I’ARNr 58S, mais plus
précisément un 5S mutant qui adopte une structure alternative (Fuchs et al., 2006; O'Brien
et Wolin, 1994, Shi et al., 1996). Cette liaison de Ro60 serait vraisemblablement I’étape
préalable a la dégradation de ces ARN défectueux. Chez C. elegans, ce contrOle de I’ARNr
5S par ROP-1 (RO ribonucleoProtein family I) existe également (Labbé et al., 2000). Ce rdle
ne semble toutefois pas limité & I’ARN 58S, car un snARN U2 mutant a aussi été trouvé lié
par Ro (Chen et al., 2003). Il semblerait en effet, que Ro soit en mesure de lier une vaste
gamme d’ARN, dont la reconnaissance est basée sur seulement quelques pré-requis
structuraux relativement fréquents (Fuchs et al., 2006). Plus récemment, I'implication de
Rsr (orthologue de Ro) a ét€ démontrée dans la maturation du précurseur de ’ARN
ribosomal 23S chez Deinococcus radiodurans (Chen et al., 2007). La liaison de Rsr a
I’ARNr permet la maturation de I’extrémité 3’ par des exonucléases, sans que ces derniéres
dégradent tout ’ARNr. De fagcon générale, la proteine Ro a une fonction de controle de
qualité de I’ARN. ’



2.1.3  Autres roles de la protéine Ro

D’autres rdles moins bien caractérisés ont €té suggérés pour la protéine Ro. Il semblerait
que cette protéine soit reliée a une forme de protection contre |’auto-immunité. En effet, des
souris dépourvues de Ro60 ont une forte prédisposition & des maladies auto-immunes (Xue
et al., 2003). 1l est évidemment trés probable que les fonctions mentionnées plus tot, soit la
résistance aux u.v. et le controle de qualité de I’ARN, soient impliquées dans I’auto-
immunité. Néanmoins, un aﬁtre role trés différent est attribué a Ro : un inhibiteur de la
traduction de I’ARNm produisant la protéine ribosomale L4, via sa liaison a la région 5’
non traduite (5° UTR) (Pellizzoni et al., 1998).

Hormis Ro, d’autres protéines sont présentes dans ces complexes, telle que la protéine La
retrouvée dans la plupart des RNP Ro (Mamula et al., 1989). Aussi, les protéines PTB
(Polypyrimidine Tract Binding), hnRNP K, RoBP1 et quelques unes moins bien caractérisées
peuvent lier certains types de RNP Ro (Bouffard et al., 2000; Fabini et al., 2001 ; Fouraux et
al., 2002).

22  Laprotéine La

La protéine La est une composante protéique trés importante des RNP Ro. Les ARN Y sont
trés fréquemment liés a cette protéine en plus de Ro. Bien que certaines études tendent a
démontrer que La se dissocie rapidement des ARN Y a leur sortie du noyau (Simons et al.,
1994), on considére généralement que La peut &tre associée de fagon stable aux RNP Ro
(Boire et Craft, 1989; Pruijn et al., 1997). Tout comme Ro, celle-ci est ciblée par les auto-
anticorps de patients souffrant de désordres auto-immuns. Quoique nécessaire chez les
métazoaires, elle peut cependant étre supprimée chez les levures a fission et bourgeonnantes,

permettant I’étude de cette protéine plus en profondeur (Bayfield et al., 2010).

22.1 Caractéristiques générales
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La est une protéine trés abondante : on trouve environ 2 x 107 copies par cellules, un niveau
comparable a celui des protéines ribosomales (Gottlieb et Steitz, 1989). Bien qu’elle soit
présente dans toute la cellule, elle est beaucoup plus abondante dans le noyau, autant dans le
nucléoplasme que dans le nucléole (Wolin et Cedervall, 2002). La est constituée de 408
acides aminés (a. a.) pour une masse de 47 kiloDalton (kDa) (Wolin et Cedervall, 2002).
L’ ARNm de cette protéine génére deux isoformes qui différent par leur 5’UTR. Une des deux
isoformes posséde une structure IRES (Internal Ribosome Entry Site) permettant une
traduction indépendante de la coiffe (Wolin et Cedervall, 2002). La protéine La lie
majoritairement la sé€quence 3’-UUU-OH d’ ARN transcrits par la polymérase (pol) III. Un co-
cristal de I’extrémité N-terminale de cette protéine en présence d’un court ARN terminé par
trois uridines a permis d’€lucider les différentes interactions entre ces deux molécules. Ces

interactions sont illustrées a la figure 2 (Bayfield et al., 2010).

222 Maturation des ARNt

La fonction la mieux caractérisée de La est probablement la protection des transcrits
synthétisés par I’ARN polymérase IlII. De plus, ceci facilite son impliquation dans la
maturation.des extrémités 3° des ARNt (Wolin et Cedervall, 2002). Des études chez la levure
ont montré que La est importante pour une maturation efficace des ARNt, bien que I’absence
de La ne soit Iétale qu’en combinaison avec d’autres mutations (Yoo et Wolin, 1994). Cette
protéine est cependant importante au développement complet des embryons de souris (Park et
al., 2006).

223 Terminaison de I’ARN polymérase III
Le rOle suggéré mais certainement le plus controversé de cette protéine abondante est celui

associ€ a la terminaison de la transcription par I’ARN polymérase Il (Wolin et Cedervall,

2002). Plusieurs groupes ont propos€ que La, en liant ’extrémité 3’-UUU-OH



Principal UUU-3'OH binding pocket
... lormed mostly by LAM but in part
" by underside edge of -2 strand
of RRMY

Typical ANA binding B-sheet surtace
of an RRM (Y114 and F155 on RNP-1
and -2 respectively, see text)

Atypical ANA contacts: between
an underside edge of §-2 strand
and RNA, holds LAM, RRM1
& RNA together

Figure 2 : Reconnaissance de ’extrémité 3' de ’ARN par la protéine La.

Le motif de reconnaissance a I’ ARN 1 (RNA recognition motif I, RRM1)de Lalie ’ARN &
partir de deux surfaces; 1) 4 I’interface entre le RRM et le motif La (LAM), responsable de
'interaction dépendante de UUU-3'-OH (I’ARN correspondant a U-3 a U-1 en rouge) et ii)
la boucle 3 du RRM1 (bleu), importante pour I’interaction indépendante de UUU-3'-OH des
ARN cibles. La chaine latérale D33 (dans le LAM) interagit avec les groupements 2'- et 3'-
OH de laderniére Ude ’ARN (bleu). Figure tirée de Bayfield M.A. 2010

11
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(Mathews et Francoeur, 1984), entraine la terminaison de transcription et la réutilisation
immédiate de la polymérase (Wolin et Cedervall, 2002). D’autres groupes ont toutefois été
incapables de déceler une telle activité (Lin-Marq et Clarkson, 1998). Apparemment,
d’importantes différences existent au sein des divers organismes étudiés pour ce role, ce qui

alimente ainsi la controverse (Wolin et Cedervall, 2002).

224 Traduction dépendante de site IRES et autres rdles

D’autres fonctions de La qui ne sont pas limitées éux ARN transcrits par la polymérase III ont
été découvertes. Plusieurs études supportent un réle de La dans la traduction de quelques
ARNmMm cellulaires qui dépendrait de la présence de leur site IRES. Ce phénomene a surtout été
démontré pour I’ARN de virus tel que le virus de I’hépatite C (VHC), le poliovirus et le
coxsackievirus (Costa'-Mattio[i et al., 2004; Kim et al., 2001; Wolin et Cedervall, 2002). De
facon plus générale, La aurait une activité de chaperon moléculaire (Belisova et al., 2005). Il a
aussi été suggéré que La serait impliquée dans I’ARN interférence, ou du moins I’affecterait
(Costa-Mattioli et al., 2004).

23  Les autres protéines

Les protéines présentes dans une RNP Ro donnée dépendront de I'identité de ’ARN Y dans le
complexe, ainsi que d’autres facteurs moins bien définis. Le tableau 3 résume quelques
caractéristiques de ces protéines quant & leur liaison aux différents hY. Ces différentes
protéines comportent de nombreux domaines de liaison de I’ARN ainsi nommés RRM pour

RNA Recognition Motif.
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Tableau 3. Protéines reconnues pour lier les ARN hY.

Protéines Se lie & Site de liaison Fonction
Tige des hYs Résistance aux U.V.
Ro60 hYs (C9et G10importantes)  Contréle qualité
La - hYs 3-UUU-OH Chaperon moléculaire
hnRNPK hYlethY3  Bouclede polypyrimidine = Impliquée dans l'expression des génes
PTB hY1lethY3 Boucle de polypyrimidine ~ Répression de ['épissage alternatif
RoBP1 hYS5S Boucle de polypyrimidine ~ Facteur d'épissage
' ~ Cytidine deaminase
ApoBEC3G  hYs _ Prévient la rétrotransposition
Ro52 Indirect -~  Ro60 _ Réle anti-viral
Calréticuline: hYs Chaperon moléculaire

Nucléoline hY1ethY3 Boucle de polypyrimidine  Transcription

23.1 Laprotéine hnRNP K

La protéine hnRNP K lie la boucle riche en polypyrimidine des ARN hY1 et hY3 (Fabini et
al., 2001). Les RNP Ro qui contiennent hY5 ou hY4 ne comprennent presque jamais hnRNP
K (Briere, 2003; Fabini et al., 2001). Les trois domaines KH de cette protéine aux multiples
isoformes lui permettent de lier divers ARN, et faciliteraient son implication dans la traduction
de certains ARNm (Ostareck-Lederer et Ostareck, 2004). En plus de posséder un domaine de
transport bidirectionnel entre le noyau et le cytoplasme (Michael et al., 1997), hnRNP K peut
subir plusieurs phosphorylations qui affecteront sa capacité¢ de lier ’ARN (Ostrowski et al.,
2000). Il semblerait que hnRNP K soit également impliquée dans ia traduction de I’ARNm de
Myc dépendante du signal IRES (Notari et al., 2006). Ses fonctions sont trés diversifiées et,
via son interaction avec I’ARN, avec ’ADN ou d’autres partenaires protéiques, semblent
englober de prés toutes les étapes de 1’expression des génes : transcription, €pissage, stabilité

de ’ARNm (Bomsztyk et al., 2004).

232 PTB
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Pour ce qui est de la participation de la Polypyrimidine Tract Binding protein (PTB) aux RNP
Ro, elle comporte une répartition semblable 8 hnRNP K et interagit avec les complexes
composés de hY1 et hY3 seulement (Briere, 2003; Fabini et al., 2001). Comme son nom
'indique, PTB a une préférence pour les suites de cytosine et d’uridine (Singh et al., 1995;
Spriggs et al., 2005). Cette protéine a un role important dans la répression de I’épissage
alternatif (Spellman et al., 2005). Il semblerait qué cette protéine soit aussi impliquée dans la

traduction de plusieurs ARNm via des IRES contenant le motif (CCU), (Spriggs et al., 2005).

233 RoBPI

Contrairement a2 PTB et hnRNP K, la protéine RoBP1 n’interagit pas avec les particules RNP
Ro qui contiennent hY 1 et hY3, mais plutot avec celles qui contiennent hY5, et hY4 dans une
moindre mesure (Bouffard et al., 1999; Bouffard et al., 2000). Cette protéine de 60 kDa
contient trois RRM lui permettant d’interagir avec ’ARN et posséde une grande homologie
avec le facteur d’épissage U2AF65 (Bouffard et al., 2000). Deux autres isoformes du géne de
RoBP! sont connus : FIR (FBP-interacting repressor) (Liu et al., 2000) et PUF60 (poly-U
binding splicing factor 60KDa) (Page-McCaw et al., 1999), qui seraient respectivement un

répresseur de transcription et un facteur d’épissage.

234 ApoBEC3G

Des ARN hY ont été retrouvés dans un volumineux complexe contenant ApoBEC3G
(apoplipoprotein B mRNA-editing, enzyme-catalytic, polypeptide-like 3G) (Chiu et al.,
2006). Cette protéine posséde principalement deux activités : une activité cytidine déaminase
engendre des mutations nuisibles a la réplication de rétrovirus (Chiu et Greene, 2006), et une
seconde activité qui consiste a lier des ARN ayant un potentiel de rétroposition (concept qui
sera détaillé plus loin) pour former un imposant complexe ribonucléique prévenant la

rétroposition en question (Chiu et al., 2006).
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235 Autres protéines (Ro52, calréticuline et nucléoline)

Quelques protéines supplémentaires ont été détectées dans les RNP Ro, quoique leur
participation a cette RNP n’est pas universellement reconnue.la calréticuline et Ro52
(protéine Ro de 52 kDa) feraient partie de certaines RNP Ro, bien que ’interaction entre Ro52
et ’ARN hY semble indirecte (Cheng et al., 1996). La calréticuline a un role de chaperon
moléculaire de glycoprotéines (Williams, 2006). Ro 52 aurait un role antiviral, entre autres via
une interaction avec la partie constante des IgG. La nucléoline participerait également aux
RNP Ro (Fouraux et al., 2002). Cette protéine est principalement impliquée dans la

transcription (Mongelard et Bouvet, 2007).

De fagon générale, les principales protéines trouvées dans les RNP Ro ont des sites de liaison
a I’ARN leur permettant de lier directement les hY, & I’exception des protéines mentionnées
ci-haut. De plus, La, PTB et hnRNP K auraient des activités de chaperons moléculaires pour
PARN (Belisova et al., 2005). Aussi, si Ro60 et La sont bien connues pour étres retrouvées
simultanément sur la méme molécule hY, le phénoméne ne se reproduit pas dans toutes les
situations. Bien que PTB lie plus facilement I’ARN en absence de Ro, il semble que PTB et
hnRNP K peuvent interagir simultanément avec la méme RNP Ro, qui comprendrait déja Ro,
La et un hY (Briere, 2003). Ces quatre protéines peuvent aussi lier les ARN hY1 et hY3 et

n’ont besoin d’aucune autre protéine pour ce faire (Briere, 2003).

3. LesARNY

Cette classe de petits ARN cytoplasmiques non-codants qui est peu étudiée est retrouvée chez
plusieurs métazoaires comme 1’humain, la souris, le rat, Caenorhabditis elegans, ainsi que
chez une bactérie, Deinococcus radiodurans. Récemment, 57 génes d’ARN Y ont été
identifiés parmi 27 génomes de différents organismes (Perreault et al., 2007). Ceux-ci varient
en taille, en nombre et en séquence chez ces différentes espéces. Chez 1’humain, on
retrouve quatre ARN Y, soit hY1 (Yl humain), hY3, hY4 et hYS. Pour ce qui est de hY2, il

est maintenant reconnu pour étre un produit de dégradation de hY 1. Ces petits ARN non-
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codants sont transcrits par I’ARN polymérase III et sont colocalisés au chromosome 7
(Maraia et al., 1996; Maraia et al., 1994; Wolin et Steitz, 1983). Leur longueur varie de 84 a 112
nt et les ARN sont présents dans le cytoplasme sous forme de complexes
ribonucléoprotéiques (RNP). Comme vu précédemment, ces complexes sont formés de la

protéine Ro60 et de la protéine La, ainsi que parfois de quelques autres protéines.

3.1 Fonctions et implications
3.1.1 Fonctions hypothétiques

Comme mentionné précédemment, aucune fonction n’était connue pour les ARN Y jusqu’a
tout récemment. Plusieurs résultats laissent entendre qu’ils ne sont pas essentiels. Une
lignée de souris ot Ro60 est aboli a un niveau d’ARN Y pratiquement indétectable et n’a
pourtant pas de phénotype trés marqué (Xue et al., 2003). Un des principaux phénotypes
observables, une sensibilité aux u.v., est certainement li€ a I’absence de la protéine Ro elle-
méme. Malgré qu’on ne puisse exclure que la susceptibilité€ a une auto-immunité soit due a
une diminution de la quantit€ d’Y dans l’organisme, il est probable qu’elle soit lie a
I’absence de Ro. A I’instar de la souris, le nématode C. elegans invalidé pour Ro (Labbé et
al., 1999; Labbé et al., 1999) a une diminution marquée de ’ARN Y. Dans un autre ordre
d’idée, notre laboratoire a suggéré un role des ARN hY dans 1’épissage alternatif. En dépit
de résultats mitigés, les hY pourraient exercer un effet subtil favorisant certaines isoformes

(Noél, 2006).

3.1.2 Réplication de ’ADN

En 2006, un groupe de recherche sur la réplication de I’ADN a découvert que les ARN Y
étaient requis, dans leur systéme, pour la réplication des chromosomes (Christov et al., 2006).
Des noyaux arrétés en Gl ont été mis en présence de diverses fractions cytoplasmiques

semi-purifiées pour initier la réplication. Une des fractions permettant la réplication de
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I’ADN contenait les ARN Y. Dans une série d’expériences, ces ARN ont ét€ dégradés des
fractions, puis ajoutés aux noyaux pour démontrer leur implication. De plus, il semble que
ce role soit indépendant de la protéine Ro puisque des mutations empéchant sa liaison aux
ARN Y n’ont pas affecté la capacité de ces derniers a réinitier la réplication. Puis en 2010,
ce méme groupe démontre que la présence des RNP Ro et RNP nucléoline n’est pas
nécessaire a la réplication in vitro de I’ADN et que celle-ci n’était pas influencée par leur
surexpression (Langley et al., 2010). D’autre part, ils ont aussi confirmé la surexpression des
ARN'Y dans certaines tumeurs et leur nécessité pour la prolifération cellulaire. Les ARN Y
ont été dégradés par ARN interférence afin de vérifier si leur présence était essentielle a la
prolifération et a la survie cellulaire (Christov et al., 2008). En analysant le nombre de
cellules en phase S et la mortalité cellulaire, ils ont conclu qu’il y avait en effet une
inhibition de la réplication cellulaire, ce qui engendrait la diminution de la prolifération

cellulaire, mais sans causer la mort de la cellule.

3.1.3 Inhibition de I’activité de Ro

Par ailleurs, I’étude des « RNP Ro » chez Deinococcus radiodurans a montré que 'ARN Y
de cette bactérie inhibe la liaison de Rsr (I’orthologue de Ro de cette bactérie) & I’ARNr
(Chen et al., 2007). Ainsi, un rOle des ARN Y chez cet organisme serait de maintenir Rsr
inactif jusqu'a ce que le besoin soit présent, tout simplement én occupant le « site actif » de
la prot€ine. La raison de cette inhibition, de méme que les mécanismes qui la reléveraient,
demeure toutefois obscure. Bien que ces travaux apportent une certaine lumiére sur le role

des ARN Y, aucune étude depuis n’a pu extrapoler cette conclusion aux métazoaires.
3.2  Expression et localisation des ARN 'Y
L’ARN polymeérase III transcrit les ARN Y via un promoteur de classe III externe, c’est-a-

dire que, contrairement aux ARNY, il est entiérement situé en amont de la position +1

(Hendrick et al., 1981; Shastry, 1993). En ce sens, il est analogue au promoteur du snARN U6
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(Kunkel et Danzeiser, 1992). Comme la majorité des ARN transcrits par la polymérase III, les
ARN Y sont plutdt abondants. On trouve environ 10° copies d’hY par cellule, ce qui
représente environ 1 % de I’ARN ribosomal, de loin le plus abondant (Wolin et Steitz,
1984). Cela signifie que la masse totale des hY comrespond approximativement a 0,02 % de
tout I’ARN d’une cellule. A titre de comparaison, ' ARNm moyen a moins de 10* copies

par cellules et représente moins de 0,002 % de I’ARN cellulaire.

La quantit¢ d’ARN Y varie cependant d’un type cellulaire a 1’autre. Les érythrocytes
expriment seulement les ARN hY1 et hY4 (O'Brien et Harley, 1990; Rader et al., 1989) alors
que les plaquettes n’expriment que hY1 et hY3 (lioh et Reichlin, 1991). A 1’opposé, I’ARN
hY5 est abondamment exprimé dans de nombreux autres types cellulaires (Boire et Craft,
1989; Fraire-Velazquez et al., 1999; Itoh et al., 1990). L’abondance respective des RNP Ro
dans différents tissus humains semble également trouver une €quivalence chez le cobaye

(Itoh et al., 1990).

32.1 Y comme dans cYtoplasme

Le nom des ARN Y a pour origine la deuxiéme lettre du mot « cytoplasme » ; ils sont
d’ailleurs fréquemment nommés « Y scRNA » pour «Y small cytoplasmic RNA ». Leur
localisation est donc majoritairement cytoplasmique (Peek et al., 1993; Wolin et Steitz, 1984).
D’autres études rapportent toutefois une localisation périnucléolaire pour une fraction
dénudée de protéines des ARN hYl, hY3 et hY5 (Matera et al., 1995), alors qu’une autre
fraction d’hY se trouve dans le nucléoplasme sous forme de RNP Ro (Farris et al., 1997), la
majorité demeurant néanmoins cytoplasmique. La prdtéine Ro60 apparait comme
essentielle a4 ’exportation des ARN Y vers le cytoplasme dans des oocytes de Xenopus
laevis (Simons et al., 1994). Ro60 est cependant insuffisante pour exporter les ARN Y hors
du noyau. Une autre protéine non identifiée qui lierait la tige en bordure de la grande
boucle interne de tous les hY serait essentielle & leur localisation cytoplasmique (Rutjes et

al., 2001). A ’opposé, la protéine La semble capable de retenir au noyau des ARN Y
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modifiés. Elle serait responsable de la lenteur de I’exportation des ARN Y, soit 8 heures en

comparaison a 30 minutes pour un ARNt (Pruijn et al., 1997; Simons et al., 1994).

Sans faire une revue exhaustive sur la localisation cellulaire des RNP Ro, certains détails
intéressants supplémentaires a ce sujet doivent étre cités. L’ARN hY1 posséde un motif,
une « minihélice », qui permet une exportation compétitionnant avec l’exportation de
I’ARN VAL de I’adénovirus (Gwizdek et al., 2001). Aussi, la localisation cellulaire de Ro60
et La change lorsque la cellule est soumise & certains stress. A titre d’exemple, I’apoptose
(induite, entre autres, par des u.v.) localise Ro60 dans des «bulles apoptotiques »
(apoptotic blebs) et La dans des « particules apoptotiques » (apoptotic bodies) (Lawley et
al., 2000). Une surexpression de Ro60 entraine une localisation principalement nucléolaire.
Enfin, plusieurs types d’infections virales induisent une localisation cytoplasmique de La,

qui est d’ordinaire majoritairement nucléaire (Pruijn et al., 1997).

322 L’ARNhYS5 et la controverse

Les hY sont souvent identifiés comme cytoplasmiques, bien que certaines études les aient
détectés, dans une faible proportion, dans le noyau. Une étude de notre laboratoire a
pourtant pu démontrer que hY5 était largement présent au noyau et peu abondant dans le
cytoplasme de cellules HeLa et de cellules de souris NIH 3T3 transfectées pour exprimer
hY5 (Gendron et al., 2001). Des indices circonstanciels lors d’une étude de localisation
nucléaire de hYS ont permis d’observer que celui-ci est absent des cellules sans noyau
comme les érythrocytes et les plaquettes. De plus, hY4 et hY5 ont été observés dans les

noyaux de cellules d’embryon (Fraire-Velazquez et al., 1999).

3.3 Structure et sites de liaison aux protéines

Les ARN Y adoptent une structure de tige boucle incluant quelques renflements qui est

bien conservée (Farris et al., 1999). La figure 3 illustre les structures secondaires des quatre
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ARN Y humains telles que déterminées par des expériences de protection de I’ARN et par
analyse de covariation (Farris et al., 1999; Teunissen et al., 2000; Wolin et Steitz, 1984). Cette
structure est constituée d’une tige joignant les extrémités 5’ et 3’ de I’ARN Y, mais laissant
deux a quatre uridines simple brin en 3°, qui constituent le site de liaison de la protéine La
(Chang et al., 1994; Mathews et Francoeur, 1984). La caractéristique sans doute la plus
importante de la structure des ARN Y est cependant une cytosine saillante a la position 9.
Cette derniére, dans le contexte de sa tige, est essentielle a la liaison de la protéine Ro
(Green et al., 1998; Wolin et Steitz, 1984). La séquence de la tige a aussi son importance, bien
que la liaison avec Ro puisse supporter plusieurs séquences différentes dans la mesure ou la
tige est formée (Green et al., 1998). Plusieurs autres protéines auraient la capacité de lier les
ARN hY. Les protéines PTB et hnRNP K se lieraient plutSt dans la partie centrale des ARN
hY1 et hY3 (Briere, 2003; Fabini et al., 2001). En effet, une suite de plus de neuf pyrimidines,
correspondant bien au motif li€ par PTB, est retrouvée dans cette portion. Quant 2 hnRNP
K, elle lierait la méme région selon des mutants de délétion (Fabini et al., 2001). Cependant,
Pinteraction simultanée observée par notre groupe suggére un site différent, bien qu’a

proximité (Briere, 2003).

34  Répartition des génes hY dans le génome

Une autre caractéristique particuliére des ARN Y est la présence de séquences homologues
éparpillées dans le génome. L’existence de tels « pseudogeénes Y » chez 'homme et la
souris est connue depuis plusieurs années (O'Brien et Harley, 1992; Weiner et al., 1986).
Seulement quelques-uns de ces pseudogénes avaient été étudiés (Crouch et Liebke, 1989;
Jurka et al., 1988; O'Brien et Harley, 1992). Cependant, le séquencage du génome humain
complet en 2001 a permis d’étudier en profondeur la présence de pseudogénes Y dans le

génome humain (Perreault et al., 2005).
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Figure adaptée de PerreaultJ., 2005.
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4. Les pseudogénes Y

Un pseudogene est une séquence ayant une ressemblance marquée avec un géne, mais qui
présente plusieurs signes d’inactivité : absence de promoteur ou de terminateur, codons de
terminaison fréquents (dans le cas de génes codant des protéines) ou présence de toute autre
mutation susceptible de causer un tort important a 1’activité du géne connu (Vanin, 1985).
Les pseudogénes sont trouvés dans les génomes de nombreux organismes et ne sont
habituellement pas exprimés. Iis ont principalement deux origines : la duplication et la

rétrotransposition.

4.1 Duplications et transposition

La transposition est un mécanisme par lequel un fragment d’ADN (le transposon) s’excise
et se réinsére a un autre endroit. Il n’y a pas de multiplication de I’élément et, par
conséquent, ces €léments n’occupent qu’approximativement 3 % du génome humain
(Lander et al., 2001). La rétrotransposition est quant a elle généralement reconnue, du moins
chez les mammiféres, comme la principale source de pseudogénes et de séquences dites
« poubelles ». Néanmoins, la duplication a également eu un role important & jouer pour
fagonner notre génomique. De petits fragments de chromosomes (moins de 10 kb) sont
parfois dupliqués, créant ainsi une copie de tout géne se trouvant dans cette région. Des
mutations subséquentes qui inactiveraient un des deux génes paralogues feraient de celui-ci
un pseudogéne. A I’opposé, les mutations subies pourraient permettre I’émergence d’une
nouvelle fonction. Ainsi, il semblerait que le génome des vertébrés aurait subi deux
duplications complétes dans de lointains ancétres, créant de cette fagon un terrain fertile a

’apparition de nouveaux genes (Dehal et Boore, 2005).

4.2  La rétrotransposition
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Malgré le réle majeur des duplications dans notre génome, la rétrotransposition est
aujourd’hui la principale raison de I’accroissement de la taille du génome des mammiféres
(Deininger et al., 2003; Lander et al., 2001; Mouse Genome Sequencing Consortium et al., 2002).
Le nombre de copies extrémement élevé des rétrotransposons, ainsi que leur activité
continue sur des dizaines de millions d’années a permis cette expansion. Les événements de
rétrotransposition survennant dans les cellules germinales a donné lieu a une évolution de la
structure et de la fonction du génome humain. Les événements survenant dans les cellules
somatiques quant a eux, induisent des variations inter-individu, maintenant étudiées afin
d’investiguer I’ histoire évolutive de I’homme, sa structure de population et sa démographie.
Ils peuvent aussi causer des instabilités génétiques locales par leur insertion dans un géne
codant, la formation de cassures double brins et de microsatellites ainsi que par la

conversion de géne (Cordaux et Batzer, 2009).

Il existe plusieurs types d’éléments transposés. Les éléments LTR (Long Terminal Repeat)
- sont généralement des vestiges de rétrovirus qui se sont intégrés dans le génome. La plupart
de ces éléments sont aujourd’hui inactifs, mais certains se sont multipli€s a la suite de Ia
transcription inverse de leur ARN et a I’insertion de cet ADNc dans le génome hote
(Ostertag et Kazazian, 2001). Les éléments LINE! (Long Interspersed Nuclear Element 1), ou
L1, se rétrotransposent de fagon similaire. Ils 1’ont fait avec beaucoup de succés avec leurs

quelque 500 000 copies (Lander et al., 2001).

42.1 Meécanisme de rétrotransposition par L1

La séquence de L1 mesure environ 6 kb et contient un promoteur interne pol II, c’est-a-dire
en aval du +1, deux cadres de lectures (ORF, Open Reading Frame) et se termine avec un
signal de polyadénylation, suivi d’une queue polyA. La protéine de I’ORF2 posséde les
activités endonucléase et transcriptase inverse (RT) tandis que |’autre est une protéine liant
’ARN agissant ainsi en tant que chaperon moléculaire (Martin et al., 2008). Avant méme
que ces protéines soient entiérement synthétisées, elles lieraient leur propre ARN LI.

Subséquemment, ce complexe serait importé dans le noyau, puis I’information génétique
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insérée dans le génome suite a la coupure par I’endonucléase de L1 et a la synthése d’un
ADNc par sa RT (Ostertag et Kazazian, 2001). La spécificité de 1’endonucléase L1 pour son
site de coupure est trés flexible, mais sa préférence consiste en 5’-TTAAAA-3’, ou
YYRRRR de fagon plus générale (Jurka, 1997). Un schéma décrivant le mécanisme
d’insertion de L1 est présenté a la figure 4. La coupure s’effectue sur le brin opposé€, aprés
la deuxiéme base du site (3°-AA/TTTT-5"). La transcriptase inverse synthétiserait alors
’ADNc en utilisant comme amorce I’extrémité 3’ de ’ADN chromosomique qui vient
d’étre clivé. L’autre brin d’ADN génomique sera coupé environ 15 bases plus loin,
produisant ainsi des extrémités cohésives qui sont & I’origine des courtes répétitions
trouvées de chaque coté des éléments L1 suite a leur remplissage (Ostertag et Kazazian,
2001). Le site de reconnaissance de I’endonucléase, la s€quence poly(A) de I’ARNm et les
répétitions qui flanquent I’insertion permettent donc de déduire P'implication de L1 dans

une insertion observée. Ce type d’événement est plutdt circonstantiel.

422 L’élément répété Alu

Cette signature de L1 est également observable pour plusieurs autres petites insertions
appelées les SINEs (Short Interspersed Nuclear Element). Ces derniers sont des ARN non-
codants de moins de 300 nt qui utilisent les protéines de L1 pour leur propre propagation
dans le génome (Ostertag et Kazazian, 2001). On parle alors de rétrotransposition non
autonome, aussi nommée rétroposition (Emerson et al., 2004). Ces éléments sont nombreux
et souvent constitués de génes qui ont subi des modifications, tels que des ARNt avec une
séquence ajoutée en 3’ (Ohshima et al., 1993). L’exemple sans doute le plus connu est
I’élément Alu, un dérivé de I'ARN 7SL. Ce dernier aurait subi une délétion suivie d’une
duplication de la portion restante et de I’insertion d’une courte séquence (Ostertag et
Kazazian, 2001; Schmid, 1998). On trouve un million de copies de cet élément chez |’humain
représentant 11 % de notre génome a lui seul (Lander et al., 2001). Comme il utilise les
protéines de L1 pour se rétroposer, la méme signature sera observable. Malgré cela, la

répartition des séquences Alu dans le génome contraste grandement avec celle de L1, ce
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Figure 4 : Le cycle de rétrotransposition

Modéle du mécanisme de transcription inverse utilisant 'extrémité cohésive comme amorce.
(A) L'endonucléase coupe un brin de 'ADN génomique a son site de reconnaissance, créant
une extrémité 3'-OH. (B) L'ARN durétrotransposon (en rouge) est utilisé comme matrice par
la transcriptase inverse, produisant ainsi un ADNc (en vert). (C) L'endonucléase coupe le
deuxiéme brinde I'ADN. (D) Le second brin d'ADN est synthétisé. (E) Cette derniére produit
des répétitions de chaque coté de la séquence insérée, les Sites Cibles Dupliqués (SCD).
Figure modifiée de Cordaux R., 2009.
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dernier étant trouvé dans des régions AT riches et pauvres en génes alors qu’Alu est trouvé

dans des régions riches en GC et en génes (Lander et al., 2001).

43  Les ARN hY sont rétrotransposés

En 2005, notre laboratoire a identifi€ environ 1000 pseudogénes hY ayant 75 % d’identité
de séquence sur au moins 50 % de I’ARN correspondant, représentés dans le tableau 4
(Perreault et al., 2005). L’assemblage du genome humain a été retrouvé dans ENSEMBL
(http://www .ENSEMBL.org/Homo sapiens; version 18.34.1).

Tableau 4. Nombre de séquences homologues de petits ARN non-codants retrouvées dans

le génome humain.

Table 1. Number of small noncoding RNAs homologous sequences in the

human genome®

Pseudogenes Number
hY! 368
hY3 442
hY4 148
hY5s ‘ 8
Ul 91
U2 46
U3 45
U4 70
uUs _ 29
Ué 1085
tRNAAE 5
tRNAM 35
5S rRNA 659

*MegaBlast results using requirements for >75% identity of sequence relative to
at least 50% of the length of the corresponding RNA gene, excluding full-length
sequences that are 100% identical.

Plusieurs évidences suggéraient I’'implication des Long Interspersed Nuclear Elements 1

(LINE-1) dans la formation de ces pseudogénes. Une signature caractéristique a été
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identifiée a proximité de I’ensemble des pseudogénes hY, dont le site consensus de clivage
par I’endonucléase (TTAAAA), deux sites cibles dupliqués a chaque extrémité du
pseudogeéne ainsi qu’une séquence poly(A) en 3°. Ceci suggérerait un type de
rétrotransposition non autonome semblable a celui utilisé par les éléments Alu. De plus,
nous avons noté quelques particularités présentes au niveau de presque tous les
pseudogenes. La tige des hY représentée par les extrémités de I’ARN et surtout la cytosine
9 saillante est trés importante dans la liaison de la protéine Ro60. Chez plus de 80 % des
pseudogénes hY1, hY3 et hY4, les nucléotides C9 et/ou G10 avaient subi une mutation
- ponctuelle, ce qui viendrait affecter la liaison de Ro60 4 I’ARN. Egalement, un taux de
mutation de 80 % chez les résidus formant la région riche en polypyrimidine au centre de
I’ARN hYI, une région impliquée dans la liaison d’hnRNP K et PTB, a été constaté. Par la
suite, ils ont remarqué que chez certains pseudogénes hY, les uridines & I’extrémité 3’
étaient absentes, empéchant la liaison de la protéine La (Perreault et al., 2005). Etait-ce une
coincidence que de retrouver un taux de mutations si élevé aux sites de liaison protéique?

Nous voulions explorer la voie de rétrotransposition des hY et ainsi nous pencher sur ces

observations.

5. Objectifs de la recherche

Bien que les ARN hY aient suscité I’attention de multiples chercheurs, ils restent assez
mystérieux. Ils pourraient posséder quelques fonctions éparses, mais rien de trés définis.
C’est dans cet ordre d’idée que nous voulions approfondir nos connaissances sur ces petits
ARN non-codants.

Les travaux de Jonathan Perreault discutés dans cette introduction ont ét€ le point de départ
de ce projet. La découverte d’environ 1000 pseudogénes Y dans le génome humain ayant la
signature L1 nous a amenés a étudier le mécanisme de rétrotransposition chez les hY. De
plus, le fait que ces pseudogénes contenaient plusieurs mutations a des endroits spécifiques,
soit aux sites de liaison de plusieurs protéines, a fait naitre une hypothése précise. La

présence de protéines liées aux hY génerait le mécanisme de rétrotransposition par L.1. Soit
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par la modification de la structure de I’ARN et des protéines, de la localisation cellulaire ou
par la proximité d’autres protéines. Ainsi, des ARN contenant ces mutations ne se
retrouveraient plus dans des complexes anti-rétroposition et pourraient étre pris en charge

par la machinerie de L1 et rétrotransposés plus facilement.

a. Objectif général

Etudier I’effet sur le mécanisme de rétrotransposition des ARN hY par I’absence des sites

permettant la liaison des protéines sur les ARN hY.

b. Objectifs spécifiques

i. Identifier une technique permettant le dénombrement d’événement de
rétrotransposition pour les hY dans les cellules humaines;
ii.  Concevoir les constructions nécessaires a |’application de cette technique;
iii.  Vérifier s’il y a perte de liaison des protéines aux constructions créées et
iv.  Déterminer si ’absence de liaison a certaines protéines influence le mécanisme de

rétrotransposition.
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MATERIEL ET METHODES

~ 1. Plasmides

Le plasmide Alu-neo™" contenant la séquence enhancer en amont de 7SL, la s€quence de
I’ARN Alu, suivi de la cassette autocatalytique neoTEr, ainsi qu’une suite de 44 adénines et
de 4 thymines agissant comme terminateur pol III (Dewannieux et al., 2003), a ét€ un
généreux cadeau du Dr. Thierry Heidmann. Les plasmides contenant les différents génes
hY ont été construits 2 partir du plasmide Alu-neo™ et ont €t€ obtenus du Dr. Astrid Roy-

ET

Engel. Les constructions contenant les différents hY (hY lneoTEr, hY3neoTEr, hY4neo ™" et

hY5neo™ ) posseédent la séquence de leur propre promoteur en amont (Kroutter et al., 2009).

Le plasmide contrdle HBB-neo ™"

comprend le géne de la béta globine de lapin sous le
controle du promoteur fort du cytomégalovirus (CMV) contenant la cassette neo™ dans
I’exon 3: celui-ci a aussi ét€ acquis du Dr. Thierry Heidmann. Le plasmide pBud-
ORF2opt, qui contient la séquence codante pour la protéine ORF2 de L1 optimisée, a été

obtenu du Dr. Astrid Roy-Engel.

I.I  Construction des mutants hY |

La construction des mutants hY 1 a été réalisée a partir du plasmide sauvage hY Ineo™ .
L’amplification par réaction en chaine par polymérase (PCR) du géne hY1 incluant son
promoteur a permis I’insertion des mutations par mutagenese dirigée, ainsi que 1’ajout de
sites de restriction & chaque extrémité de ’insert. Les réactions PCR ont été faites dans
100 1 contenant 10 ng de plasmide, 2 uM de chaque amorce, 200 kM dNTPs, 2 mM
MgSO4, 1X tampon ThermoPol (20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM (NH4)2SO4, 19 mM KCl
et 0,1 % Triton X-100) et 2 ul de polymérase provennant de la bactérie thermophile
Pyrococcus furiosus (Pfu) purifiée au laboratoire. Les amorces utilisées pour les différentes

constructions se retrouvent dans le tableau 5.
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Tableau 5. Séquences des amorces utilisées pour la construction des mutants hY! par

mutagenése dirigée.

Moutants Sites de restriction Amorces

hY 1 For BamHI GCTCGGATCCGTCCCACAG
hY1 Rev Spel GACGTCAAGACTAGTCAAGTGC

D9 D9 For GGCTGGTCGAAGGTAGTGAG
D9Rev CTCACTACCTTCGACCAGCC

D10 D10 For GGCTGGTCCAAGGTAGTGAG

hY1 D10Rev CTCACTACCTTGGACCAGCC

D9, 10 BamHI - Spel  pg.10 For GGCTGGTCAAGGTAGTGAG

D9-10 Rev CTCACTACCTTGACCAGCC

_ D9-10, 79-83 Rev
D9, 10,79-83 GACGTCAAGACTAGTCAAGTGCAGTAGTGAGA
AGAAAGAGTAGAACAAG

Le programme PCR utilisé comportait une premiére €tape de dénaturation de 5 minutes
(min) 894 C suivi de 30 cyclesde | mina94°C, 1 min 4 55°Cet 1 min & 72°C puis d’une
étape finale de 5 min a 72° C. Par la suite, les produits PCR ont été analysés par
€lectrophorése sur gel d’agarose 1 % puis purifi€s a 1’aide de colonnes Spin-X (Costar,
Corning). Premiérement, les bandes ont ét€ extraites et mises dans des tubes Spin-X, puis
placées a -20° C pendant 30 min. Ensuite, les bandes ont ét€ décongelées et découpées en
petits morceaux, auxquelles on ajoute 100 ul d’eau stérile. Les colonnes sont centrifugées a
plasmide hY 1neo™" sont digérés avec les enzymes de restriction BamHI et Spel, puis
purifiés sur gel d’agarose comme décrit précédemment. Les fragments sont ensuite ligués
dans le plasmide digéré a I’aide de la T4 DNA ligase. Les réactions de ligation sont
réalisées dans le tampon 1X T4 DNA Ligase Reaction Buffer (NEB) (50 mM Tris-HCI,
10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 10 mM dithiothreitol, pH 7.5). Les produits de ligation sont
transformés dans les bactéries compétentes E. coli DH5a. Tous les plasmides ont été
préparés avec le PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen). Chaque

construction a été séquencée afin de s’assurer de I’exactitude de la séquence.
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2. Culture cellulaire et transfection

Les cellules HeLa ont été cultivées dans le milieu Eagle's Minimal Essential Medium
(EMEM) additionné de 10 % sérum bovin fcetal (.SBF), 1 mM pyruvate et 1X antibiotique-
antimycotique (EMEM complet). Elles ont crii dans un incubateur humidifi€,a 37°Cet 5 %
CO,. Pour les transfections, les cellules HelLa ont ét€ ensemencées dans des flasques T75 a
une densité de 1 x 10° cellules/flasque, 24 h auparavant. Les transfections ont été effectuées
a I'aide de la Lipofectamine LTX™ et le Plus™ Reagent suivant les instructions du
manufacturier (Invitrogen), avec 3 ug de plasmide SINE-neo" et 1 ug pBud-ORF2opt.
Quatre heures suivant la transfection, le milieu a ét€ remplacé€ par du EMEM complet. Pour
les essais de rétrotransposition traditionnelles, 24 h aprés la transfection, du milieu
supplémenté de 400 pg/mL Geneticine/G418 (Wisent) a été ajouté aux cellules afin de
sélectionner les cellules résistantes pour une période de 14 jours. Puis, une coloration au
cristal violet (0.2 % cristal violet dans 5 % acide acétique et 2.5 % isopropanol) a été faite
afin de révéler les colonies résistantes au G418. Le taux de rétrotransposition a été
déterminé par le nombre de colonies visibles résistantes au G418 sur 1 x 10° cellules
transfectées. Pour les analysés par PCR quantitative, les cellules ont été récoltées 72 h apres
transfection (sans sélection) et ’ADN génomique a été extrait avec le DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAgen) en suivant les procédures du manufacturier, puis quantifié avec le
Nanovue spectrophotométre (GE Healthcare). Pour les analyses de northern et de RT-qPCR
sur ’ARNm SINE-neo™, les cellules ont été transfectées avec 3 ug du plasmide SINE-

neo ™™ seul. Elles ont &té récoltées aprés 48 h afin que I’ARN soit extrait.

3. Extraction d’ARN et buvardage northern

L’extraction de I’ARN total d’un flasque T75, 48 h post-transfection, a été faite par TriPure
Reagent (Roche) en suivant les instructions du manufacturier. Brievement, les cellules sont
lavées au PBS puis 3 mL de Tripure sont ajoutés directement sur les cellules et laissés a
température ambiante 5 min. Ensuite, 200 ul de chloroforme pour chaque mL du réactif

TriPure sont ajoutés, le tout est mélangé 15 sec et laissé a température ambiante 5 min. Une



32

centrifugation de 15 min a 12000 x g, a 4° C est effectuée, puis la phase aqueuse est
transférée dans un nouveau tube et I’ARN précipité a I’isopropanol. L’ ARN total est par la
suite quantifié avec le Nanovue spectrophotométre (GE Healthcare). Cet ARN est utilis€ a
la fois pour le buvardage northern et le RT-qPCR. Lors du buvardage northern comparant
ARN hY! non-muté et ceux muté, une étape supplémentaire a été effectuée. Une
purification des ARNm a été faite avec le kit PolyATtract® System 1000 de promega selon
les instructions du manufacturier. Ensuite, 10 ug d’ARN sont ensuite séparés sur gel
d’agarose 2 % et transféré sur membrane de nylon Nytran N (Whatman). L’ARN a été
réticulé a la membrane par lumiére uv (Startalinker, Stratagene) et préhybridé avec une
solution Church (1 mM EDTA, 0,5 M NaPhosphate, 7 % SDS, 1 g/100 ml BSA) 4 65°C
pour 1 h. L’extrémité 3’ du géne de la néomycine a ét€ amplifiée par PCR comme décrit
précédemment utilisant les amorces suivantes Neo sondeF :
GAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAG et T7Neo sondeR :
TAATACGACTCACTATAGGGAGGACGAGGCAGCGCGGCTAT. Le produit PCR
isolé a été utilisé en tant que matrice d’ADN afin de générer une sonde ARN spécifique
radiomarquée par incorporation du nucléotide **P-UTP (Perkin Elmer) 4 I'aide du systémé
MAXIcript T7 kit (Ambion) en suivant le protocole du manufacturier. La sonde ARN a été
purifiée sur une colonne G25. L’hybridation se fait dans la solution Church (0,5 M
Na,HPOy4, | mM EDTA, 7 % SDS, pH 7.2) 2 65° C pendant 8 h. Deux lavages de 15 min
ont ét€ réalisés a stringence €levée (2x SSC, 0,1 % SDS) a 68° C, suivis de deux autres
lavages a plus faible stringence (0,1 SSC, 0,1 % SDS). Les résultats du buvardage ont été
évalués avec un Typhoon Phosphorimager (Amersham Biosciences) et le programme

ImageQuant.

4. Transcription inverse (RT) et PCR quantitative (QPCR) : RT-qPCR

Une digestion de I’extrait d’ARN a la DNase RQ! (RNase-free, Promega) a été effectuée
sur tous les échantillons d’ARN afin d’éliminer la présence d’ADN contaminant.
Briévement, 1 ug d’ARN a été digéré avec | U de DNase RQ! dans le tampon 1X RQI
RNase-Free DNase (40 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgSO, and I mM CaCly), 2 37°C
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pour 30 min. La réaction a été arrétée avec 1 ul de RQ1 DNase Stop Solution (20 mM
EGTA (pH 8.0)) et incubée a 65° C pour 10 min. La réaction de transcription inverse a été
réalisée avec la Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche Applied Science). Une réaction
contenant 200 ng d’ARN total, préalablement digéré a la DNase, a été faite dans un volume
de 20 ul. La réaction de transcription inverse contient 3,2 ug d’oligo dégénéré (p(dN)s), le
tampon Transcriptor RT 1X (50 mM Tris-HCI, 30 mM KCI et 8 mM MgCly), 20 U de
RNaseOUT (Invitrogen 40 U/ul), 1 mM dNTPs et 10 U d’enzyme Transcriptor Reverse
Transcriptase. Les réactions ont été incubées 10 min a4 25°C, 30 min 8 55°C et 5 min a 85°
C, puis placées sur glace. Un volume de 20 pl d’eau nanopure stérile a été ajouté a chaque
réaction afin d’utiliser 2 ul de celle-ci (10 ng d’ADNc) par réaction de qPCR de 10 ul
utilisant le FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche Applied Science) et le
Corbett Research Rotor-Gene 3000. Le programme PCR est 10 min & 95° C, 50 cycles de
10seca95°C, 15 sec 2 60°C et 20 sec 4 72°C, suivi d’une courbe de dénaturation débutant
avec 15 sec a4 60° C jusqu’a 95°C en 20 min avec une lecture a chaque degré puis 15 sec a
95°C. Aprés amplification, les produits de réactions ont ét€ analysés sur gel d’agarose | %
afin de vérifier qu’un seul produit de bonne taille est obtenu. Les amorces utilisées pour
PARNm neo (I’ARN épissé), tet (I’ARN non épissé) et pour ’ARNm de la GAPD
(controle) sont présentées dans le tableau 6. Les analyses furent réalisées suivant la
méthode Pfaffl dont la formule est représentée ici-bas (Pfaffl, 2001). Cette méthode prend en
compte I’efficacité de PCR du géne cible et du géne de référence. Le ratio d’expression
relative d’un géne cible entre un échantillon et un contrdle est calculé. L’efficacité de PCR
pour notre géne est calculée a partir de la construction d’une courbe de calibration en
utilisant la formule E= 108"P™! Cette méthode donne une bonne estimation de

I’efficacité.

(E

ACt ¢ (contrdle-¢chantillon)
(Eref)

ACt e (contréle-échantilion)
ciblc)

ratio =
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Tableau 6. Séquences des amorces utilisées pour la RT-qPCR.

Amorces
Géne Sens Antisens
GAPD AATCCCATCACCATCTTCCAG AAATGAGCCCCAGCCTTC
NEO CTTGGGTGGAGAGGCTATTC -CTGCCTCGTCCTGAGTTCA
TET GAATACATCIT CCCCGACCG GAAACTTTGAGATGGCCTTGC

4.1 Courbes standards

Trois courbes standards ont été réalisées soit pour la GAPD, le transcrit épissé (neo) et le '
transcrit non _épissé (neo' ™). Pour chaque paire d’amorces, une premiére amplification a
été effectuée afin d’obtenir un amplicon correspondant. Ceux-ci fut ensuite dilués suivant 3
dilutions consécutives (1 : 100) dans I’eau, la derniére contenant de I’ARNt de levure (10
mg/ml). A partir de 1’amplicon, plusieurs dilutions en série ont été effectuées afin d’obtenir
5 dilutions différentes (1072 2 107'%), ces dilutions sont réalisées dans I’ARNt de levure.
Chaque courbe a été accomplie avec 3 séries de dilutions indépendantes analysées en
duplicata afin d’obtenir une moyenne pour chaque point et une efficacité d’amplification
supérieure & 95%. L’analyse des résultats pour les différents échantillons s’effectue a partir

de I’équation de la courbe standard respective.

5. Synthése d’ARN

Pour obtenir la matrice d’ADN, une PCR a été effectuée a partir d’oligonucléotides
complémentaires en partie comportant le promoteur T7 ou T3. Les ARN ont été transcrits
dans un volume total de 100 ul contenant 20 U RNaseOUT (Invitrogen), 6,25 mM de
chaque NTP, 80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM MgCl,, 2 mM spermidine, 40 mM
DTT, 0.01 U de pyrophosphatase de levure (Roche Diagnostic) et 14 ug d’ARN
polymérase T7 ou T3 purifiée au laboratoire, le tout incubé a 37° C pour 1h30. Par la suite,

4 U de RQI RNase-Free DNase (Promega) ont été ajoutées a la réaction et remis a 37°C
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pour 30 min afin de dégrader la matrice. Dans le but d’éliminer les protéines et les débris,
une extraction au phénoi/chloroforme suivi d’une précipitation a [’acétate de
sodium/éthanol a été effectuée. L’ARN a ensuite ét€ resuspendu dans 50 ul d’eau, puis 50
ul de tampon de chargement (95 % formamide, 10 mM EDTA, 0.025 % bleu de
bromophénol et 0.025 % de xyléne cyanol) sont ajoutés avant la migration sur gel
d’acrylamide dénaturant 8 % (ratio 19 :1 acrylamide: bisacrylamide, 7 M urée), dont la
migration s’effectue dans un tampon Tris Borate EDTA (TBE) [X (89 mM Tris Base, 89
mM acide borique, 2 mM EDTA). Les produits ont €té visualisés par ombrage aux u.v.
avant de découper les bandes et d’éluer durant la nuit dans une solution de 0.5 M
ammonium acétate et 0.1 % SDS. L’ARN a ensuite été précipité a |’acétate de
sodium/éthanol. Aprés un lavage dans I’éthanol 70 % et le séchage, les culots ont été
resuspendus dans I'eau stérile et quantifiés avec le Nanovue spectrophotométre (GE

Healthcare).

6. Marquage en 5’ de ’ARN

Pour commencer, 50 pmol d’ARN purifi€ ont été déphosphorylés dans un volume de 10 pl
contenant 5 U d’antarctique phosphatase (NEB) dans son tampon 1X (50 mM Bis-Tris-
Propane-HCI (pH 6.0), 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl;), pendant 30 min. L’enzyme est par la
suite inactivée a 65° C pendant 5 min. Un volume de 1 ul (5 pmol) de la réaction de
déphosphorylation est ensuite radiomarqué en 5° dans un volume final de 10 yl contenant
3.2 pmol de [y->*PJATP (6000 Ci/mmol; New England Nuclear), 3 U de T4 polynucléotide
kinase (USB), 20 U RNaseOUT (Invitrogen) et 1X de tampon T4 PNK (50 mM Tris-HCI
(pH 7.6), 10 mM MgCIZ., 10 mM 2-mercaptoéthanol), 1 h & 37° C. Les réactions ont été
arrétées par I’ajout de 20 ul de tampon de chargement. Les ARN ont ensuite été purifiés sur
gel d’acrylamide dénaturant 8 %. Les bandes ont ét€ visualisées par autoradiographie, puis

-----

molécule porteuse pour la précipitation.
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7. Extraits cellulaires et sérum

Des cellules HeLa ont été récoltées par digestion a la trypsine et centrifugées a 1000 x g
puis suspendues dans un tampon Net-2 (10 mM Tris-HCL (pH 7.5), 150 mM NaCl, |1 %
NP-40, 1 mM PMSF et un cocktail d’inhibiteur de protéases (CLAP 10 pg/ml:
chymotrypsin, leupeptin, aprotinin, pepstatin) 3 une concentration de 1 x 107 cellules /ml. }
Aprés le traitement 4 la sonication (soniqué 4 fois pendant 20 sec (Branson Digital
sonifier)), le surnageant a été recueilli par centrifugation & 13 000 RPM pendant 20 min a 4°
C. Les extraits ont ensuite été concentrés a 1’aide de colonne Amicon Ultra 5K (Millipore)
suivant les instructions du manufacturier, soit centrifugés entre 15 et 30 min a 4000 x g.
Des extraits nucléaires (4.1 pg/ul) ont été obtenus du laboratoire du Dr. Benoit Chabot. Des
sérums de patients possédant les anticorps soit contre la protéine Ro en présence ou en

absence de la protéine La ainsi qu’un sérum provenant d’une personne saine ont ét€ obtenus

de la banque du Dr. Gilles Boire.

8. Retard de migration d’ ARN radiomarqué en gel natif (EMSA)

Afin de visualiser la liaison protéique aux ARN hY, des gels de retard de migration ont été
effectués. Un extrait nucléaire (1 ul) ou un extrait protéique total de cellule HeLa (5 pl) est
mis en présence de 2400 comptes par minute (CPM) d’ARN radiomarqué auxquels sont
ajoutés 4 volumes de tampon Net-2 (150 mM NaCl2, 0.05 % Nonidet P-40, 50 mM Tris-
HCl pH 7.4) contenant 0.4 mg/ml d’ARNt de levure, 325 % d’alcool polyvinylique
(Sigma) et 1 mM de dithiothréitol (DTT). Le mélange est incubé 15 min sur glace puis on y
ajoute un volume de 40 % sucrose contenant | mg/ml d’héparine et 0.25 % de colorant
xyléne cyanol. Pour former un complexe de super rétention, 1 ul de sérum approprié est
ajouté a I’échantillon aprés 5 min d’incubation puis I’incubation est continuée 10 min sur
glace. La migration s’effectue sur un gel natif (10 cm X 10 cm X 1 mm) composé de 8 %
polyacrylamide (acrylamide : bis-acrylamide; 80 :1) dans un tampon 50 mM glycine, 50
mM Tris 2 pH 8.8 et polymérisé a I’aide de 10 ul de persulfate d’ammonium (10 %) en
présence de 0.6 ul de TEMED (N,N,N',N'-Tétraméthyléthylénediamine) pour chaque mi de
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gel. L’électrophoreése est effectuée dans un tampon S0 mM glycine, 50 mM Tris 2 pH 8.8 a
150 V pour une durée d’environ 2 h sur un montage miniVE (Amersham Biosciences). A la
fin de la migration, le gel est visualis€ sur un écran Phosphorlmager (Molecular Dynamics)
a I’aide du Typhoon TRIO (GE Healthcare) et du programme ImageQuant, aprés une

exposition d’une nuit 44°C.

9. PCR quantitative en temps réel

Dix ng d’ADN génomique ont été utilisés dans une réaction PCR de 10 ul utilisant le
FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche Applied Science) et le Corbett
Research Rotor-Gene 3000. Le programme PCR est 10 min a2 95°C, 50 cycles de 15 sec a
95°C, 30 sec a 60°C et 30 sec a 72°C, suivi d’une courbe de dénaturation de 15 sec 4 95°
C, 15 sec a60°C jusqu’a 95°C en 20 min avec une lecture & chaque degré puis 15 sec 4 95°
C. De multiples ensembles d’amorces ont ét€ testés pour l’arhpliﬁcation du geéne neo afin
de déterminer celles permettant la discrimination entre le plasmide (avec intron) et la
séquence rétrotransposée (sans intron). Aprés amplification, les produits de réactions ont
été analysés sur gel d’agarose 1 % afin de vérifier qu’un seul produit de bonne taille est
obtenu. Les amorces utilisées pour le géne neo et pour le géne de la béta-globine sont
retrouvées dans le tableau 7. Toutes les amorces dessinées ont été vérifiées avec I’outil
SciTools RealTime PCR sur le site de IDT pour les diméres d’amorces, les tiges boucles, le

pourcentage en GC et la température de dénaturation. Les analyses ont toutes été faites avec

le logiciel qBase (Hellemans et al., 2007).

Tableau 7. Séquences des amorces utilisées pour lagPCR.

Amorces
Géne Sens Antisens
NEO CITGGGTGGAGAGGCTATTC CTGCCTCGTCCTGAGTTCA
HBB GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC CACCAACTTCATCCACGTTCACC
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9.1 Courbes standards

Des dilutions en sériec de I’ADN génomique de cellules HeLa non transfectées et des
dilutions en série du plasmide contenant le géne neo (pcDNA3) en présence de 10 ng
d’ADNg Hela ont été utilisées pour établir les courbes standard béta-globine et neo,
respectivement. L’évaluation du nombre de copies de plasmide a été faite avec cette

formule :

( 1 mole 660g )
c={nx X XN
6.023x10” molécules (pb) 1 mole

La concentration (c) du plasmide en g/ul représentant le nombre de copies voulu est
calculée en multipliant ce nombre de copies (N) par la masse d’une molécule de plasmide.
La masse d’une molécule de plasmide se calcule par la multiplication du nombre de paires
de bases (n) avec le nombre d’ Avogadro et le poids moléculaire d’une molécule d’ADN db
(660 g/mole). La quantification relative des résultats a ét€ accomplie a 1’aide du logiciel
qBase (Hellemans et al., 2007). Les résultats sont illustrés comme le nombre de copies neo

des différentes constructions par rapport a la construction hY1 (hY1 = 1).
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RESULTATS

Chapitre 1 Constructions et évaluation de I’essai de rétrotransposition L1

1. Identification d’une méthode permettant la quantification d’événement de

rétrotransposition

Afin de quantifier I’efficacité de rétrotransposition des ARN hY, nous devions trouver une
méthode permettant aux événements d’avoir lieu, mais aussi nous permettant de les
quantifier. La technique utilisée est basée sur la rétrotransposition des éléments LINE-1,
une construction comportant un géne rapporteur est a la base de 1’essai. Ceci permet la

détection de cellules ayant subi un événement de rétrotransposition et leur quantification.

1.1 Essai de rétrotransposition L1

Un seul vecteur d’expression est a la base de I’essai et comporte les éléments suivants : la
séquence du rétrotransposon L1 sous le contrdle du promoteur CMV, suivi du géne de la
résistance a la néomycine (mneol) qui est retrouvé dans le sens oppos€ a la séquence de L1.
Cette construction est représentée dans la figure SA. Le géne neo est sous le controle du
promoteur SV40 et est interrompu par un intron du géne de la gamma-globine flanqué de
sites d’épissages, qui est dans le méme sens que I’élément L1. Deux transcrits sont
possibles : le premier découlant du promoteur CMV donnera un long transcrit comportant
tous les éléments et le second provenant du promoteur SV40 pour le géne mneol. Lorsque
ce dernier est transcrit & partir du plasmide, le géne neo ne pourra pas €tre actif puisqu’il est
interrompu par un intron inséré dans le sens oppos€, ne permettant pas son épissage.’ Par

contre, la transcription induite par le promoteur CMV permettra 1’épissage de I’intron.
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Seulement dans une situation ot il y a rétrotransposition de cette s€quence dans le génome,
la séquence du geéne neo réinsérée pourra étre transcrite sans intron donnant un gene actif
pour ainsi conférer aux cellules une résistance a la néomycine. Afin de révéler les colonies
dont un événement de rétrotransposition a eu lieu, une sélection a la néomycine (G418) est

réalisée suivant la transfection.

Nous avons utilisé cet essai quelque peu modifi€ en changeant le géne L1 pour un géne
transcrit par la polymérase 11 (pol III). Ce protocole a été€ utilisé a plusieurs reprises afin
d’étudier la rétrotransposition de I’élément Alu en cellules (Dewannieux et al., 2003; Khatua
et al., 2010; Wallace et al., 2008). Quelques modifications furent apportées a la construction
de départ : le géne de I’élément Alu est sous le contrble de son propre promoteur pol III,
Pintron auto-catalytique provient de Tetrahymena thermophila et une séquence polyT est
ajoutée en tant que signal de terminaison de la transcription pol III. La figure 5B illustre la
nouvelle construction pour |’étude de ’élément Alu ainsi que les étapes de réinsertion.
Dans ce cas-ci, I’intron sera €pissé automatiquement apres la transcription et le transcrit
pourra étre pris en charge par les protéines L1. Dans le cas des transcrits pol III, il a été
démontré qu’ils nécessitent seulement la protéine ORF2 pour qu’il y ait rétrotransposition
(Wallace et al., 2008). Alors, nous devons ajouter un plasmide contenant le géne ORF2 de LI
au moment de la transfection. La sélection débute 24 h aprés la transfection pour une durée
de 14 jours. Ensuite, nous procédons de la méme fagon pour détecter la quantité
d’événements de rétrotransposition survenus, soit par coloration au cristal violet. Le

déroulement de I’expérience est montré a la figure 5C.

12 Dénombrement de colonies

Cette approche se base sur la résistance & la néomycine conférée aux cellules par I’insertion
du géne neo lors de la rétrotransposition de I’élément dans le génome. Nous effectuons une
sélection a la G418 pour une période de 14 jours afin d’éliminer les cellules n’ayant pas
subi de rétrotransposition et ainsi permettre aux cellules résistantes de former des colonies.

Puis, un décompte du nombre de colonies est effectué afin d’avoir le nombre d’événements
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ORF1 I ORF2 L1 (OR_F2)
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Figure 5 : Schéma représentant I’essai de rétrotransposition

Colonies G418*

(A) Représentation schématique de la construction utilisée pour I’essai de rétrotransposition
L1 comportant I’élément L1 marqué d’une cassette mneol dont le géne neo est positionné
dans le sens opposé et rendu inactif par la présence d’un intron y-globin. (B) Construction
pour ’essai sur les SINEs (1’élément Alu et les ARN hY). Une cassette neo™™ correspondant
au geéne neo dans le sens opposé possédant son propre promoteur et interrompu par 1’intron
auto-catalytique de Tetrahymena (Tet), suit I’élément SINE. L’intron sera auto-épissé aprés
une premiére transcription puis une réinsertion par la machinerie L1 permettra la
transcription du géne neo actif et la détection d’événements de rétrotransposition. (C)
Procédure expérimentale pour la détection d’événements de rétrotransposition par les SINEs
induit par 1’expression de L1. Des cellules HeLa sont co-transfectées avec la construction
désirée et un vecteur exprimant la machinerie nécessaire L1. Vingt-quatre heures post-
transfection, une sélection & la G418 permet la détection des événements aprés une période
- de 14 jours.
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de rétrotransposition sur un nombre connu. de cellules transfectées, si I’on admet une

efficacité de transfection avoisinant 100 %.

2. Caractérisation des constructions

2.1 Constructions

Afin d’explorer le mécanisme de rétrotransposition des ARN hY, nous avions tout d’abord
besoin de constructions comportant les génes de ces ARN. Des plasmides contenant chaque
géne hY incluant son promoteur, ainsi que 1'étiquette neo'™ ont été obtenus de notre
collaboratrice, le Dr Astrid Roy-Engel (Kroutter et al., 2009). Les ARN transcrits a partir de
ces constructions sont illustrés dans la figure 6A, ainsi que I’ARN épissé aprés 1’auto-
épissage. Remarquez la taille de ’ARN hY par rapport au reste du transcrit. De plus, une
construction contenant le géne Alu et son étiquette en tant que contrdle positif a été
analysée afin de confirmer le bon fonctionnement de I’essai. D’autre part, un contrdle
négatif a aussi ét€ employé, soit une construction contenant le géne de la béta-globine de
lapin ainsi que I’étiquette neo™". Celui-ci n’est pas rétrotransposé par la machinerie de L1.
Ces deux plasmides ont été obtenus du laboratoire du Dr. Thierry Heidmann (Dewannieux et
al., 2003).

Afin d’analyser notre hypothése suivant laquelle les protéines liées aux différents ARN hY
interférent avec la rétrotransposition pouvant avoir lieu par le biais des protéines L1, la
création de constructions contenant le géne du hY comportant des mutations spécifiques a
été réalisée. Il est connu que la protéine Ro60 lie les ARN hY a un site trés spécifique sur la
tige des hY et que la cytosine 9 saillante est particuliérement importante (Perreault et al.,
2005). Il a aussi été démontré que la liaison de Ro60 aux hY est nécessaire a leur
exportation au cytoplasme (Rutjes et al., 2001). De plus, plusieurs autres protéines peuvent

étre liées aux hY dont PTB, hnRNP K et RoBP!1 qui lient pour la plupart une séquence
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Figure 6 : Constructions hYlneo'' mutants

(AYARN transcrit  partir des constructions hY neo” et transcrit épissé obtenu. (B) Structure
secondaire et séquence de VARNDOY L. Les sites des mutations analysés sont représentés par
les fléches noires (==). (C) Le plasmide hY Ineo™ " illustrant les sites de restriction utilisés
afin d’obtenir les constructions hY I mutantes se situe & droite de la tigure. (D) Le tableau

détaille les mutations spécifiques identifides surle schéma.
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riche en pyrimidines sur hY1 et hY3 qui se situe dans la boucle 2 de I’ARN. En se basant
sur les observations de Jonathan Perreault sur les pseudogénes retrouvés dans le génome
humain, des mutations pouvant affecter la liaison de ces protéines & I’ARN ont été
introduites pour vérifier leur effet sur la rétrotransposition (Perreault et al., 2005). Puisque
plus de 80 % des pseudogeénes possédaient des mutations ponctuelles a la cytosine 9 et a la
guanine 10, des constructions ayant des mutations déléteres soit de la cytosine 9 et/ou de la
guanine 10 (D9, D10, D9-10) de I’ARN hY! ont ét€ produites. Jonathan Perreault a aussi
observé des mutations ponctuelles fréquentes dans la boucle de poly pyrimidines de hY1,
ce qui pourrait entrainer |’altération de la liaison pour certaines protéines. Dans ce cas-ci,
une construction, dont une partie de la boucle de poly-pyrimidines de ’ARN hY1 est
délétée (D9-10, 79-83), a aussi été€ produite. Tous les mutants décrits ci-dessus sont illustrés
dans les figures 6B a 6D.

22  Expression des ARN

Afin de vérifier la stabilité des transcrits produits par nos constructions, I’expression de
~ ’ARN en cellule a été analysée. De plus, il fallait vérifier si nous obtenions pour les
constructions hY 1neo ™" et ses mutants (D9, D10, D9-10, D9-10 79-83) des quantités
semblables d’ARN puisqu’elles possédent le méme promoteur. Pour ceci, la transfection de
chaque construction en absence de la machinerie L1 dans des cellules Hela a été faite et
aprés 48 h, I’extraction de I’ARN total a été effectuée. Ensuite, les ARN ont été analysés

par buvardage northern et par RT-qPCR.

2.2.1 Buvardage de northern

L’expression des différents ARN en cellules a ét€ analysée par la migration sur gel
d’agarose d’un extrait d’ARN total de chacune des transfections suivi de leur transfert sur
membrane de nylon. Les ARN ont été recueillis 48 h apres la transfection, car il a été

démontré que le niveau du géne y exprimé a son plus haut niveau et diminuait suivant cette
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Figure 7 : Buvardage northern des transcritshY neo™" et Alu

(A) Buvardage northern a partir d’extraits d’ARN totaux de cellules HeLa transfectées avec
les constructions neo™", migrés sur un gel d’agarose 1%. Les ARN hYneo™ et Alu ont été
détectés par une sonde ciblant la partie 3' de la s€quence neo, permettant la détection des
transcrits épissés et non-épissés. L’ARN 5S a été utilisé afin de normaliser la quantité
d’ ARN appliquée dans le gel. Les résultats représentent une expérience. (B) Représentation
graphique des niveaux d’expression des transcrits neo"" et neo pour chaque ARN (hYs)
normalisés sur I’expression de I’ ARN 58 et rapportés sur ’expressionde I’ARN hY 1neo™
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période (Kroutter et al., 2009). Une sonde contre la partie 3’ de I’ARN neo nous a permis
de détecter le transcrit long non épissé (neo™™") et le transcrit court épissé (neo). La figure
7A illustre les résultats obtenus du buvardage northern pour les différents transcrits hY et
celui de Alu. Ici, le niveau d’expression des transcrits Alu est beaucoup plus élevé que ceux
des différents hY, ce qui peut s’expliquer par la présence de différents promoteurs. Le
promoteur du géne de I’élément Alu est le méme que celui du géne de I’ARN 7SL, qui est
reconnu pour étre un promoteur trés fort. De plus, la construction Alu neo' " utilisée
posséde une séquence amplificatrice en amont du géne ce qui accroit encore plus la
transcription. Pour ce qui est des transcrits hY, leur expression est considérablement plus
faible. Cette différence d’expression des ARN peut étre reflét€e dans le taux de
rétrotransposition survenant dans les cellules. Leurs ratios, calculés & partir du buvardage
northern et normalisés avec I’expression de I’ARN 58, se retrouvent dans le graphique a la
figure 7B. Ceux-ci ont été calculés par rapport a ’ARN neo"™ de hY 1. Dans la littérature il
est reconnu que, dans la majorité des types cellulaires, I’ARN hY3 serait le plus abondant,
suivi de ’ARN hY1 puis de ’ARN hY4 et hY5 (Christov et al., 2008). Nos observations
corroborent suivant le fait que hY3 est le plus transcrit, suivi de hY 1. Par contre, nous
observons que I’ARN hYS serait plus faiblement transcrit que I’ARN hY4, mais cet écart
est plutdt mince. Lorsqu’on regarde le ratio d’expression des deux transcrits, soit celui non
épissé (neo™ ) et celui épissé (neo), nous pouvons remarquer une quantité un peu plus
élevée du transcrit €piss€ (neo) pour tous les hY. Ceci permet de conclure que I’épissage de
Pintron auto-catalytique se fait efficacement et que I’ARN est disponible pour la
machinerie de L1. Les expériences de buvardage northern étant plutot difficiles a effectuer
avec ces ARN peu abondants, ne peuvent €tre prisent avec beaucoup d’assurance. Des

analyses par RT-qPCR ont donc été entreprises afin d’appuyer ces conclusions.

La vérification de I’expression des mutants hY1 en comparaison avec hY1 non-muté a
aussi été réalisée, afin de s’assurer que ces différentes constructions produisaient des
niveaux d’ARN semblables en cellule. La figure 8A représente les résultats de buvardage
northern pour les différents mutants hY 1 en comparaison avec hY 1. Les ratios d’expression
illustrés en 8B ont été calculés en premier lieu par la normalisation avec I’ARN de la

cyclophiline, puis en rapportant les valeurs recueillies sur celle de ’ARN hY | non-muté.
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Figure 8 : Buvardage northern du transcrithY1neo™ et de ses mutants

(A) Buvardage northern a partir d’extraits d’ARN totaux de cellules HeLa transfectées avec
les constructions neo™ ', dont les ARNm ont été purifiés et migré sur un gel d’agarose 1%.
L’ARN hY1lneo™ et ses mutants ont été détectés par une sonde contre la partie 3' de la
séquence neo, permettant la détection des transcrits €pissés et non-épissés. L’ARN de la
cyclophiline a été utilisé a des fins de normalisation. Les résultats représentent une
expérience. (B) Représentation graphique des niveaux d’expression des transcrits neo’" et
neo pour chaque ARN (hY 1 et ses mutants) normalisés sur ’expression de la cyclophiline et
rapportés sur I’expressionde ’ARNhY 1neo™".
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On remarque des niveaux d’ARN trés semblables pour les mutants hY1 et hY 1 non-muté,
ce qui nous indique que ’expression de ces constructions est relativement semblable en
cellule. Par contre, ici on peut voir que I’épissage du transcrit semble beaucoup plus faible,
ce qui pourrait &tre dii & la méthode de préparation des ARN qui différe de celle utilisée
ultérieurement. Lors de la préparation des ARN, une étape de purification des ARNm a
aussi €té faite. Cette étape supplémentaire pourrait avoir diminué la quantité d’ARN de nos
échantillons et conséquemment mener a la perte de la détection des ARN €pissés par
rapport au bruit de fond. Alternativement, ceci peut résulter d’une faible expression des
ARN.

222 RT-gPCR

Puisque ’analyse par buvardage northern était plus fastidieuse a exécuter et moins précise
pour des ARN faiblement exprimés, nous voulions utiliser une technique plus sensible et
plus rapide. L.’usage de la RT-qPCR a donc été exploité. Premi¢rement, par le biais d’une
transcription inverse, nous avons produit de I’ADN complémentaire (ADNc) pour chaque
extrait d’ARN total. Ceux-ci provenaient de transfections du mé€me genre que celles
effectuées pour les buvardages northern. Puis, une réaction de qPCR sur ces ADNc a I’aide
de 3 paires d’amorces différentes soit pour la GAPD, le transcrit neo'= (non-épissé) ou le
transcrit neo (€pissé) ont été employées. Les amorces utilisées sont représentées
schématiquement dans la figure 9A. Les valeurs obtenues pour ’ARNm de la GAPD nous
permettent de normaliser celles obtenues pour nos transcrits cibles. Celui-ci est
couramment utilisé & cette fin lors d’analyse d’ARNm. Dans le but de différentier les
transcrits possédant l’intron et ceux sans intron, deux paires d’amorces ciblant des
séquences spécifiques ont €té dessinées. Les amorces pour le transcrit neo ont été dessinées
de fagon a ce qu’elles chevauchent les deux exons. Ceci empéche I’amplification du
transcrit possédant encore I’intron. Les amorces pour le transcrit neo' = amplifient une
séquence de 144 nt au centre de I’intron. Pour ce qui est des amorces pour la GAPD, celles-

ci ont été congues pour discriminer le transcrit épissé du pré-ARNm.
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Figure9 : RT-qPCR des transcrits hY neo™ et des mutants hY 1

(A) Représentation de I’ARNm neo™ et GAPD ainsi que la position des amorces utilisées
pour les différents transcrits durant la RT-qPCR. (B) Représentation graphique des niveaux
d’expression obtenus par analyse RT-qPCR des transcrits neo'" et neo pour les ARN HBB,
AluethYs. Les niveaux d’ARN ont été normalisés a I’ARNm de la GAPD et rapportés sur
I’expression de I’ARN correspondant (neo et neo™ ') hY1. Les résultats représentent la
moyenne de deux expériences indépendantes. (C) Représentation graphique des niveaux
d’expression obtenus par analyse RT-qPCR des transcrits neo’ et neo pour les ARN hY 1 et
ses mutants. La méme analyse a été appliquée pour ces ARN.
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La figure 9B représente les résultats obtenus des analyses RT-qPCR pour I’expression de
l’ARNm des transcrits neo't" (non-€épissé) et neo (épissé) pour les constructions HBB, Alu
et les hYs. L expression des ARNm est normalisée 2 I’expression de la GAPD et relativisée
a celle de leur transcrit respectif soit neo’ = ou neo hY1. Le géne HBB sous le contrdle du
promoteur pol II CMV, reconnu pour étre un promoteur fort, est le plus exprimé en
comparaison avec les transcrits hY 1. L’obtention d’un nombre extrémement faible de
rétrotransposition nous permet de dire que celui-ci est un bon contrdle négatif, puisque la

machinerie de L1 ne permet pas la prise en charge de n’importe quel ARNm.

Pour ce qui est de I’expression de I’ARN Alu, utilis€ en tant que contrdle positif, on
observe aussi une forte expression, qui concorde bien avec son efficacité de
rétrotransposition. La forte expression est attendue puisqu’une séquence enhancer est
retrouvée en amont du géne. En ce qui concerne les ARN hY, ceux-ci sont
considérablement moins exprimés, ce qui est reconnu dans la littérature. Ces résultats ne
concordent pas vraiment avec ceux obtenus par buvardage northern. Par contre, la
sensibilité beaucoup plus accrue de cette technique, la RT-qPCR, nous améne a croire que
ceux-ci sont plus valables. De plus, les transcrits épissés sont en quantité relativement

semblable. Donc les niveaux de rétrotransposition devraient eux aussi étre semblables.

Une analyse par RT-qPCR comparant les niveaux d’expression des constructions hY1
mutants avec celui de hY 1 non-muté€ a aussi €té réalisée, afin de s’assurer qu’ils avaient une
expression similaire puisqu’ils ont tous le méme promoteur. Le tout est illustré dans la
figure 9C. De la méme fagon, I’expression des ARNm est normalisée a I’expression de la

ET 5u neo hY 1. Les résultats

GAPD et relativisée a celle de leur transcrit respectif soit neo'
recueillis indiquent que les constructions hY 1 sont toutes exprimées de facon comparable.
Par conséquent, les différences dans les niveaux de rétrotransposition ne seraient pas
causées par une expression inégale. Ceci est vrai pour les deux transcrits, primordialement
po-ur le transcrit épissé (neo), puisque celui-ci est utilis€ par la machinerie L1 pour la

rétrotransposition.
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D’autre part, lorsque les niveaux des transcrits sont tous rapportés a celui de hY1 neo, on
dénote une présence du transcrit neo" = beaucoup plus grande. Les ratios pour les ARN hY
sont présentés a la figure 10. Les transcrits neo'™ des ARN hY1 et hYl mutants sont
comparables entre eux, mais sont fois 6 fois plus présents que leur transcrit neo. Il semble
que peu importe I’expression du transcrit primaire, le taux d’épissage est relatif afin d’avoir

un certain niveau d’ARN €piss€, puisque dans notre cas ceux-ci sont tous ressemblants.
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Figure 10 : Expression relative du transcrit neo™" par rapport a neo pour chaque
construction hY et hY1 mutants

Représentation graphique des niveaux d’expression obtenus par analyse RT-qPCR des
transcrits neo' ' et neo pour les ARN hY et les mutants hY1. Les niveaux d’ARN ont été
normalisés 3 ’ARNm de la GAPD et rapportés sur I’expression de I’ARN hY1 neo. Les
résultats représentent la moyenne de deux expériences indépendantes.
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3. Analyse des constructions avec l’essai de rétrotransposition

L’essai de rétrotransposition fut testé, afin de valider son fonctionnement, avec la

TET "un élément reconnu pour son niveau de rétrotransposition élevé.

construction Alu neo
Par la suite, les constructions décrites précédemment ont été analysées par rapport a Alu
afin d’apporter une réponse a notre hypothése de départ. Cette derni¢re étant que la liaison
des protéines sur les ARN hY interfére dans le mécanisme de rétrotransposition pouvant

avoir lieu avec les protéines de L1.

3.1 La rétrotransposition de I’¢lément Alu et de HBB

Au départ, il fallait s’assurer que I’essai fonctionnait. Alors, ceci a été vérifi€ avec la
construction comportant I’élément Alu. Il est bien connu que cet élément est rétrotransposé
par la machinerie L1 a un niveau trés élevé et qu’on retrouve plus d’un million de copies
dans le génome humain. Afin de s’assurer que nous observions réellement des événements
de rétrotransposition, un contrdle négatif représentant un géne commun a aussi été utilisé.
Le géne en question est celui de la béta-globine, interrompu par la cassette neo'™, sous le
contréle d’un promoteur pol II (HBB neo®). Un second contrdle négatif, soit la

construction Alu neo "

sans la machinerie L1 co-transfectée, a aussi été employé afin de
veiller a ce que I’effet soit dii & la présence des protéines .Ll. Bri¢vement, des cellules HelLa
ont été co-transfectées avec la construction voulue et la machinerie des L1. Il a été
démontré que seule la protéine ORF2, ayant une activité transcriptase inverse et
endonucléase, était nécessaire a ce qu’il y ait rétrotransposition de plusieurs transcrits pol
I (Kroutter et al., 2009). Donc, la construction portant seulement le géne de la protéine
ORF2 a été utilisé. Vingt-quatre heures suivant la transfection, la sélection a la G418 a
débuté pour se terminer 14 jours plus tard. Les colonies G418 résistantes, donc ayant subi
un événement de rétrotransposition, ont été colorées au cristal violet afin de faire leur
dénombrement. Le nombre de colonies résistantes a été calculé par rapport au nombre de
cellules transfectées, soit 1 x 10° cellules. Les résultats obtenus pour les constructions Alu,

avec et sans machinerie L1, et HBB sont représentés dans la figure 11. Un taux de
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Figure 11 : Rétrotransposition de’élément Alu et desARNhY

Nombre d’événements de rétrotransposition représenté par le nombre de colonies de cellules
résistantes a la G418. Les résultats regroupent 10 différents essais, Un million de cellules
HeLa ont été transfectées avec 3 pg de plasmide neo™ (Alu, HBB et hYs) et 1 pg de
plasmide pBud-ORF2opt et sélectionnées pendant 14 jours ala G418.

54



55

rétrotransposition trés élevé pour notre controle positif I’élément Alu a été noté, soit prés de
800 colonies par million de cellules transfectées. Ce qui concorde avec les données publiées
dans la littérature sur cet élément (Dewannieux et al., 2003; Kroutter et al., 2009). De plus,
les deux contrdles négatifs ne permettent pas, ou presque pas I’occurrence d’événements de
rétrotransposition. Ceci justifie I’'usage de 1’essai de rétrotransposition L1 pour I’analyse de

I’élément Alu.

32 La rétrotranéposition des ARN hY et des mutants hY'1

A présent, il nous fallait confirmer la fonctionnalité de 1’essai pour les quatre constructions
hY neo'. Le méme protocole a été suivi pour ainsi obtenir les résultats que I’on retrouve
dans la figure 12. D’ailleurs, seulement la protéine ORF2 a ét€ utilisée dans ces essais
puisque l’ajout de la protéine ORF1 n’affectait pas les niveaux de rétrotransposition
(résultats non montrés). Le nombre de colonies résistantes au G418 obtenu a partir de 1 x

TET

10° cellules transfectées pour les constructions hY neo™ est trés faible. Aucun des

résultats recueillis n’est significativement plus élevé que la valeur du controle HBB neo' =,
Puisque cet essai avait déja été testé avec les constructions hY neo'™" par un autre groupe et
qu’il parvenait a avoir des valeurs raisonnables (Kroutter et al., 2009), nous voulions

ET mutants. Quatre constructions

continuer notre analyse avec les constructions hY1 neo’
hY1 neo™ possédant des mutations dans la séquence du hY ont été faites. Les mutations
affectent soit la liaison de la protéine Ro60 a la tige boucle ou la liaison de protéines a la
boucle de poly-pyrimidine de I’ARN. Les différents mutants ont ét€ décrits dans la figure 6,
précédemment. Il n’y a aucune différence significative entre les valeurs obtenues pour les
constructions hY 1 mutantes et celle de hY 1 non-muté. Les résultats de rétrotransposition de
I’ARN hY1 en comparaison avec ses mutants sont présentés dans la figure 12. Dans ce cas-
ci, les mutations effectuées aux sites de liaison de protéines a ’ARN Y ne favoriseraient

pas la prise en charge de I’ARN par la machinerie des L1.

Ceci dit, puisque le nombre d’événements de rétrotransposition se produisant a partir des

ARN hY est trés faible, il a été conclu que la méthode de détection utilisée n’était pas assez
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sensible. D’ailleurs, cette méthode comporte plusieurs désavantages : elle est premiérement
trés longue, durant plus de 2 semaines, et elle n’est pas adaptée aux ARN 2 bas niveau de
rétrotransposition comme les ARN hY. Les ARN hY ont des niveaux d’expression tres
faible en comparaison avec I’ARN Alu. On ne peut donc pas espérer avoir la méme
fréquence d’événements de rétrotransposition en cellule. Puisque le nombre d’événements
est trés bas, il est trés compliqué d’arriver & une conclusion en comparant les différents
mutants avec la construction non-mutée. De plus, beaucoup d’éléments peuvent apporter
une grande variation entre les multiples essais; rapportés sur une quantité d’événements tres
bas, ceci empéche de confirmer notre hypothe¢se. D’autre part, on ne peut compter les
événements survenus dans la méme cellule, ce qui pourrait biaiser le nombre réel
d’événements de rétrotransposition pour un ARN donné. Cette méthode est trés répandue
dans le domaine scientifique des éléments mobiles. Cependant, elle ne semble pas convenir
pour ce type d’analyse. Alors, nous devions trouver une autre technique plus précise,

permettant de détecter des niveaux trés bas de rétrotransposition, de fagon spécifique.
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Figure 12 : Rétrotransposition de ’ARN hY1 et de ses mutants

Nombre d’événements de rétrotransposition représenté par le nombre de colonies de cellules
résistantes a la G418. Les résultats regroupent 8 différents essais. Des cellules HeLa (1x10°)
ont été transfectées avec 3 ug de plasmide neo™ ' (hY1 et ses mutants) et 1 pg de plasmide
pBud-ORF2opt et sélectionnées pendant 14 jours ala G418.
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Chapitre 2 Nouvelle méthode de détection

1. Approche par gPCR

Une nouvelle stratégie' a €té développée et a paru dans la revue « Experimental cell
research » & 1’été 2010. Les auteurs ont comparé trois techniques différentes afin d’analyser
le niveau de rétrotransposition de L1 dans une lignée de neuroblastome, dont la PCR
quantitative en temps réel (qQPCR) sur ’ADN génomique (ADNg) (Del Re et al., 2010). Ils
ont dénombré les événements de rétrotransposition par I’amplification du géne EGFP
nouvellement inséré dans le génome. Le méme type de construction que la notre est utilisé
pour cette approche et ils utilisent comme stratégie la présence de I’intron au centre de leur
gene de référence, afin de discriminer entre le plasmide et les nouvelles insertions dans
I’ADN génomique. Dans ce cas-ci, I’intron provient de la gamma-globine et fait 901 pb en
longueur. Cependant, il n’est pas suggéré d’amplifier un fragment aussi long en qPCR (Del
Re et al., 2010). En conséquence, la qPCR n’amplifie que les nouvelles insertions. Pour ce
qui est de nos constructions, celles-ci contiennent un intron autocatalytique de seulement
414 pb et un fragment de cette taille peut étre amplifi€ par gPCR. Conséquemment, une

optimisation afin de trouver les bonnes amorces était nécessaire et a été effectuée.

1.1 Optimisation de la technique par gPCR

Puisque cette technique a été utilisée par un groupe travaillant sur L1, un transcrit pol 1I,

nous devions faire quelques modifications afin de I’appliquer & nos propres constructions,
des transcrits pol III. Le principal défi était de trouver une fagon de discriminer entre le
plasmide, pouvant étre extrait avec la méthodologie utilisée, et la nouvelle insertion dans le

génome.
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1.1.1  Design des amorces

De multiples paires d’amorces ont €té testées afin d’obtenir une paire apte a discriminer
entre la séquence du plasmide et celle de la nouvelle insertion. Au départ, nous avons
vérifié la possibilit€¢ que la longueur de I’intron du plasmide puisse interférer dans
I’amplification du fragment puisqu’il est recommandé de ne pas amplifier des fragments de
plus de 300 pb avec la qPCR (Del Re et al., 2010). Alors, trois premiéres paires d’amorces
ont été essayées, exploitant cette propriété du qPCR. Celles-ci sont représentées dans la
figure 13 et leurs séquences se retrouvent dans le tableau 8. Les amorces font des fragments
de 127 nt, 217 nt et 291 nt sans intron et avec intron 541 nt, 631 nt et 705 nt
respectivement. Une réaction qPCR a été faite pour vérifier la spécificité des amorces :
celles-ci ont €t€ mises en présence soit du plasmide pcDNA3, ayant le géne neo ne

contenant pas I’intron ou pAlu-neo™™"

, celui-ci contenant I’intron, ainsi que 50 ng d’ADNg
de cellules non transfectées. Ce premier design d’amorce n’a pas fonctionné. Nous avons
obtenu une amplification des fragments ne contenant pas I’intron aussi bien que les
fragments avec intron, comme on peut le voir dans la figure 14A. Alors, un deuxiéme
principe a été appliqué, soit celui de faire des amorces qui chevauchent les deux exons
(Brosseau et al., 2010). La figure 13 illustre ce principe. Un minimum de 2 nt et un maximum
de 6 nt saillant en 3’ ont été essayés afin d’avoir une bonne spécificité et permettre de
discriminer entre le plasmide et la nouvelle insertion dans le génome. Ces amorces ont été
utilisées avec I’amorce sens 217. Les résultats de I’amplification avec ces amorces sont
illustrés & la figure 14B. Aucune de ces paires d’amorces n’amplifiaient un fragment
spécifique A partir du plasmide pAlu-neo™™. La paire d’amorces donnant les meilleurs
résultats, dont un produit spécifique de la bonne longueur et une bonne sensibilité lors de

I’amplification, est Neo Fwd217-NeoR qPCR 6n.
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Tableau 8. Séquences des amorces utilisées pour I’optimisation de la qPCR.

Amorces sens Amorces antisens Fragment (nt)
Séquence Séquence sans intron avec intron
Neo Fwd127 Neo Rev127 127 541
GCCCGGTTCTTTTTGTCAAG TTCAGTGACAACGTCGAGC
Neo Fwd217 Neo Rev217 217 631
CTTGGGTGGAGAGGCTATTC TTCAGTGACAACGTCGAGC
Neo Fwd291 Neo Rev291 291 205
GCT A'ITCGGCTATGACTGGG GATGGATACTTTCTCGGCAGG
NeoR qPCR 6n
CTGCCTCGTCCTGAGTTCA 152 566
NeoR gPCR 5n '
CTGCCTCGTCCTGAGTTC 152 566
Neo Fwd217 NeoR qPCR 4n 153 567
CTTGGGTGGAGAGGCTATTC GCTGCCTCGTCCTGAGTT
NeoR qPCR 3n
CGCTGCCTCGTCCTGAGT 154 568
NeoR qPCR 2n 155 569

GCGCTGCCTCGTCCTGAG
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Figure 13 : Amorces pour la détection d’événements de rétrotranspeosition par qPCR

Représentation schématique du positionnement des amorces utilisées pour la QPCR sur
1’ADN plasmidique et génomique.
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pAlu-neo™ pcDNA3
217 29 1

pAlu-neo™ © pcDNA3
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Figure 14 : Optimisation des amorces pour la gPCR

Produits d’amplification de la qPCR pour les différentes amorces vérifiées, migrés sur gel
d’agarose 1%. Les amorces ont été testées avec le plasmide pAlu-neo™ (neo avec intron) et
pcDNA3 (neo sans intron). (A) Résultats des premiéres paires d’amorces 127, 217 et 291.
(B) Résultats de la deuxiéme stratégie d’amplification soit avec les d’amorces 2n a 6n
antisens utilisées avec I’amorce 217 sens.
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1.1.2 Courbes standards

Pour les analyses par gPCR, nous devions faire deux courbes standard, soit une pour
déterminer la quantité de transcrit neo retrouvée dans le génome apres I’essai et une sur un
geéne de référence afin de normaliser les résultats obtenus pour neo. Celles-ci servent a
établir ’efficacité de I’amplification qui correspond & la valeur de « E » soit a la pente de
I’équiation. La courbe standard neo est faite & partir de dilutions en série d’un plasmide
contenant le géne neo sans intron (pcDNA3) avec les amorces optimisées précédemment.
Le nombre de copies est calculé avec la formule décrite plus tot, de maniére a savoir la
quantité de plasmide nécessaire pour une courbe standard a cinq points. Les réactions
gPCR contiennent les différentes concentrations de plasmide pcDNA3, 10 ng d’ADNg de
cellules HeLa non tranfectées afin d’avoir le méme bruit de fond que les échantillons, 1 uM
des amorces et 1x FastStart Universal SYBR Green Master (Rox). La figure 15A contient
les résultats bruts des courbes de fluorescence obtenues pour chaque dilution. Une courbe
de dissociation est effectuée a la fin des cycles d’amplification afin de vérifier la spécificité
par la présence d’un seul amplicon comme le démontre la figure 15B. Une courbe
spécifique est obtenue pour chaque produit amplifi€, ce qui apporte un appui a la spécificité
de la technique. Puis, la courbe standard est présentée & la figure 15C, incluant le
coefficient de corrélation (R), la moyenne des pentes (M), l’efficacité d’amplification, ainsi
que I’équation de la courbe. Le R obtenu est trés prés de | indiquant une trés forte
corrélation entre les deux variables. La M de -3,49 Ct nous permet d’avoir une efficacité de
93 %. Une pente entre -3.3 et -3.8 est acceptable, ol -3,3 donne une efficacité a 100 %. Les
efficacités d’amplification furent obtenues a partir du logiciel d’analyse du Rotor-gene
3000.

Pour ce qui est du géne de référence pour la seconde courbe standard, la béta-globine
(HBB) a été utilisée. Les amorces ont été dessinées afin de permettre 1’amplification de son
ADN génomique donc, survolant un intron. Des dilutions en série d’ADNg de cellules

HeLa non transfectées ont été effectuées et analysées dans I’intention d’avoir une courbe



R=0,99973
M=-3.49
Efficiency=0,93

251 Ct=-3,49*log(conc)+35,001
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Figure 15 : Courbe standard neo

Courbe standard neo a partir du plasmide pcDNA3 contenant le géne neo sans interruption.
Les amorces 217 sens et 6n antisens ont été utilisées sur des dilutions ensérie de 10°2 10" du
plasmide. (A) Courbes d’amplification des différentes dilutions. (B) Courbes de
dénaturation. (C) Courbe standard de la valeur en Ct par rapport au nombre de copie neo.
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standard de notre géne de référence. Celle-ci a été réalisée par Mathieu Durand et Philippe
Thibault a la Plateforme RNomique du Laboratoire de Génomique Fonctionnelle de
I’Université de Sherbrooke, ainsi que I’analyse des données brutes & 1’aide du logiciel

gBase (Hellemans et al., 2007).

1.2 Rétrotransposition des différentes constructions détectée avec la gPCR
1.2.1  Validation de la nouvelle méthode de détection par gPCR

Afin de valider notre nouveau systtme de détection par qPCR, quelques essais
préliminaires ont été effectués. Puis, chaque construction a été analysée a nouveau afin
d’avoir des données plus précises vu la sensibilit€ de la technique. En premier lieu, des
cellules HeLa ont été transfectées avec différentes concentrations du plasmide hY lneo™
dans I’intention de trouver la plus faible quantité de plasmide a transfecter afin d’observer
un bon niveau de rétrotransposition. Toutes les valeurs sont normalisées a8 I’ADNg de HBB
endogene et relativisées a celle de la transfection de 3 pg. Les résultats sont présentés a la
figure 16A. Le niveau de rétrotransposition semble corrélé a la quantité de plasmide
transfectée. A 3 pg, le seuil de saturation est pratiquement atteint, indiquant que cette
quantité semble appropriée pour avoir un bon nombre d’événements sans trop affecter la
survie des cellules. La figure 16B représente le niveau de rétrotransposition en relation avec
le temps d’extraction de I’ADNg post-transfection. Des cellules HeLa furent transfectées
avec 3 ug du plasmide hY Ineo™" ainsi que 1 ug de pBud-ORF2opt puis I’extraction de
I’ADNg a été faite a différents temps aprés celle-ci. Toutes les données ont été rapportées a
celle de 24 h. Pour ce qui est des temps 15, 18 et 24 h post-transfection, on ne remarque
aucune différence au niveau de la rétrotransposition. Ceci pourrait étre dii au fait que les
événements de rétrotransposition ont déja eu lieu et que les cellules se rétablissent
tranquillement du choc de la transfection et des événements de rétrotransposition avant
qu’elles puissent se répliquer. Par la suite, on observe une baisse d’environ 50 % aprés 48 h
et ce, aprés chaque 24 h additionnelle indiquant que les cellules sont rétablies et se

répliquent. L’efficacité de transfection des cellules n’est pas de 100 % et celles qui sont
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Figure 16 : Analyses préliminaires

Analyses préliminaires de la quantité de plasmide a transfecter et du temps d’attente entre la
transfection et 1’extraction de I’ADNg. (A) Niveaux de rétrotransposition par rapport a la
quantité de plasmide hY1neo™ transfectée. Des cellules HeLa (1 x 10° cellules) ont été
transfectées avec différentes quantités de plasmide hY1neo™ et 1 pg de plasmide pBud-
ORF2opt. Les données brutes des différents échantillons ont été rapportées sur celles de
notre geéne de référence d’ADNg (HBB). Les valeurs pour les différentes quantités de
plasmide ont ensuite été relativisées a celle de 3 pg. (B) Niveaux de rétrotransposition en
relation avec le temps d’extraction post-transfection. Les cellules HeLa (1 x 10°) ont été
transfectées avec 3 ug de plasmide hYlneo™ et 1 ug de plasmide pBud-ORF2opt, puis
IPADNg extrait a différents temps post-transfection. Les valeurs des différents temps
d’extraction ont été relativisées a celle de 24 h.
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transfectées ne subissent pas nécessairement un événement de rétrotransposition. Ceci
conduit a une dilution du signal par les cellules n’ayant pas subies de rétrotransposition.
Celles qui sont moins endommagées auraient plus de facilité a croitre, augmentant le ratio
entre elles et celles ayant eu des occurrences. La conclusion apportée était que les cellules
seraient transfectées avec 3 ug de plasmide neo' " et que leur ADNg serait extrait aprés un
temps déterminé fixe pour chaque essai afin de limiter les variations non désirées, soit 72 h
post-transfection. Pour ce qui est de la détection par gPCR, nous croyons que les résultats
des essais préliminaires appuient I’utilisation de cette techniqué, puisque nous pouvons
faire la comparaison entre deux conditions ayant de trés faibles niveaux de

rétrotransposition, faisant ressortir la trés grande sensibilité de la technique.

1.2.2 Détection de la rétrotransposition des ARN hY et des mutants hY 1 par gPCR

Chaque construction hY a été analysée avec cette technique de détection par la qPCR.
Comme expliqué précédemment, 3 pg de chaque construction ont été co-transfectés avec |
ug de pBud-ORF2opt dans des cellules HelLa. Soixante-douze heures post-transfection,
I’ADNg des cellules a été extrait afin de I’analyser par qPCR pour les génes neo et HBB
(gene de référence endogene). L’utilisation de notre contrdle négatif HBBneo ™ est encore
possible dans ce cas, puisque nous comparons le nombre de geénes neo de notre construction
a celui de HBB humain. De plus, le géne HBB contenu dans le plasmide neo™ provient du
lapin, ne permettant pas son amplification par les amorces du géne HBB humain endogéne.
La figure 17A regroupe 3 essais indépendants faits en duplicata et les valeurs obtenues sont
rapportées a celle de hY 1. L’analyse des niveaux de rétrotransposition pour les différents
génes hY démontre qu’ils ont tous le méme potentiel de rétrotransposition. La séquence de
I’ARN hY ne faisant qu’une trés petite partie de I’ARN transcrit par ces constructions, peut
expliquer les niveaux semblables d’événement; ceux-ci n’apporteraient pas assez de
variation significative afin d’observer une différence. De plus, les éléments importants pour
qu’il y ait rétrotransposition ne sont pas apportés par I’ARN hY mais par la construction de

base elle-méme.
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Figure 17 : Rétrotransposition desARN hY et des mutants hY1 détectée par gPCR

Niveaux d’événements de rétrotransposition relatif obtenu par ’analyse de I’ADNg avec la
qPCR. Lesrésultats regroupent 3 différents essais effectués en duplicata. Des cellules HeLa
(1 x 10°) ont été transfectées avec 3 pg de plasmide neo™' (Alu, HBB et hYs) et 1 pg de
plasmide pBud-ORF2opt, dont I’ADNg a été extrait aprés 72 h. Les données brutes des
différents échantillons ont été rapportées sur celles de notre gene de référence d’ADNg
(HBB). Les valeurs pour les différentes constructions ont ensuite été relativisées a celle de
hY1. (A) Résultats pour les constructions HBB et hYs. (B) Résultats pour les constructions
HBB,hY 1 etlesmutantshY1.
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Pour ce qui est des mutants hYl, on observe le méme phénomene. Les différentes
mutations introduites dans ’ARN hY1 n’ont pas affecté le pouvoir de rétrotranposition de
cet ARN. Que ce soit le site de liaison de la protéine Ro ou bien de la boucle de poly-

pyrimidine ou les deux ensemble, il n’y a pas d’effet sur le niveau de rétrotransposition.

Ces résultats sont décrits dans la figure 17B, chaque mutant hY1 est comparé a la

construction sauvage hY 1. Ces résultats regroupent 3 essais indépendants faits en duplicata.

La méthode de détection par qPCR est une technique trés sensible et spécifique, capable de
déceler de faibles variations d’amplification entre deux échantillons. Ce qui nous a permis
d’arriver a la conclusion que les quelques mutations effectuées pour hY | n’affectaient pas
la rétrotransposition de I’ARN. Plusieurs raisons pourraient €tre en cause, soit |’ajout de
‘toute I’artillerie du géne rapporteur et de la queue polyA a I’ARN. Les mutations testées ne
supprimaient peut-étre pas la liaison protéine-ARN, mais ne faisaient que 1’affaiblir ou bien
le niveau de rétrotransposition observé est dii 4 la construction elle-méme et pas grace a
PARNhY.
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DISCUSSION

L’étude des ARN Y ne prend pas une grande place dans le domaine de la recherche
scientifique, par contre de plus en plus de recherches indépendantes retrouvent ces ARN
impliqués dans le mécanisme qu’ils étudient. Ces ARN ont d’abord été découverts lorsque
liés a la protéine Ro60, celle-ci étant un autoantigéne chez les patients atteints de certaines
maladies auto-immunes. Maintenant, les ARN hY servent de biomarqueurs pour la
détection de ces maladies (Lee et al., 1996; Lerner et al., 1981; Peene et al., 2002; Provost et
Reichlin, 1981). Aussi, un groupe a démontré un lien entre les ARN hY et la réplication de
I’ADN (Christov et al., 2006). D’autre part, de petits ARN provenant des ARN hY1 et hY3
ont été décelés a partir d’analyses de séquencage a haut débit dans des échantillons de
tissus tumoraux et de sérums humains sains (Meiri et al., 2010). Ceci ouvre une tout autre

perspective sur I’importance de ces ARN.

Dans notre cas, la présence de pseudogénes dans le génome humain a soulevé notre intérét.
Le fait qu’environ 1000 pseudogénes Y aient été retrouvés dans le génome humain,
marqués de la signature caractéristique des €léments L1, apporte une nouvelle hypothése.
Les ARN hY seraient-ils rétrotranposés par les €léments L1? Cette question a €té quelque
peu étudiée par le laboratoire du Dr. Roy-Engel en 2009. Plusieurs ARN transcrits par la
pol III avaient été testés afin de vérifier leur taux de rétrotransposition en présence des
protéines ORF de I’élément L1, dont les ARN hY (Kroutter et al., 2009). De faibles
niveaux de rétrotransposition avaient été détectés pour les ARN hY, nous encourageant 4

analyser un peu plus en profondeur le mécanisme lui-méme.

1. Fondement de I’ étude de la rétrotransposition des ARN hY chez I’humain
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Les rétrotransposons représentent un certain danger pour le génome. La plupart de ces
éléments sont insérés dans des régions non codantes de notre génome, donc pourraient en
majorité étre inoffensifs. Par contre, de temps a autre, certaines insertions peuvent affecter
I’intégrité du génome de fagons positives ou négatives. Les insertions des pseudogeénes Y
peuvent avoir €té conservées a travers I’évolution, soit puisqu’ils sont inoffensifs ou bien
parce qu’ils contribuent & I’évolution du génome. On pourrait penser & I’apport d’un
nouveau site d’épissage alternatif, puisque ces ARN comportent déja des sites de liaisons
pour certaines protéines impliquées dans 1’épissage (Perreault, 2007). D’un autre coté, les
pseudogeénes Y, en mimant les RNP Ro, pourraient &tre la cause de la production
d’autoanticorps contre les RNP Ro. L’expression d’'un ARN anormal capable de lier Ro
serait reconnue en tant que RNP étranger par les anticorps, ceux-ci pouvant ensuite cibler

les RNP Ro saines, déclenchant une auto-immunité.

1.1 Observations et objectif

Les analyses bio-informatiques effectuées par M. Jonathan Perreault lui ont permis de faire
quelques généralisations. Tout d’abord, 80% des ARN Y rétroposés avaient perdu au moins
| une uridine a Pextrémité 3’ de P’ARN, empéchant la liaison de la protéine La.
Deuxiémement, la mutation d’au moins un nucléotide aux positions 9 et 10, un site
important pour la liaison de la protéine Ro60, chez 80 % des pseudogénes correspondant
aux ARN hY1, hY3 et hY4. Finalement, un taux de mutation de 80 % des résidus formant
la boucle de poly-pyrimidines au centre de I’ARN est observé. Chez les/ pseudogenes Y1,
cette région est liée par plusieurs protéines comme hnRNP K et PTB. Ces observations
nous ont amené a €mettre ’hypothése que ces différentes mutations empécheraient la
liaison des protéines, ce qui augmenterait la disponibilité de I’ARN a la rétrotransposition

par L1. Nous voulions analyser I’effet de ces mutations plus en détail.

1.1.1  Les mutants hY | et la rétrotransposition
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La construction des mutants a été réalisée en tenant compte des observations décrites ci-
haut. Au départ, nous voulions évaluer |’effet des mutations les plus fréquentes pour I’ARN
hY 1, puisque celui-ci comportait le plus grand nombre de mutations. En conséquence, des
mutations de la cytosine 9, la guanine 10, ainsi que de cinq cytosines consécutives dans la
boucle de poly-pyrimidine de I’ARN hY | ont été effectuées. En vue de trouver réponse a
notre hypothese, nous devions faire en sorte de perdre la liaison des protéines a I’ARN hY.
Il a été démontré que la délétion de la cytosine saillante en position 9 de I’ARN Y
supprimait la liaison de Ro60 (Green et al., 1998). De plus, la délétion de la boucle de poly-
pyrimidines abolit la liaison de plusieurs protéines, dont la nucléoline et PTB (Fabini et al.,
2000; Fabini et al., 2001; Fouraux et al., 2002). Pour vérifier cette propriété avec nos
mutants, des analyses de retard de migration ont été effectuées. Malheureusement, on ne
notait aucune différence significative entre ’ARN hY | non-muté€ et les mutants D9, D10 et
D9-10 (résultats non montrés). Pour ce qui est du mutant D9-10, 79-83, la perte d’une
bande de retardement sur le gel a été observée (résultats non montrés). Une analyse plus
détaillée des liaisons encore possibles ou perdues sur nos mufants hY1 serait nécessaire
pour confirmer le tout. L’utilisation de sérums contenant des anticorps contre les protéines
Ro et/ou La serait pratique pour former des complexes de super retardement dans le but de
spécifier les protéines liées. La liaison des protéines a I’ARN de la construction, contenant

la cassette de sélection devrait aussi étre étudiée.

Pour ce qui est des événements de rétrotransposition, aprés un grand nombre de tentatives,
nous n’avons jamais obtenu de décomptes de colonies, c’est-a-dire un niveau de
rétrotransposition, significativement plus élevé que notre controle négatif, que ce soit pour
les ARN hY ou pour les mutants hY 1. Ces résultats sont représentés aux figures 11 et 12 du
chapitre 1. Par contre, le fait que notre contrdle positif Alu nous donne un niveau de
rétrotransposition élevé est encourageant, ce qui permet de dire que I’essai est fonctionnel.
Plusieurs aspects de cette technique doivent étre discutés pour éclairer notre impossibilité
d’obtenir des conclusions définitives. L’élément Alu est reconnu pour son nombre élevé
dans le génome humain qui pourrait étre causé par son activité de transcription €élevée, sa
proximité avec la machinerie de traduction lorsque en complexe SRP, sa structure et par la

présence d’une séquence riche en adénine (Hasler et Strub, 2006). La construction Alu
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utilisée dans cet essai a €t€ optimisée afin d’avoir un niveau de transcription important, ce
qui pourrait influencer le nombre de rétrotransposition final pour cet ARN. L’intensité de
transcription de I’ARN Alu en comparaison avec celles des ARN hY est aussi trés
différente, soit d’environ 10 fois plus élevée. Le fait que nous ayons un nombre de copies
d’ARN beaucoup plus faible par cellule pour les ARN hY peut jouer sur leur niveau de
rétrotransposition, lors de I'utilisation de cette technique. Conséquemment, un nombre
d’événements de rétrotransposition plutdt faible complique 1’analyse des résultats. La
comparaison des résultats de la construction non-mutée avec celles des mutants est presque
impossible puisque les valeurs obtenues ne surpassent pas significativement celle du
contrble négatif. Cette faible expression avait été anticipée et nous avions décidé de
changer le promoteur de nos constructions pour un prdmoteur plus fort. Par contre, cette
tentative ne parvenait pas a augmenter les niveaux de rétrotransposition de fagon
significative (résultats non montrés). De plus, comme plusieurs variables peuvent avoir
affecté le résultat de 1’essai, lorsque nous étudions un nombre d’événements plutdt faible,
ceci crée un bruit de fond qui peut €tre considérable. D’autre part, on ne peut savoir s’il est
possible qu’une cellule soit 1’hdte de plusieurs événements en méme temps, car la
coloration d’une colonie équivaut a un événement. Ceci apporte un certain biais si nous
essayons de compter le nombre absolu d’événements de rétrotransposition pour une
construction donnée. D¢s lors, cette technique nous semblait de moins en moins attrayante

pour analyser nos constructions.

2. Persévérances et dénouement

Puisque cette technique de rétrotransposition en cellule n’était pas utilisée dans les
laboratoires environnants, qt qu’elle est plutét difficile & établir, nous nous sommes alors

tournés vers un laboratoire plus expérimenté dans ce type d’analyse, et en avons tiré

quelques conclusions.

2.1 Le stage de perfectionnement dans le laboratoire du Dr Roy-Engel
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Le laboratoire du Dr. Roy-Engel étudie diverses fonctions en rapport avec I’élément Alu en
utilisant de fagon routiniére la méthode de rétrotransposition menée par L1. Ils ont entre
autres rapporté le seul article montrant la rétrotransposition des ARN hY avec cette
technique (Kroutter et al., 2009). Nous avons alors demandé conseil auprés de son
laboratoire dans le but de déterminer les différences possibles entre nos protocoles et les
erTeurs que nous pourrions avoir commises. Aprés révision, il ne semblait pas y avoir de
différences majeures entre les deux protocoles, du moins rien qui pourrait affecter I’essai. Il
a alors été€ décidé que j’aille faire un stage dans ce laboratoire, dans I’intention de maitriser
la technique. Neuf essais de rétrotransposition, (tous faits en duplicata) sur les hY, les
mutants hY 1 ainsi qu’Alu ont été effectués lors de ce stage. Toutes ces manipulations ont
été faites avec le matériel du laboratoire d’accueil incluant les cellules, et sous la
supervision du Dr. Roy-Engel. De plus, elles ont toutes été faites de maniére constante
suivant un seul protocole. Trois de ces expériences n’ont pas fonctionné, c’est-a-dire que le
contrdle positif ne donnait pas un nombre convenable de colonies ou I’on ne voyait pas de
colonies. Lorsqu’on compare les six autres essais, on observe une variabilité considérable
entre ceux-ci, représentée par un écart-type trés grand. En tant qu’exemple, pour ’ARN
Alu, nous obtenons une valeur moyenne de 728 colonies par million de cellules
transfectées. Par contre, I’écart-type de 275 est extrémement élevé rendant sa comparaison
avec d’autres données plus ardue. Un grand écart-type est incompatible avec le faible
niveau de rétrotransposition rapporté pour les ARN hY, comme on peut le voir aux figures
11 et 12. Cette technique n’est donc pas assez précise pour permettre |’observation de
petites variations dans le taux de rétrotransposition, lorsqu’on tient compte de 1’écart-type
trés €levé. Cette variabilité leur apparaissait relativement normale, m’expliquant que le tout
dépendait beaucoup de «I’humeur» des cellules. Ce concept de cellules en état de
rétrotransposition compétentes est retenu par leur équipe. Ils sont arrivés a la conclusion
que les essais devaient étre exécutés lorsque les cellules étaient capables de subir une
rétrotransposition. Si les cellules ne répondaient plus correctement, de nouvelles cellules
étaient reparties. D’ailleurs, quand les cellules sont compétentes, tous les essais sont

réalisés rapidement pour obtenir des valeurs moins variables.
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Ceci nous a amené a nous questionner sur la validit€ de cet essai. Mais qu’est-ce qui
apporte toute cette variabilit€? Est-ce parce que les cellules HeLa, étant a 100 %
aneuploides, ne se comportent pas toutes de la méme maniére? Ou bien la technique elle-
méme est-elle propice aux erreurs et aux variations apportées par le manipulateur? Il se
peut aussi que les cellules ne répondent pas de la méme fagon au traitement a la G418,

affectant le nombre de colonies observé.

22 Alternative de détection

La solution apportée a un des problémes de cette technique a été de changer de méthode de
détection d’événements de rétrotransposition. L’approche par qPCR développée au chapitre
2 a grandement amélioré et accéléré le processus de détection. Un des points positifs est la
diminution du temps d’attente aprés la transfection, passant de 14 & 3 jours. En
conséquence, l’essai peut €tre effectué en 5 jours en comparaison a 16 jours pour la
méthode traditionnelle. De plus, la qPCR est une technique trés sensible et spécifique. De
trés faibles quantités d’ADN peuvent €tre détectées dans un échantillon permettant de
déceler d’infimes variations. Lorsque I’optimisation de la technique de PCR est accomplie,
I’obtention d’un produit spécifique avec chaque amplification se produit. Alors, dans le cas
ol nous obtiendrions un événement de rétrotransposition, la spécificité et la sensibilité de
I’essai permettraient de le détecter. Ainsi, une différence d’un petit nombre d’événements
serait décelable. Pour ce qui est de la concentration de plasmide utilisée, nous avions
déteminé qu’elle devait étre de 3 ug afin d’obtenir le plus d’événements de
rétrotransposition. Par contre, afin de comparer deux constructions il est questionnable
d’utiliser une concentration de plasmide prés de la région de saturation. Un effet aurait été
peut-étre plus facile a déceler avec une plus faible concentration de plasmide, soit dans la

région linéaire de la courbe.

Avec cette nouvelle technique, nous avons déterminé avec plus de précision que la
mutation des nucléotides C9, G10 et C79-83 n’affectait pas le taux de rétrotransposition de

hY1. Ceci est constaté au chapitre 2, & la figure 17. De plus, méme les niveaux de
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rétrotransposition des différents hY étaient semblables. Ceci a soulevé la possibilité que
PARN Y ne soit pas responsable de I’événement de rétrotransposition, mais plutdt la
construction elle-méme. A la base, celle-ci comporte en effet tous les éléments importants

pour permettre la rétrotransposition par L1.

2.3 Qu’aurait-on pu faire autrement?

Pendant cette maitrise, toutes les méthodes, les alternatives et les combinaisons auxquelles
je pensais ont été essayées afin d’obtenir des niveaux de rétrotransposition convenables et
significativement élevés. Dont, changer de type cellulaire, vérifier la quantité de plasmides
a transfecter, déterminer quelles protéines doivent étre transfectées, utiliser un autre vecteur
d’expression, changer de méthode de transfection, etc. Dans ce paragraphe, j’aimerais
discuter de certains aspects critiquables plus généraux de la méthode employée pour
répondre & notre hypothése. L’essai de rétrotransposition mené par L1 se base sur une
construction spécifique, représentée dans la figure 5 de ’'introduction. Ce vectéur a fait ses
preuves en ce qui concerne 1’élément Alu. Par contre, on ne pourrait pas dire la méme
chose pour les ARN hY. D’abord, les ARN hY d’approximativement 100 nt de long
adoptent une structure trés stable de tige boucle. On ajoute a I'extrémité 3’ de cette
structure une cassette d’environ 2000 nt. L’ impact de cette addition sur la conformation de
I’ARN n’a jamais été vérifié, de méme que son effet sur la liaison des protéines aux hY. Ce
type d’analyse a été développé pour I’ARN Alu, un élément de rétrotransposition
relativement bien caractérisé€. De plus, les ARN hY n’ont pas de séquence polyadénylée a
leur extrémité 3’, que I’on retrouve chez Alu et qui est importante pour le mécanisme de
rétrotransposition L1. A la construction employée, nous ajoutons une séquence polyA afin
d’optimiser la rétrotransposition de I’ARN. Mais, ceci ne représente pas nécessairement la
conformation des ARN hY cellulaires. L’analyse des constructions hY, afin de s’assurer
que c’est bien I’ARN lui-méme qui est important pour la rétrotranposition et non la
construction, n’a jamais été faite. L’essai semblait bien fonctionner dans le laboratoire du
Dr. Roy-Engel, mais nous n’avons pas vraiment pu la reproduire. L’usage de cette méthode

pour les ARN hY est non démontré.
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Je crois que pour étudier la rétrotransposition des ARN hY, il faudrait développer un essai
qui permettrait d’utiliser les ARN sans I’ajout d’une cassette. Avec la nouvelle méthode de
détection, nous pouvons déceler de trés faibles variations entre différentes conditions. En
surexprimant les ARN hY avec I’ajout des protéines L1, nous pouvons analyser la variation
entre I’état basal et la surexpression, permettant 1’étude de I’ARN sauvage. Il n’est pas
certain qu’il y aurait des événements de rétrotransposition chez les ARN hY avec cette

méthode, mais du moins ils seraient dus a2 I’ARN en question.

24 Solution : nouveaux mutants hY 1!

Puisque nous n’observions pas d’effet en délétant les nucléotides C9, G10 et C79-83, nous
avons pensé€ a d’autres mutants qui pourraient avoir un effet, en prenant compte non pas des
pseudogeénes, mais de la conformation de la liaison protéine-ARN. Ces mutants sont
représentés dans la figure 18. Ces nouveaux mutants n’ont pas pu étre testés avec la
nouvelle méthode de détection : ils représenteraient donc la suite du projet. Un variant dont
la cytosine 9 saillante est perturbée par la formation d’une boucle plus large pourrait étre
intéressant. Egalement, un autre mutant concernant la liaison de Ro60 aux hY serait
intéressant a faire, soit I’inversion des nucléotides d’une section de la tige afin de
déterminer si |’effet sur la rétrotransposition serait plus marqué. Aussi, la substitution d’une
partie de la boucle de poly pyrimidines des ARN hY1 et hY3 dans le but de maintenir
Pintégrité de la boucle tout en perturbant la liaison aux protéines. Ces nouveaux mutants
pourraient élargir notre champ de vision sur le lien entre la liaison des protéines aux ARN

hY et la rétrotransposition.

Une question importante subsiste : pourquoi les pseudogenes possédent plusieurs mutations
ponctuelles récurrentes. Dans nos expériences, la délétion de ces nucléotides n’affectait pas
la susceptibilité de I’ARN a étre rétrotransposé. Alors, pour quelle raison retrouve-t-on ces
mutations spécifiques? Celles-ci peuvent déstabiliser la liaison entre ’ARN et la protéine

sans toutefois la supprimer, permettant aux protéines L1 d’utiliser I’ARN plus facilement
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pour sa rétrotransposition. Nous pourrions émettre comme hypotheése que les ARN hY
mutants ne permettent pas la liaison des protéines d’exportation ou inhibent I’exportation
efficace de ces ARN au cytoplasme. Certaines €vidences suggerent que la nucléoline et la
protéine Ro60 étaient nécessaires a leur exportation (Fouraux et al., 2002; Rutjes et al.,
2001). Ainsi, lors de la rétrotransposition d’un élément L1 ou d’un autre ARN, il y aurait
un transfert de matrice permettant la rétrotransposition de I’ARN hY muté qui serait resté
au noyau (Buzdin et al., 2007). Par contre, ces mutations au cours de I’évolution pourraient
étre devenues silencieuses, diminuant I’impact de la rétrotransposition de ces ARN dans le

génome ainsi que leur impact fonctionnel.
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Figure 18 : Structures et séquences des nouveaux mutantshY1 et hY3

Structures secondaires et séquences des nouveaux mutants dessinés pour les ARN hY1 et
hY3. Le mutant hY 1 PPmut C-A exhibe cinq adénines au lieu des C79 4 83, hY1 tige inv est
constitué de plusieurs nucléotides inversés dans sa tige et hY1 AC sail possede une boucle
élargie autour de la cytosine 9 saillante. Le mutant hY3 PPmut C-AG a plusieurs mutations
dans la boucle de poly-pyrimidines dont les cytosines sont interchangées pour des adénines
ou des guanines.
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3. Autres perspectives

3.1  Le décompte absolu du nombre d’événements de rétrotransposition

La méthode de détection par qPCR nous permet d’obtenir des valeurs en ratio pour la
rétrotransposition de nos ARN. Nous voulions obtenir des nombres absolus de
rétrotransposition par million de cellules. En faisant une courbe standard du géne de la
béta-globine retrouvé dans le génome humain qui serait comparée & un standard
commercial, nous aurions une courbe permettant de déterminer le nombre de génomes
retrouvé dans notre échantillon. Avec cette approche, il est possible de déterminer si
plusieurs événements peuvent survenir dans la méme cellule. La seule contrainte est qu’il
faut s’assurer que le géne soit unique dans le génome des cellules. Pour ce qui est des
cellules HeL.a, ceci est trés difficile puisqu’elles sont aneuploides; elles ont un nombre de
chromosome anormal. Une tentative de calculer les nombres absolus de rétrotransposition
lors de nos essais a €té réalisée. Des échantillons d’ADNg ont été analysés par qPCR et les
nombres absolus ont été calculés par rapport au nombre de génomes. Par contre, les
résultats s’avéraient peu concluants, puisque nous obtenions environ une cinquantaine
d’événements par cellule. Trés peu d’articles ont déja fait ce type d’analyse. Celles
répertoriées obtennent plutdt des résultats de moins d’un par génome (Kano et al., 2009).

Une vérification du géne de référence pour la courbe standard serait essentielle afin

d’obtenir des résultats plus convaincants.

3.2  Effet de lalocalisation cellulaire sur la rétrotransposition

Les ARN hY ont ét€ identifiés en tant qu’ARN cYtoplasmique, d’ou leur nom. Par contre,
’ARN hYS5 a ét€ retrouvé dans la portion nucléaire des cellules HeLa (Gendron et al.,,
2001). Estce que cette localisation nucléaire pourrait affecter le niveau de
rétrotransposition de cet ARN avec I’essai utilis€? Des évidences suggéraient un niveau de
rétrotransposition plus élevé dans les cellules HeLa pour les ARN hY5 avec la méthode

conventionnelle (Kroutter et al., 2009). Pour cette raison, nous avons émis I’hypothése que
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la localisation cellulaire de I’ARN pouvait influencer la probabilité de rétrotransposition.
En étant au noyau, la machinerie de rétrotransposition serait a proximité de I’ARN,
facilitant leur association. La comparaison du taux de rétrotransposition pour I’ARN hY5
chez différentes lignées cellulaires a été accomplie. Nous n’avons observé la localisation
nucléaire de hYS5 que chez les cellules HeLa. Les niveaux de rétrotransposition de I’ARN
hYS ne concordaient pas avec notre hypothése, puisque nous observions le ratio le plus bas
dans les cellules Hela, alors qu’on s’attendrait au contraire (résultats non montrés). Il est
probable que la cassette ajoutée a I’extrémité 3° de I’ARN influence largement la structure
ainsi que la localisation de cet ARN. Il faudrait déterminer si la localisation nucléaire de

I’ARN hY5 est conservée dans les cellules HeLa malgré cet ajout.

4. Exploration

L’hypothése que les ARN hY pourraient en fait étre des précurseurs de microARN a déja
ét€ énoncée dans la thése de Jonathan Perreault (2007). Lorsqu’on évalue la structure des
ARN hY, nous pouvons observer plusieurs caractéristiques structurales semblables aux

microARN dont la structure tige boucle.

4.1  Ladécouverte de petits ARN hY

Afin de déchiffrer ce mystére, I’analyse de banques de données de séquengage a haut débit
de petits ARN retrouvés dans des cellules humaines a été réalisée dans notre laboratoire.
Ces analyses ont été effectuées sur les cellules Hela et des cellules souches embryonnaires.
Un tableau du nombre de lectures pour les ARN hY, le microARN Let-7 ainsi que pour
I’ARN 5S est représenté dans la figure 19A. Plusieurs milliers de séquences ont été
découvertes représentant surtout les ARN hY1l et hY4. Une comparaison avec le
microARN Let-7 a été faite pour vérifier la plausibilité de nos résultats. Celui-ci est un
microARN trés répandu, impliqué dans divers mécanismes de régulation cellulaire

(Boyerinas et al., 2010). De plus, en tant que controle négatif, la vérification d’'un ARN trés
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abondant dans la cellule, ’ARN 58S, a été faite et démontre un faible nombre de lectures.
Ceci nous indique la possibilité de la présence de petits ARN dérivés des ARN hY dans les
cellules humaines. Nous avons aussi noté la présence de petits ARN mY dans des analyses
de banques de données chez la souris (résultats non montrés). Un groupe a aussi publi€ la
présence de ces petits ARN dans des tissus tumoraux (Meiri et al., 2010). D’autre part, la
distribution des petits ARN dérivés des ARN Y selon leur taille est illustrée a la figure 18B
et 18C. Pour les cellules Hel a, il semble y avoir un enrichissement de petits ARN de 27 nt,
tandis que pour les cellules embryonnaires ces petits ARN sont distribués de 22 & 27 nt de
long. Avec ces trouvailles, il serait important d’explorer cette nouvelle voie reliée aux ARN
hY, révélant une nouvelle fonction de petit ARN régulateur. Beaucoup de travail reste a
faire, soit la vérification de la présence de ces petits ARN en cellules ainsi que leur

caractérisation.
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CONCLUSION

Ce projet a suscité plus de questions que de réponses. Une question simple était posée au
départ, sans que I’on se doute de la difficulté du parcours. Cela dit, a la place d’une analyse
entre différentes conditions, une chasse a la méthode d’analyse adéquate a plutdt eu lieu.
L’optimisation d’une nouvelle technique de détection pour I’essai de rétrotransposition
menée par L1 pour les constructions transcrites par la pol III a ét€ réalisée. Avec celle-ci,
nous avons pu répondre en partie & notre hypothése de départ. D’abord, nous pouvons
affirmer que les ARN hY sont rétrotransposés a un niveau moindre que I’ARN Alu.
Cependant, les mutations les plus retrouvées chez les pseudogénes hY1 ne semblent pas
affecter la liaison de I’ARN aux protéines, ni leur susceptibilité a étre rétrotransposé par L1.
De plus, certains éléments évoqués dans cette discussion suscitent un certain doute sur la
méthode de détection. Beaucoup d’avenues restent encore inexplorées en ce qui concerne
les ARN hY afin de vraiment comprendre leurs roles cellulaires. Pensons a leur fonction
potentielle en tant que petit ARN régulateur, qui est un domaine de recherche dont la
progression est rapide actuellement. Les résultats de [’analyse bio-informatique sont

encourageants pour la suite de I’approfondissement de nos connaissances sur les ARN hY.
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