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Les genes chevauchants

Les genes sont généralement des entités distinctes, é€loi-
gnées les unes des autres par des milliers de paires de
bases. On a récemment décrit des génes qui se chevau-
chent, a la fois chez les procaryotes et chez les eucaryotes,
et qui se distribuent en quatre classes structurales. I : les
genes insérés dans les introns d’autres genes (gene dunce
de la drosophile) ; II : les genes superposés (N-myc et N-
cym) ; III : les geénes qui ne se chevauchent qu’en 3’ (c-
erbA-1 et ear-1) ; IV : les promoteurs bidirectionnels
(locus surfeit chez la souris). Dans tous les cas, la nouvelle
organisation structurale peut étre interprétée comme un
moyen de régulation fine de I’expression des genes, indé-
pendante de la régulation des promoteurs par les enhan-
cers ou stlencers mais reposant sur la proximité de deux
genes partenaires. Cette régulation génique fait appel a la
synthése d’ARN antisens (EB4-PSV) ou a l'editing d’un
ARN (bFGF), permettant la dégradation des ARN, ou au

contréle de I’épissage (c-erbA-1 et ear-I).

n reégle générale, les génes
sont distants de plusieurs
milliers, voire de dizaines
de milliers de paires de
bases et sont donc structu-
rellement indépendants les uns des
autres. Ils sont donc percus comme
des unités génétiques distinctes et
séparées dans le génome.
Cependant, I’existence nouvellement
mise en évidence de génes chevau-
chants permet, non pas d’infirmer,
mais de nuancer quelque peu cette
regle générale. En effet, dans le cas
des genes chevauchants, une partie
de la séquence nucléique d’un géne,
codante ou non codante, est utilisée
par un autre géne.
Cette organisation de genes a été
montrée d’abord chez les virus. Leur
capside ne pouvant contenir qu’une

quantité limitée d’acides nucléiques,
les virus doivent coder pour un
maximum d’information dans un
minimum de place. Cette restriction
de taille aurait donc contraint
quelques virus a développer diffé-
rentes stratégies d’économie comme
I'épissage alternatif, le décalage de
cadre de lecture ou le chevauche-
ment de geénes. Or, récemment, ce
type de structure a également été
mis en évidence chez les eucaryotes
qui possédent, eux, un génome de
grande taille. Prenons comme
exemple le génome humain : il com-
prend prés de 3 milliards de nucléo-
tides ou sont organisés environ
50000 geénes dont la taille moyenne
est de 30 kpb. Les eucaryotes n’ont
donc apparemment pas besoin de
compacter leur information géné-
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tique. Il serait donc intéressant de
savoir quel(s) événement(s) ont pu
amener certains genes a adopter ces
positions de chevauchement, qui
entrainent des complexités supplé-
mentaires pour leur expression.
D’un point de vue structural, diffé-
rents cas de chevauchement ont été
identifiés et peuvent étre répartis en
quatre classes : les génes insérés
dans un intron (I), les génes super-
posés (II), les génes qui se chevau-
chent uniquement en 3’ (III) et les
promoteurs bidirectionnels (IV).

Classe | : les génes
insérés dans un intron

Un geéne est constitué d’exons et
d’introns. Mais il arrive parfois qu’au
sein méme d’un intron d’un geéne,
se cache un autre géne.

Le géne dunce chez Drosophila mela-
nogaster est un bon exemple permet-
tant d’illustrer ce type d’organisation
(1] (figure 1). Ce géne est localisé sur
le chromosome X en 3Cl1-12. Cette
région donne naissance a une struc-
ture boursoufflée (en puff) qui n’est
autre qu'un renflement de la chro-
matine dont le volume dépend du
taux de transcription. L’apparition
de cette structure se produit a la
suite de l'augmentation de la
concentration de la 20 hydroxyecdy-
sone, une hormone stéroide, qui
intervient dans la métamorpho-
se [2].

Le géne dunce code pour une AMPc
phosphodiésterase (PDE) et est
exprimé dans certaines parties du
cerveau impliquées dans la mémoire
et dans les phénomeénes d’olfaction
(au niveau des mushroom bodies, loca-
lisés dans le cortex dorsal et posté-
rieur de chaque hémisphére), chez
les larves et les adultes. Des muta-
tions du gene dunce entrainent des
difficultés dans les processus
d’apprentissage et de mémoire. La
fonction de certains types de
synapses au niveau des jonctions
neuromusculaires est compromise
[3] et que certains canaux K* dépen-
dants de I’AMPc dans des muscles
larvaires sont en permanence activés
(4]. 11 intervient également dans la
fertilité des femelles [5]. En effet,
des mutations du geéne dunce entrai-
nent des phénoménes de stérilité
chez celles-ci, 'activité PDE étant
nécessaire dans les cellules soma-

tiques pour le dépot des ceufs et
dans les cellules germinales pour le
développement du zygote.

Le géne dunce est composé de 19
exons répartis sur 148 kpb d’ADN
génomique [5]. Il code pour
10 ARN dont les tailles sont com-
prises entre 4,2 kb et 9,6 kb qui ont
chacun leur roéle spécifique.

Outre le gene dunce, le locus com-
prend six autres geénes insérés dans
deux de ses introns. Les exons
«0,9» et «1» du geéne dunce sont
séparés par un intron de 40 kb dans
lequel se trouvent les geénes ng-1 (nes-
ted gene-1), ng-2, ng-3 et ng-4, tandis
que les exons 2 et 3 sont, eux, sépa-
rés par un intron de 9 kb ou sont
insérés les genes Sgs-4 (salivary gland
secretion protein) et Pig-1 (pre-intermolt
gene-1) [5]. Ces six geénes s’étendent
sur 11 kpb d’ADN, ce qui représente
un nombre important de génes pour
un si petit espace. A l'intérieur de
cette région, les six génes sont orien-
tés différemment. Sgs-4 et ng-1 posse-
dent la méme orientation que le
geéne dunce. Les quatre autres se
trouvent dans ’orientation inverse.
Tous les six possédent la méme
structure. Ils sont petits, sans intron,
et présentent a leur extrémité N-ter-
minale un peptide signal présomptif
suggérant qu’ils codent pour des
protéines destinées a étre sécrétées.
Quelques données fonctionnelles
sont connues sur les roles respectifs
de ces genes. A I’exception du géne
ng-4, les cinq autres génes sont forte-
ment exprimés pendant la vie larvai-
identique puisqu’ils sont tous trans-
crits au niveau des glandes salivaires.
On sait que les glandes salivaires de
Drosophila melanogaster sont le lieu de
synthése de polypeptides de gluE.
Ces polypeptides s’accumulent dans
le cytoplasme des cellules au cours
du troisieme stade larvaire, et sont
sécrétés a la fin de la vie larvaire.
Nous savons que le geéne Sgs-4 code
pour une protéine de gluE ; quant
aux genes ng-1, ng-2 et ng-3, il se
pourrait qu’ils codent, eux aussi,
pour des protéines de glu. ng-4, lui,
est transcrit en un ARN de 0,4kb
polyadénylé qui, contrairement aux
autres, est trés peu exprimé et
semble jouer un réle différent si on
se référe a son spectre d’expression.
Ainsi, par exemple, il n’est pas expri-
mé au troisiéme stade larvaire [2].
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Figure 1. Organisation du gene Dunce. Dix ARN sont transcrits, qui débutent aux cinqg sites d’initiation de la trans-
cription appelés tss 1 a 5 (transcription start sites). /| comprend, de plus, six génes insérés, soit entre ses exons
« 0,9 » et « 1»(les quatre genes ng-1, ng-2, ng-3 et ng-4), soit entre ses exons 2 et 3 (les génes Pig-1 et Sgs-4).

Les génes Sgs-4 et Pig-1 ne sont
séparés que par 840 pb. Ils sont
tous deux exprimés dans les
glandes salivaires, mais pas exacte-
ment au méme moment. Leur
proximité et leur orientation inver-
se suggerent qu’ils sont réglés par
un promoteur bidirectionnel et
donc qu’ils possedent des éléments
de régulation en commun. Il sem-
blerait que ce soit aussi le cas des
génes ng-1 et ng-3 qui sont séparés
de 300 pb. Leur expression au
cours du développement ainsi que
leur spécificité d’expression tissulai-
re sont identiques.

Bien que ces génes possédent une
structure similaire, aucune analogie
de séquence n’a été détectée entre
eux, a 'exception des geénes ng-1 et
ng-2. Ces similitudes sont essentiel-
lement localisées au niveau de leur
extrémité 5 non codante et de leur
région codante et s’élévent respecti-
vement a 95 % et 91,4 %, suggérant
que ng-1 et ng-2 sont homologues,
issus d’une duplication d’un méme
geéne ancestral.
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En résumé, nous avons a faire a une
structure compacte ou les génes ng-
1, 2, 3, Pig-1 et Sgs-4 présentent de
fortes similarités structurales et ont
tous une expression spécifique dans
les glandes salivaires. Seul le gene
ng-4 est différent. Il est intéressant
de remarquer qu’il ne semble pas y
avoir de fonction commune entre
ces six genes et le gene dunce. En
fait, la signification biologique de
cette structure reste encore a éluci-
der...

Des introns qui codent
pour des petits ARN
nucléolaires ou ARNSNO

Il existe des petits ARN de la famille
U dont la localisation est nucléolaire
(ARNSNO). IlIs s’insérent dans les
introns de certains geénes et inter-
viennent dans I’épissage des ARN
ribosomiques transcrits a partir de la
polymérase I. Contrairement aux
genes chevauchants de la classe I,
ces ARN n’ont pas leur propre pro-
moteur et sont produits a la suite de

la maturation du prémessager dont
ils sont issus. Il en est ainsi de Ul4,
localisé dans un intron du géne hsc
70, qui code pour une protéine de
choc thermique chez la souris [6].
Une copie de U5, localisée dans le
premier intron d’un géne codant
pour la protéine ribosomique S3, a
été également récemment mise en
évidence [7]. De méme, UlI6 est
localisé dans le troisiéme intron
d’'un géne codant pour la protéine
ribosomique L1 chez le xénope [8].
Au vu des données précédentes, il
est intéressant de souligner, dans le
cas de U5 et Ul6, que les génes
dont ils sont issus codent pour des
protéines ribosomiques. Cela
implique une régulation coordon-
née des protéines exprimées a partir
du messager et de ces petits ARNS-
NO qui interviennent pour la plu-
part dans la genese des ribosomes.

Classe Il : les génes
superposes

Cette deuxiéme classe comprend des
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geénes qui se chevauchent sur
presque toute leur longueur. Leur
organisation respective en exons et
en introns s’imbrique totalement.
On connait peu de génes possédant
cette structure. L’exemple des genes
N-myc et N-cym est une bonne illus-
tration de ce cas de figure [9] (figure
2). Le géne N-myc code pour un fac-
teur de transcription appartenant a
la famille Myc, elle-méme regroupée
dans une superfamille de facteurs de
transcription qui présentent des
motifs de dimérisation et de recon-
naissance de I’ADN semblables,
appelés bHLH (basic helix loop helix).
Le geéne N-myc intervient dans la
pathogénicité d’un certain nombre
de tumeurs humaines. Ainsi, on le
retrouve amplifié et fortement expri-
mé dans les neuroblastomes chez
I'enfant et dans le cancer du pou-
mon a petites cellules [10].

Il a été démontré qu'un autre geéne
nommé N-cym, codant pour une pro-
téine nucléaire de 109 acides ami-
nés, était transcrit sur le brin opposé
du gene N-myc. Ces deux genes sont
constitués de trois exons chacun.
L’imbrication des génes est telle que
I'exon I du gene N-cym est localisé
au niveau de l'intron 1 de N-myc.
L’exon II chevauche I’exon IB de N-
myc et ’exon III est localisé en 5 du
geéne N-myc (figure 2).

L’étude de la structure secondaire
de N-Cym a permis de localiser, en
N-terminal, deux hélices a séparées
par une boucle, qui font penser a
une structure HLH et une région
fortement basique adjacente a la
seconde hélice. Cette région
basique s’est révélée riche en argi-
nine et en lysine (30 % des 43
acides aminés en C-terminal sont
des arginines et des lysines). Cette
structure est bien connue comme
signature de certains facteurs de
transcription mais pour l'instant
aucune donnée fonctionnelle ne
permet d’affirmer que N-¢ym code
effectivement pour un facteur de
transcription.

N-cym, comme N-myc, est fortement
exprimé dans les neuroblastomes et
dans les cancers du poumon a
petites cellules. Il semble donc que
I'expression de ces deux geénes soit
corrélée dans les lignées cellulaires
tumorales en conditions de crois-
sance. On retrouve cette corréla-
tion dans des lignées de néphro-

blastome différenciées par l'acide
rétinoique. L’acide rétinoique
diminue I’expression du géne N-
myc. Aprés quatre jours de traite-
ment par 'acide rétinoique, on
observe une décroissance parallele
de l'expression de N-myc et N-cym.
Les extrémités 5 des deux unités
transcriptionnelles se chevauchant,
on peut imaginer qu’elles parta-
gent certains éléments régulateurs
importants pour leur réponse a
I'acide rétinoique. Cette expression
corrélée suggere également que ces
protéines puissent avoir des rela-
tions fonctionnelles pendant le
développement normal et 'oncoge-
nese, le chevauchement des geénes
permettant I'action simultanée de
facteurs distincts. Dans I’exemple
ci-dessus, la corégulation est en fait
observée dans des circonstances
biologiques particuliéres. Il est
donc intéressant de savoir ce qu’il
en est lors du développement feetal
normal au cours duquel N-myc est
exprimé. N-cym est exprimé dans le
cerveau feetal, les poumons, le foie
et les reins alors que N-myc n’est
présent que dans le cerveau foetal
et a une faible concentration. Ainsi,
N-cym n’est pas uniquement présent
dans les cellules tumorales, et doit
donc avoir un roéle fonctionnel au
cours du développement foetal nor-
mal. L’étude de I’expression des
genes au cours du développement
ne permet pas de tirer de conclu-
sion quant a la corrélation de leur
expression. Elle permet seulement
de suggérer que la situation est
plus compliquée qu’on ne Iavait
imaginée...

Classe lll : les génes
qui se chevauchent
uniquement en 3’

Les génes de cette classe se chevau-
chent au niveau de leur extrémité
3’. C’est le cas du locus c-erbA-1/ear-1.
Celui-ci fait intervenir le géne c-erbA-
I qui code pour un récepteur des
hormones thyroidiennes et le géne
ear-1 (rev-erbx) qui code pour un
récepteur orphelin (son ligand, s’il
existe, n’a pas encore été identifié).
Les génes c-erbA-1 et ear-1 appartien-
nent a la méme famille de geénes,
celle des récepteurs nucléaires. On
se trouve donc en présence d’un
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Classe Il : Les génes superposés

Geéne N-myc

>

e

Gene N-cym

[l Exons du géne N-myc

Exons du géne N-cym

Figure 2. Description du locus chevauchant N-myc/N-cym. L’exon | du gene N-cym est localisé au niveau de
I'intron | de N-myc. L’exon Il chevauche I'exon IB du géne N-myc et I'exon Il est localisé en 5" du géne N-myc.

chevauchement ou les deux protago-
nistes sont structurellement proches.
Chez les mammiféres, le géne ¢
erbA-1 code pour deux isoformes
majeures a partir de deux ARNm
de taille différente [11] (figure 3) :
un ARN de 5 kb, correspondant
aux exons 1 a 9 qui code pour un
produit appelé TRal et qui est le
récepteur normal des hormones
thyroidiennes, et un ARN de 2,6
kb, qui code pour un produit
appelé TRa2. Cet ARN correspond
aux exons 1 a 8, aux 127 premiers
nucléotides de I’exon 9 (ou un
site d’épissage alternatif est recon-
nu) et enfin a I'’exon 10. La forme
TRa2 n’est pas capable de fixer la
T3 et se comporte comme un inhi-
biteur de la forme TRal car les
deux isoformes ont les mémes sites
de fixation a I’ADN [12, 13]. TRal
et TRa2 sont en compétition pour
la fixation sur les TRE (thyroid res-
ponsive element) localisés dans le
promoteur des génes cibles.

A cet épissage alternatif, qui per-
met de produire a la fois un récep-
teur et son inhibiteur, vient s’ajou-
ter le chevauchement en 3’ de ¢
erbA-1 avec le gene ear-1 [11, 14,
15]. Ce chevauchement implique 1
kpb, en comptant les régions non
codantes, au niveau de l’exon 10
de c-erbA-1 et de I'exon F (pour
Final) de ear-1. Donc, seul I’exon
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10 de c-erbA-1, spécifique de I'iso-
forme TRa2, est impliqué dans ce
chevauchement.

La localisation de I’expression de
ear-1 peut nous permettre d’avan-
cer une hypothése quant a sa fonc-
tion. En effet, ear-1 est trés forte-
ment exprimé dans les tissus mus-
culaires striés ainsi que dans le
tissu adipeux brun [14]. Ces deux
tissus sont les sites majeurs de la
thermogenése chez les mammi-
féeres. On peut donc émettre
I’hypothése que ear-1 joue un role
dans le processus de thermogene-
se, qui est réglé par les hormones
thyroidiennes. Cela pourrait per-
mettre de comprendre l'intérét
d’une liaison structurale avec le
gene c-erbA-1.

Il existe chez la drosophile un
homologue de ear-1, le géne E75,
qui est induit par I’ecdysone [16]
et qui semble intervenir dans la
métamorphose. Le fait que le
geéne E75 soit 1’homologue de
ear-1 chez la drosophile suggére
que celui-ci est un géne trés
ancien, dont la fonction est
importante.

Il semble que cette structure chevau-
chante, ainsi que I'épissage alternatif
de cerbA-1, soient conservés chez les
deux mammiféres étudiés jusqu’a
présent, le rat et ’homme [14, 17],
suggérant que cette structure géno-

mique inhabituelle a une fonction
biologique importante, peut-étre en
relation avec la régulation de
I’expression des deux génes (voir
plus loin).

Classe IV : les promoteurs
bidirectionnels

Cette classe de geénes représente
plus de la moitié des génes che-
vauchants décrits dans la littératu-
re. Les parties transcrites des
geénes, dans ce cas, n’intervien-
nent pas dans le chevauchement.
En effet, seuls des éléments régu-
lateurs de la transcription sont
communs aux deux geénes qui
sont transcrits en orientation
inverse. Le locus Surfeit, qui illus-
trera cette derniére catégorie, est
relativement complexe car il ne
comprend pas uniquement un
promoteur bidirectionnel, mais
aussi un chevauchement de génes
en 3’ entre les génes Surf-2 et
Surf-4 [18]. Ce locus regroupe six
genes (Surf-1 a Surf-6) chez la sou-
ris. Les extrémités 3’ des geénes
Surf-1 et Surf-3 (qui code pour la
protéine ribosomique RpL7a)
sont séparées de 70pb alors que
celles des geénes Surf-2 et Surf-4
(qui semble coder pour une pro-
téine de membrane) se chevau-

chent sur 133pb [19]. Plus récem- en—
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ment, deux autres geénes, Surf-5 et
Surf-6, localisés en 5" de Surf-3 ont
été identifiés. Ils sont tous les
deux orientés dans la méme direc-
tion, opposée a celle de Surf-3
[18]. Une des caractéristiques
importantes de ce locus est que les
extrémités 5 de ces différents
genes sont associées a des ilots
riches en GC.

Les extrémités 5’ des génes Surf-l et
Swrf-2 ne sont séparées que par 73 pb
trés riches en GC qui contiennent les
sites d’initiation de la transcription
des deux genes : trois pour Surf-2
(majeur, intermédiaire et mineur) et
deux pour Surf-1. Les roéles fonction-
nels de ces sites multiples d’initiation
restent jusqu'a présent inconnus.
Une région promotrice a été mise en
évidence entre ces deux genes. Cing
sites intitulés Sul, Su2, Su3, Su’x’ et
Su’y’ ont été identifiés dans cette
région promotrice et sont capables
de fixer des facteurs de transcription
[20]. IIs interviennent pour le choix
du site d’initiation ainsi que dans la
précision et I'efficacité de I'expres-
sion des deux geénes. Des délétions
dans ces sites ont été réalisées et ont
permis de montrer que certains
d’entre eux interviennent de facon
concomitante dans I'expression des
deux geénes. Ainsi, une délétion du
site Su2 inhibe la transcription de
Surf-1 a partir de son site d’initiation
majeur ainsi que la transcription du
geéne Surf-2. Cela montre que le site
Su2 est capable de fixer un facteur de
transcription intervenant dans la
transcription des génes Surf-l et Surf-
2, d’ou I'appellation de promoteur
bidirectionnel. Les différents effets
des délétions des cinq sites sont
reportés dans le Tableau I

L’étude des facteurs susceptibles de
se fixer sur ces sites [20] a permis de
montrer que les séquences du site
Su2 sont homologues aux séquences
reconnues par la protéine PEA3 qui
appartient a la famille des facteurs de
transcription Ets.

L'usage alternatif des multiples sites
d’initiation peut étre percu comme
une possibilité d’alternance dans le
contrdle par des éléments régula-
teurs. Ainsi, selon I’élément régula-

teur, l'initiation respective des deux

genes varie en fonction des sites d’ini-
tiation activés. Cette alternance dans
le choix des sites permettrait de
contribuer a la maintenance de

I'expression des deux génes, par
exemple dans différents types cellu-
laires ou encore dans les différents
états de la cellule. Les sites Su2, Su3
et Su’y’ sont des éléments régulateurs
qui interviennent dans la régulation
des deux génes, ce qui ne veut pas
dire que lorsque le facteur se fixe sur
son site, il active toujours simultané-
ment la transcription des deux geénes.
Plusieurs cas de figure sont envisa-
geables. En effet, soit ce facteur active
la transcription des deux génes, soit il
active uniquement celle de I'un des
deux génes, soit encore il inhibe tota-
lement leur expression. Plusieurs
niveaux de régulation sont possibles
si 'on consideére tous les sites de fixa-
tion de facteur de transcription pré-
sents dans ce promoteur. Il est envisa-
geable que la transcription des deux
genes varie en fonction d’une combi-
natoire des facteurs de transcription,
permettant une régulation trés fine
de leur expression.

Ce partage d’éléments régulateurs
entre Surf-l et Swurf-2 suggére I'exis-
tence d’une relation fonctionnelle
entre ces deux genes. Ce ne serait
pas un cas unique. En effet, de nom-
breux exemples sont connus,
comme celui des génes Gall et
GallO chez Saccharomyces cerevisae
[21], ou encore celui des geénes
codant pour les formes ol(IV) et
o2(IV) du collagene [22], et pour
des protéines d’histones (H2BI et
H2A) [23]. La transcription bidirec-
tionnelle apparait donc comme un
mécanisme permettant de coordon-
ner de facon positive, ou négative,
I'expression de deux genes.

Des régulations nouvelles
par ARN antisens, editing
et contréle de I'épissage

[.a découverte de l’existence de
genes chevauchants a permis de
mettre en évidence de nouveaux
types de régulation de I'expres-
sion des genes, fondés sur la
proximité structurale des unités
transcriptionnelles. Ainsi, outre
la régulation transcriptionnelle
« classique », qui se passe essen-
tiellement au niveau des promo-
teurs, il existe des régulations,
différentes selon les cas, fondées,
par exemple, sur I'hybridation entre
transcrits complémentaires ou sur
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Classe Il : Les génes qui se chevauchent uniquement en 3'

c-erbA-1 ear-1
—

ARN messager de ear-1

ARN messager c-erbA-1de 5,0 kb : Isoforme o1

\\\ STOP
4350 6 7 9 | 10
STOP
Chevauchement
ARN messager c-erbA-1de 2,7 kb : Isoforme 0.2

e

Figure 3. Organisation génomique du locus chevauchant c-erbA-1/ear-1. Le géne c-erbA-1 code pour deux iso-
formes TRa1 et TRa2, grdce a un épissage alternatif. Le géne ear-1, placé en orientation transcriptionnelle inverse,
chevauche le gene c-erbA-1 a son extrémité 3'.

Classe IV : Les promoteurs bidirectionnels
Chevauchement sur 133pb

70pb

Promoteur
bidirectionnel

Surf-6 Surf-5 Surf-3 Surf-1 Surf-2 ‘e Surf-4

[ ] B

CpG CpG

Figure 4. Organisation du locus Surfeit. Le promoteur bidirectionnel est localisé entre les genes Surf-1 et Surf-2.
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I'interférence entre les génes pen-
dant la transcription [24, 25].

La régulation de génes par ARN
antisens

On sait que, dans certains systémes,
I'introduction artificielle d’un ARN
antisens peut inhiber I’expression
du géne en provoquant la dégrada-
tion de son ARNm endogeéne [26]
(figure 5). Ainsi, Maniack et Nellen
démontrent une déstabilisation de
I’ARN endogéne proportionnelle
au taux d’expression de I’ARN anti-
sens correspondant [27, 28]. Ces
auteurs ont établi un systéme artifi-
ciel de régulation en intégrant un
ARN antisens de la myosine, afin
d’étudier le réle de cette protéine
dans des cellules non musculaires.
L’hybridation de I’antisens avec
I’ARNm endogéne induit effective-
ment la dégradation de ce dernier.
Cela a permis de montrer que I’éli-
mination de la myosine dans ces
cellules non musculaires n’était pas
létale, mais que cette protéine
jouait un roéle important au cours
du développement.

Ce type de régulation post-trans-
criptionnelle est également possible
in vivo. Il a été mis en évidence
pour le géne EB4-PSV qui code
pour une protéine associée a la
membrane des préspores de
Dictyostelium discoideum [25]. Au
cours du développement précoce
de cette amibe sociale, un transcrit
antisens du geéne EB4-PSV a été
identifié. Le site d’initiation de ce
transcrit a été localisé a 'intérieur
de la région codante et, plus préci-
sément, dans ’exon 3 de EB4-PSV.
Au cours du développement,
I’ARNm de EB4-PSV s’accumule,
alors que I’antisens est trés peu
présent. Lors de la désagrégation
aprés la maturation des spores, la
transcription de l'antisens débute
et il finit par s’accumuler en gran-
de quantité. On constate alors une
diminution du taux d’ARN EB¢%-
PSV. Pour expliquer ce phénome-
ne, ’hypothése a été avancée qu’'un
excés d’ARN antisens entrainait la
formation d’hybrides entre les
deux ARN et conduisait a leur
dégradation. Pour confirmer cette
hypothese, I’équipe de Nellen a
tenté d’inhiber la transcription de

Tableau |

DIAGRAMME DES RESULTATS D' EXPRESSION IN VIVO
APRES MUTATIONS DES DIFFERENTS SITES
SuU'X', SU1, SU2, SU3, SU'Y’

Gene |[Sites d'initiation| Su'x’ Su1 Su2 Su3 Su'y'
. majeur Seeoemr || e ; ;
intermédiaire | —— ‘ e ; ;
majeur _ | — ; ; ;
Surf-2 ) N
cermectai sl T

(D'apres (20].)

I’ARN antisens et de vérifier si
I’ARNm EB4-PSV sens restait stable
dans ces conditions. Des molécules
inhibitrices de la transcription,
telles que la daunomycine ou la
nogalomycine, ont été utilisées
aprés déstabilisation de I’ARN
endogéne par une surexpression
du transcrit antisens : le processus
de dégradation s’interrompait alors
rapidement et les ARNm EB4-PSV
sens résiduels restaient stables.
Ainsi, méme si le contréle de la sta-
bilité par des protéines en trans
n’est pas a exclure pour la régula-
tion des ARN EB4-PSV, les résultats
de Hildebrandt et Nellen démon-
trent I’existence d’un mécanisme
régulateur prédominant qui est da
a un ARN antisens endogene. De
plus, une RNAse spécifique des
ARN double-brins a été identifiée
dans le cytoplasme ou se forment
les molécules hybrides [25]. Ce
type de RNAse a également été mis
en évidence chez les eucaryotes, et
plus particuliéerement dans les cel-
lules Hela [29]. Le gene ¢-MYC
humain serait également soumis a
ce type de régulation [30].

La régulation des génes par editing

C’est le cas chez le xénope pour le
gene codant pour le bFGF (basic
jzbroblasts growth factor) (Tableau II)
[24]. Dans cet exemple, le géne

qui se trouve en orientation inver-
se de bFGF entraine des modifica-
tions de l’expression de I’ARNm
transcrit a partir du géne bFGF
pendant la maturation de I’ovocy-
te. Des études récentes ont montré
I’existence d’une activité cytoplas-
mique qui permet de convertir la
moitié des résidus adénine en rési-
dus inosine et cela uniquement
dans la région chevauchante. Il
s’agirait, en fait, d’une sorte d’edi-
ting (m/s n°7, vol. 8, p. 764). Cette
modification induirait la dégrada-
tion de I’ARN du bFGF pendant la
méiose ou conduirait a la synthése
de protéines non fonctionnelles.
La protéine bFGF semble étre uni-
quement nécessaire pendant 1’ovo-
geneése, ce qui expliquerait la des-
truction de son ARN aprés matura-
tion au cours de la méiose [24].
Cet ARN antisens semble donc
intervenir dans la régulation de la
stabilité de ’ARNm bFGF.

La régulation des genes par controéle
de P’épissage

Un autre moyen de régulation, lié a
un chevauchement de génes a été
mis en évidence pour le locus c-erbA-
1/ear-1. Comme nous l’avons vu, le
géne cerbA-1, qui est chevauché en
3’ par ear-1, code pour deux iso-
formes TRol et TRoZ2, grace a un
épissage alternatif (figure 3). L’isofor-
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ARN antisens

Appariement des zones
complémentaires

Geéne X
P
<% .
Antisens
Transcription
ARN X
ARN X
EEEENENINNINENE NN NN NN AN RN
ARN antisens
Dégradation par les
RNAses cellulaires
ARN X

Dégradation de
I'ARN X endogeéne

ARN antisens

Figure 5. Régulation de I'expression d'un géne « X » par un ARN antisens.
L’hybridation de 'ARN X et de I’ARN antisens rend I’ARN double-brin
beaucoup plus vulnérable aux RNAses. Elle entraine donc la dégradation
de I'ARN X, réglant ainsi I'expression de ce géne.

me TRo2 comprend l'exon 10 qui
est chevauchant avec ’exon F de ear-
1. Or, lorsque I’expression de ear-1
est augmentée, celle de TRo2 dimi-
nue [17] et celle de TRal augmen-
te. Tout se passe donc comme si le
controle de 1'épissage qui conduit a
la formation de TRal et TRa?2
dépendait de I'expression du géne
ear-1. Le chevauchement semble étre
ici un moyen de régulation du rap-
port entre les deux isoformes TRal
et TRo2 de cerbA-1. Cependant, les
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mécanismes précis de cette régula-
tion restent encore a découvrir.

Chevauchement de génes
et évolution

L’étude des chevauchements de
génes au cours de I'évolution nous
conduit a déterminer leur processus
de formation et a enrichir ainsi les
connaissances sur les mouvements
des genes.

Ce que l'on connait de I'évolution

des récepteurs nucléaires permet de
formuler des hypothéses quant a la
geneése du locus c-erbA-1/ear-1. On
sait en effet que c-erbA-1 et ear-1 sont
des geénes anciens. Nous avons vu
qu’il existe un homologue de ear-1
chez la drosophile : c’est le géne
E75. cerbA-1 est présent chez tous les
poissons et les amphibiens, mais
seule I'isoforme TRal qui code pour
le récepteur normal y a été trouvée
jusqu’a présent. En fait, I'isoforme
TRa2 semble spécifique des mammi-
feres ; I'équipe de Vennstrom [31]
I'a recherchée sans succes chez le
poulet. On peut donc considérer
TRa2 (et donc I’exon 10 de cerbA-1)
comme une acquisition récente. Cet
exon 10 et I'épissage alternatif qui
en découle pourraient avoir été mis
en place lors d'une translocation du
gene ear-1 dans le gene cerbA-1 (ou
I’inverse). Il y aurait donc claire-
ment un lien entre I’épissage alter-
natif et le chevauchement. Il reste a
montrer quand cet événement s’est
produit...

Un deuxieme exemple d’étude de
genese de locus chevauchant concer-
ne le locus Surfeit. Les regroupements
géniques chez les vertébrés peuvent
étre de deux types : I'un est consti-
tué d’un ensemble de génes qui
apparaissent aprés duplication d’un
geéne ancestral (gene de la globine,
genes a homéoboite) ; I'autre com-
prend des génes qui sont liés fonc-
tionnellement, mais qui ne posse-
dent aucune homologie de
séquences nucléiques ou de struc-
tures protéiques. Le locus Surfeit
appartient a la deuxiéme catégorie,
puisque aucune homologie n’existe
entre les six génes qui forment le
locus Surfeit. Ces génes sont tous
exprimés de facon ubiquitaire et
chacun possede des propriétés carac-
téristiques des génes d’expression
constitutive.

Il n’est tout de méme pas exclu que
le hasard ait rassemblé ces différents
geénes qui, dans ce cas, resteraient
ensemble non pour des raisons
fonctionnelles mais simplement
parce que leur séparation est impos-
sible a cause des faibles distances
qui les séparent. Lors de I'étude, au
cours de I'évolution, de la conserva-
tion du locus Surfeit (d’abord décrit
chez la souris), les auteurs se sont
penchés sur son existence chez le

poulet [32, 33]. Ils se sont apercus m—
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CLASSIFICATION ET STRUCTURES D'UNE QUINZAINE DE LOCI CHEVAUCHANTS REPRESENTATIFS

Tableau Il

\Y
?)

Genes Fonction Structure simplifiée Références
Especes
NF-1 Neurofibromatose — = » nF1 | Wallace et al.,
EVI2 Inconnue N‘F‘l 2 EVI2 Science 1990 ;
NF1-c2 ' Homme S S A D 249 : 181.
GnRH Gonadolibérine > GnRH Adelman et al.,
SH Inconnue < - Science 1987 ;
Homme 235 : 1514.
bFGF Facteur de croissance - Kimelman,
des fibroblastes = P bFGF Kirschner, Cell
antisens-FGF Inconnue = Antisens-FGF 1989 ; 59 : 687.

Xénope, Beeuf

HAP3
« 3 kb mRNA »

Régulateur de la
fonction respiratoire
Inconnue
Saccharomyces cerevisae

———> HAP3
« 3kbp MANA »

Hahn et al., Mol
Cell Biol 1988 ; 8 :
655.

EB4
« 1,8 kbp antisens »

Sporulation
Inconnue
Dictyostelium discoidum

» EB4
4——————————— 1,8 kbp antisens mMRNA »

Hildebrandt et
Nellen, Cell 1992 ;
69 : 197.

—

C4 Composant-du complément | c4(aouB) —F» — P450c21 (A ou B) Morel et al. Proc Natl

P450c21 Stéroide 21 hydroxylase D EEEE <—— «x»(AouB | Acad Sci USA 1989 ; 8 :

X | i@ -« 6582.
) ” T’IICOOnr;;l,JeB z::;li:urzeer: tandem 300pb
Ddc Dopa décarboxylase 88 pb Spencer et al.,
« X » Inconnue Dde ——— > Nature 1986 ;
Drosophile € «X» | 322:279.

ERCC-1/ Réparation de I'ADN 170pb  ASE-1 (Homme) Van Duin et al., Mol
RAD10 « Antisens mMRNA » Cell Biol 1989 ; 9 :
ASE-1 Inconnue gR%C* (Homme) (Ceviia] 1794.

B Saccharomyces — Homme ADI0 (Levure)
[ HTF9: Gene ilot CpG de » GeneC | Somma et al., Nucleic Acids
A etgene C fonction inconnue Géne A ——— Res 1991 ; 19 : 2817.
Souris 0pb!
CAet CB Protéines du chorion Spoerel et al., J
Aet B (3 loci différents, tous CA, A et HcA €— 309 pp —> CB.BouHes | Mol Biol 1993 ; 230 :
HcA et HcB sur le méme modele) i 151.
Bombyx
DHFR Dihydrofolate réductase B s powr  180bp T Linton et al., Mol
Rep-1 Réparation de I'ADN Shalizghadll =% » OHFR | Cell Biol 1989 ; 9 :
Souris Rep-1+— 300 bp 3058."
Insuline Il Hormone —_— > nsulin I Efrat, Hanahan,
2? Inconnue = Tl —nsuine ™ Mol Cell Biol
Rat 1987 ; 7 : 192.
H2B.1 Histones Collart et al., J Cell
H2A Homme HA €——  790bp »H2B.1 | Biochem 1992 ; 50 :
374.
PCNA Réplication, prolifération Rizzo et al., Exp
« X » Inconnue «Xn S 395 bp » PCNA | Cell Res 1990 ;
L Homme 188 : 286.
janA Détermination du sexe [ANA S e Yanicostas et al.,
janB Souris ——PjanB Mol Cell Biol 1989 ;
300 bp 2526.

Les fléches représentent le sens transcriptionnel des génes.
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Chironomus tentans

GaRs |

gene PCP
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AIRS1

AIRS2 |GAHT|

31

‘ GARS

Drosophila melanogaster

B Traduit [ ] Transcrit

AIRS1

3
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Figure 6. Comparaison de I'organisation du locus Gart de Chironomus tentans et de Drosophila melanogaster. Les
geénes du locus Gart codent pour trois enzymes qui interviennent dans la voie de la biosynthése des purines : gly-
cinamide ribonucléotide synthétase (GARS), amino-imidazole ribonucléotide synthétase (AIRS), et glycinamide
ribonucléotide transformylase (GART). Le géne PCP qui code pour une protéine de cuticule sur le brin opposé est
inséré complétement dans un intron du gene GARS chez Drosophila melanogaster.

que le géne Surf-3, qui code pour
une protéine ribosomique, est trés
conservé chez le poulet. On sait que
ce geéne appartient a une famille
multigénique chez les mammifeéres
(15-30 copies). Un grand nombre
de ces copies se trouvent étre des
pseudogénes. Cependant, il semble
n’exister qu'une seule copie de Surf-
3 chez les oiseaux, les amphibiens,
les insectes, et certaines levures et
deux copies chez Saccharomyces cere-
visae. Il y a donc d’abord eu mise en
place du locus Surfeit avec une seule
copie de Swrf-3, puis, chez les mam-
miféres, duplication de Surf-3 pour
donner plusieurs loci. 11 apparait
donc trés intéressant de savoir pour-
quoi brusquement le géne Surf-3
s’est trouvé dupliqué chez les mam-
miféres. Les autres génes du locus
Surfeit ne semblent exister que sous
une simple copie et ne codent pas
pour une protéine ribosomique.

m/s n° 8/9 vol. 10, aoiit-septembre 94

En fait, au moins quatre autres
genes du locus Surfeit semblent étre
conservés chez les oiseaux : Swrf -1,
2, 4 et 5. Ils ont, avec Surf-3, la
méme organisation topographique
chez le poulet que chez la souris.
Les distances qui séparent ces diffé-
rents génes chez ces deux especes
semblent étre conservées. Les ilots
riches en GC associés aux extrémités
5 des genes Surfdans le locus murin
sont eux aussi conservés chez les
oiseaux.

L’existence d’'un promoteur bidirec-
tionnel permet de comprendre la
conservation des génes Surf-1 et Surf-
2. De plus, la conservation topogra-
phique des geénes Surf-l et 3, et 2 et
4, qui se chevauchent a leur extrémi-
té 3’, fait envisager pour ces geénes
un role physiologique et une régula-
tion par ARN antisens. En effet, des
événements peuvent intervenir a dif-
férents moments du cycle cellulaire

ou a des stades différents de la diffé-
renciation, qui provoqueraient I’aug-
mentation de I’expression d’un géne
Swrf et induirait ainsi la diminution
de l'expression du geéne Surf voisin
sans faire intervenir une régulation
transcriptionnelle. De méme, la
conservation des ilots riches en GC
montre que l’organisation est impor-
tante pour I’expression des diffé-
rents genes.

Le troisieme exemple d’étude de la
genese d’un locus chevauchant
concerne le locus Gart chez
Drosophila melanogaster. Ce locus
appartient a la classe 1 (figure 6) et
contient, en orientation inverse dans
son premier intron, un géne appelé
PCP (pupal cuticule protein). Un
homologue du geéne Gart, appelé
ADES5,7 a été mis en évidence chez
Saccharomyces cerevisae [34]. Chez
cette espéce, la partie 5 du géne

Gart de Drosophila melanogaster n’exis- n—
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te pas. On suppose donc qu’une
extrémité 5’ a été rajoutée au cours
de I’évolution conduisant a I’appari-
tion de I'intron ou est inséré le géne
PCP. Justement, chez une autre espe-
ce, le diptére Chironomus tentans,
I’emplacement de cet intron est
conservé, mais il est beaucoup trop
petit (237pb) pour contenir le géne
PCP, constitué de 4142 pb chez
Drosophila melanogaster [35). L’intron
qui contenait le geéne PCP n’existe
pas : la structure en génes imbriqués
n’est donc pas conservée chez
Chironomus tentans. On peut alors
supposer que, spécifiquement dans
la lignée de Drosophila melanogaster, il
y aurait eu transposition du géne
PCP dans l'intron en 5 du géne
Gann.

Ces différents exemples nous per-
mettent de nous interroger sur les
mécanismes ayant conduit a I’appari-
tion de ces génes a configuration
complexe, ainsi que sur les com-
plexités supplémentaires que ces
structures entrainent au niveau de la
régulation. On a parfois I'impression
que le jeu n’en vaut pas la chandel-
le. Ces structures résultent probable-
ment, au départ, d’événements for-
tuits (translocation, duplication,
« mouvement divers » de I’ADN)
sélectionnés parce que les consé-
quences étaient neutres ou favo-
rables. Dans un certain nombre de
cas, il semble bien que la mise en
place d’une structure chevauchante
soit un excellent moyen d’adapter
des mécanismes de régulation de
genes plus fins et plus précis, diffé-
rents de ceux utilisés couramment a
partir des promoteurs. Jusqu'a pré-
sent, trois modes de régulation ont
été mis en évidence : I'utilisation
d’ARN antisens, I’editing et le contro-
le de I’épissage. La poursuite de
I’étude de ces structures devrait
nous permettre de trouver d’autres
modes de régulation originaux de
I'expression des genes B
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Summary
Overlapping genes

Genes are generally structurally
independent and separated from
each other by several thousands
base pairs of nucleotides.
Recently several overlapping
genes have been described. This
new genetic organization was
initially found in viral genomes
the size of which is submitted to
a strong pressure ; however, an
increasing number of overlap-
ping genes is now found in both
prokaryotic and eukaryotic
genomes. The overlapping genes
can be divided into four structu-
ral classes : (1) genes inserted
into introns of other genes. For
example, the gene cluster pre-
sent in two introns of the droso-
phila Dunce gene ; (2) superim-
posed genes in which the coding
sequences of both genes are
completely overlapping. An
example of this class is the N-
myc locus which contains in the
opposite strand the N-eym gene ;
(3) 3 overlapping genes such as
the c-erbA-1/ear-1 genes, mem-
bers of the nuclear hormone
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receptor superfamily. In this case,
the two 3’ exons of the genes are
encoded by the same 1 kbp DNA
fragment ; (4) the bidirectional pro-
moters. For this latter class of over-
lapping genes, there is no overlap of
the coding regions but only of their
regulatory regions. This last class is
exemplified by the complex mouse
Surfeit locus in which two genes are
regulated by a common 73 bp pro-
moter. In all of these cases, the unu-
sual gene organization may be vie-
wed as a new way of regulating gene
expression not based on
promoter(s) and enhancer(s) but
on the vicinity of the two partners.
Data demonstrating the influence of
the overlapping regions on gene
expression have been recently publi-
shed, confirming that the overlap-
ping gene may produce an antisen-
se-RNA which could hybridize to the
transcript of its partner gene and
induce its degradation (EB4-PSV).
The study of overlapping genes is
also interesting from an evolutiona-
ry point of view since it allows to
trace back the various events which
can move genes from one place to
another in the genome.
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