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INTRODUCTION

Les facteurs de transcription sont classiquemefinidécomme des protéines ayant la
capacité de se lier a des séquences d’ADN spéefigh de réguler la transcription (R. Hughes,
2011). Les facteurs de transcription ont longteriassiné les biologistes moléculaires car ils ont
souvent été identifiés, au moins au départ, comesectes de la compréhension de la régulation
complexe de I'expression génique. lIs intervienneotamment dans le métabolisme cellulaire,
’lhoméostasie, et dans la différenciation des tedl@au cours du développement embryonnaire. Les
premiéres applications utilisant ces protéines cenuent a apparaitre et sont prometteuses, mais
leurs actions diverses et variées et leurs mécasisdiaction non completement élucidés
complexifient les mises au point. De par leur inb@oce dans les processus biologiques, une
mutation dans un facteur de transcription risquevent d’entrainer des répercussions importantes
sur I'organisme, pouvant méme étre létales & cow@d long terme. Ainsi, plusieurs phénotypes et
maladies héréditaires chez les mammiferes troueentorigine dans des mutations de facteurs de
transcription.

Dans une premiére partie bibliographique, je prigsanune synthese des données actuelles
concernant les facteurs de transcription, puisoyderai des exemples de phénotypes et maladies
héréditaires dues a des mutations dans des facteuranscription chez les mammiféres, avant de
m’intéresser aux méthodes de biologie moléculaive permettent I'étude des facteurs de
transcription.

Dans une seconde partie, je présenterai les résakpérimentaux que j'ai obtenus au cours
du stage que jai réalisé dans le laboratoire dctedw Daniel Vaiman a I'Institut Cochin. Jai
travaillé sur une maladie humaine de la grossekserééclampsie. C’est une maladie qui survient
chez 3 a 8 % des femmes enceintes et qui est el¢famiune hypertension gestationnelle (Pression
Artérielle Systolique (PASY 140 mmHg et Pression Artérielle Diastolique (PADY0 mmHg) et
une protéinurie (> 300 mg/24 h) se développant rhirpde la 26™ semaine d’aménorrhée. La
maladie peut s'aggraver jusgu’a entrainer le ddegls mere (environ 20 déces par an en France).
A ce jour, les traitements préventifs et thérappigs sont trés limités, et cela est principalerdént
au fait que la physiopathologie de cette maladiecesplexe et n'est actuellement pas totalement
élucidée. Il a été montré toutefois que cette maladssede une forte composante génétique :
plusieurs genes y ont été associés, notamBIEX1 (Storkhead box,ui a été mis en évidence
grace a I'étude de familles hollandaises. Par aealbjo-informatique et alignement avec plusieurs
facteurs de transcription, il a été predit que @eegcode un facteur de transcription. Cependant, on
ne connait ni sur quelle(s) séquence(s) il se fikguels potentiels genes il régule. Mon travail a
consisté a identifier le site de fixation a I’'ADN ¢th protéine STOX1 en essayant de déterminer une
séquence consensus via la méthode de PCR-séldatigmincipe de cette technique est de purifier
des oligonucléotides sur lesquels un facteur trgtgannel se fixe, au sein d’'une banque
d’oligonucléotides aléatoires. La premiére paréendon stage a consisté a construire un vecteur
plasmidique permettant I'expression d’'une prot&henérique Flag-STOX1, ce qui m’'a permis
d’utiliser un anticorps anti-Flag trés spécifiqoesl de la phase de purification. Ensuite, j'ai piibd
cette protéine chimérique en grande quantité @arstection du plasmide d’expression dans des
cellules COS-7. Jai contrblé le succes de cettrsfection par Western blot, puis ai procédé aux
etapes de PCR-sélection. Les oligonucléotides s@&gsgeont été analysés afin de déterminer un
élément consensus de fixation. L'analyse bio-infatique réalisée grace au logiciel MEME m’a
permis de mettre en évidence deux séquences coisserggoritaires. J'’ai commencé a valider ces
séquences par deux méthodes : i) par du retargesafin de valider I'interaction physique ; ii) en
intégrant les éléments identifiés devant le gengpadeur luciférase afin de valider l'effet
fonctionnel. Je discuterai des résultats que pa&¢ous avant de conclure.
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PREMIERE PARTIE: ANALYSE
BIBLIOGRAPHIQUE

LES FACTEURS DE TRASCRIPTION
CHEZ LES MAMMIFERES

11



. Qu’est-ce qu’un facteur de transcription ?

A. Introduction
D’aprés (Griffithset al, 2013).

Les mammiféres sont des organismes pluricellulagnesaryotes, c’est-a-dire constitués
d’'une multitude de cellules possédant un noyauec@mt 'ADN (acide désoxyribonucléique),
molécule essentielle a la vie (Figure 1). Cetteéanmous fétons les 60 ans de la découverte par
Watson et Crick de la structure en double hélicBAl2N (Figure 2), qui a révolutionné la science
et a eu un impact majeur en biologie et notammengénétique, alors qu'a I'époque aucun
scientifique ne soupconnait 'importance d’'unedalécouverte. En effet, un géene était auparavant
défini comme un caractére héréditaire (facteur rékewl) de nature inconnue. Depuis, il a été mis
en éevidence que linformation biologique (c’estigedce qui est nécessaire pour créer la forme
biologique) est codée par la molécule d’ADN, dieish unités fonctionnelles appelées génes. La
forme biologique est en grande partie un produg geotéines de I'organisme. La génétique
moléculaire a montré que la plupart des génes tanenprotéine spécifique, qui est synthétisée en
deux étapes : au cours de I'étape de transcripti®RN (acide ribonucléique) est transcrit a partir
de I'ADN, et au cours de I'étape de traduction,RN est « lu » pour synthétiser la séquence
d’acides aminés de la protéine (Figure 3).

La premiére étape du transfert de I'informationgdune a la protéine est donc la synthése
d’'un brin d’ARN dont la séquence de bases corred@ooelle du fragment d’ADN du gene. C’est
sur ce processus (qui a été appelé transcriptioit iG@pelle la transcription ou copie de motsgqu
va se focaliser mon propos. Chaque portion d’AD&hscrite est encadrée (flanquée) par une ou
plusieurs régions qui déterminent a quels momendses quelles cellules aura lieu la transcription
du gene. La région 5 non transcrite du gene notantyma été appelée région promotrice (par
analogie avec les systemes procaryotes) et nousngequ’elle a une grande importance : c’est a ce
niveau que va se fixer entre autres I'’ARN polyméranzyme qui va synthétiser 'ARN a partir de
’ADN. L'unité transcriptionnelle globale composéaine région codant 'ARN et de ses éléments
régulateurs flanquants est l'unité fonctionnell@&nééntaire du génome que les scientifiques
appellent désormais géne.

La transcription est classiguement décrite en tmeigpes : initiation, élongation et
terminaison (méme si la séparation est en réaltiféceelle car, comme tout processus biologique, i
s’agit plus d’'un continuum et non pas d'étapes peaéantes). L'événement primordial dans la
transcription est l'initiation, phénomene completeez les eucaryotes, qui met en jeu trois types
d’acteurs : des facteurs de transcription, '’ARNyp@erase, et des facteurs médiateansdiators.
C’est a cette étape que je vais m'intéresser datts these, et en particulier a I'étude des fasteur
de transcription.

Un facteur de transcription, ou facteur transooiptiel, est une protéine (parfois appelée
protéinetransrégulatrice) interagissant avec une séquencefgpéeid’ADN située en amont d’'un
géne appelé géne-cible, et modifiant le taux destmaption de celui-ci (Kaplan et Delpech, 2007).
Nous verrons ainsi que la transcription d’'un gese gouvernée d'une part par des séquences
promotrices, sur lesquelles se fixe 'ARN polyméras les facteurs généraux de la transcription
(GTF ouGeneral Transcription Factorsqui font partie des facteurs de transcription)d’autre
part par des séquences régulatrices en amont,esqudlles se fixent spécifiquement d’autres
facteurs de transcription, qui peuvent aussi big¢re @ctivateurs qu’inhibiteurs de ladite
transcription.
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Figure 1 : Chaque cellule d’'un organisme contient m matériel génétique sous forme d’ADN

-5 LT
7:{ . Q? géne { 4
’) o gene {
. e :
i ]y gene {

l o X Sod] ‘ 7
Organisme Le noyau de ‘ Chaque chromo- ;
('homme) chaque cellule Une paire some est une LADN est

Un corps contient une spécifique  longue molécule  une double
humainest  garniture iden-  de chromo- dADN et les heélice.
constitué de  tique de chro- somes génes sont des
mrl!lers de mosomes régions fonction-
milliards de présents en nelles de cet ADN.
cellules. deux exem-

plaires. Chaque
exemplaire est
un génome.

D’apres (Griffithset al, 2013). Les 100 000 milliards de cellules qui cosgnt un étre humain possédent chacune la
méme information génétique, sous forme d’ADN.

Figure 2 : La découverte de la structure de ’'ADN B 1953 par Watson et Crick

\'

# 3.4 nm

B.

Sur la photographie (AScience Photo Libra)y sans doute la plus célébre du monde scientifdqu@G™ siécle, on
peut voir James Dewey Watson (né en 1928), asg@iéhe, et Francis Harry Compton Crick (1916-206éphout a
droite, admirant leur modele de double hélice detracture de 'ADN (photographie prise par M. Amitly Barrington
Brown, en mai 1953 au laboratoire de CavendistaiVersité de Cambridge au Royaume-Uni). Le tradeilCrick et
Watson sur la structure de I'’ADN, depuis leur retto® en 1951, a été réalisé avec la connaissasceaties des bases
dans I'ADN déterminés par Chargaff, et 'acces &lques données de cristallographie aux rayons Kséés par
Maurice Hugh Frederick Wilkins et Rosalind Elsi@fklin auKing’s Collegede Londres. La combinaison de tous ces
travaux a mené a la déduction de la structure arbldohélice de 'ADN (structure a deux chaines duitiales
enroulées chacune autour du méme axe). Cette ammézfétons les 60 ans de la publication dang1&"ivolume de

la revue scientifique britanniqudature (daté du 25 avril 1953) des trois premiéres paklibns décrivant cette
découverte (Franklin et Gosling, 1953 ; Watson itz 1953 ; Wilkinset al, 1953). Le schéma B est celui qui figure
dans le papier princeps de Watson et Crick, accgmpale cette modeste légende : « cette figure wstment
schématique. Les deux rubans symbolisent les deabnes de sucre-phosphate, et les tiges horizentsepaires de
bases maintenant les chaines ensemble. La ligtiealermarque 'axe de la fibre. » (Watson et Crit853). La figure
C est une représentation actuelle de la molécll®N’ (Pray, 2008). Le prix Nobel de Physiologie o@décine en
1962 a été décerné conjointement a Crick, WatsOMikkins (Franklin étant morte d'un cancer en 1958pour leurs
découvertes concernant la structure moléculaire atédes nucléiques et leur signification pour lansfert de
l'information dans le matériel vivant ».
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Figure 3 : La transcription et la traduction dans une cellule eucaryote
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D'aprés (Griffithset al, 2013). Selon le schéma général, dans une celludaryote, TARNm (ARN messager) est
transcrit a partir de 'ADN présent dans le noyauis subit chez la plupart des eucaryotes une gérimodifications
(excision des introns notamment) et est transpaté le cytoplasme qui contient toute la machinaéeessaire pour
finalement traduire ’'ARNmM en une chaine polypeiotid. La forme initiale des transcrits des genetinies a la
synthése protéique s’appelle 'ARN messager (ARNm).terme messager est utilisé pour souligner ¢'idée cette
molécule est le véhicule qui transporte linformatid’'un géne jusqu’a la machinerie de synthéseéfmoé. Ce
processus, qui n'était qu'une théorie au dépagtéanommé entral dogma of molecular biology(« dogme central
de la biologie moléculaire ») par Francis Cricki¢€r 1970). Le mot dogme préte ici a confusion, itafagit plutdt
d'une hypothése scientifique et non pas d’'une duxtétablie comme une vérité incontestable. Enaasgle terme
dogmarenvoie également a « une idée qui n'est pas eétpgédes preuves rationnelles », ce qui a I'épédaie exact.
La formulation fut malheureusement longtemps reaigg alors que la théorie en elle-méme a étéqius fois remise
en cause. Aujourd’hui les biologistes préferentsat I'expression « théorie fondamentale de lddgi® moléculaire »
pour désigner le modele schématique de la congenvat de I'utilisation de I'information génétiqupii se résume
ainsi : « I'ADN dirige sa propre réplication en ADNentique, ainsi que sa transcription en ARN, @ouwu non étre
traduit en protéines ».
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B. L'initiation de la transcription chez les eucaryotes

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Chez les eucaryotes, les mécanismes de transoriptiettent en jeu 3 types d’ARN
polymérases, chacune spécifique d’'une classe desgeMARN polymérase | (Pol I) transcrit les
ARN des ribosomes (ARNr 28 S, 18 S et 5,8 S), 'ARNymérase Il (Pol Ill) transcrit les petits
ARN (ARN de transfert ou ARNt, ARN 5S, d’autres ARJdrticuliers...) et ’TARN polymérase I
(Pol 1I) transcrit essentiellement les ARN messagéodant des polypeptides), mais aussi
partiellement certains ARN non-codants ou ARNnNcrtétes small nuclear RNAou snRNA
impliqués dans I'épissage des ARNm, et certgsingRNAou small nucleolar RNApetits ARN
présents dans le nucléole qui aident a la maturates ARNr). D’'une maniére générale, les ARN
polymérases ne peuvent initier par elles-mémesrdastription. La combinaison de courtes
séquences dans le voisinage immédiat du gene tansin signal de reconnaissance permettant a
plusieurs facteurs de se lier a 'ADN afin de guidd d’activer la polymérase. Un ensemble
essentiel de ces courtes séquences est souvenlipégn amont de la séquence codante du gene et
constitue le promoteur (voir plus loin). Je dédrgartout les mécanismes mettant en jeu la Pol I,
ceux des deux autres polymérases étant similaires.

1. L'initiation de la transcription avec ’ARN polymér ase ||

La structure de 'ARN polymérase Il et son mécamisdiaction sont longtemps restés
obscurs, principalement parce qu’elle était pueifi concert avec toute une série de protéines dont
il n'était pas possible de déterminer s’il s’agisske sous-unités ou de protéines contaminantes.
L’ARN polymérase Il est une enzyme complexe conéétde 12 sous-unités (Rpbl & Rpb12) chez
les mammiferes. Les deux plus grosses sous-uitf@sl et Rpb2, portent le site actif, les autres
permettent [linteraction avec I'ADN, la stabilisati, des interactions avec des facteurs
transcriptionnels ou une forte processivité pamgle (une enzyme processive est une enzyme
capable de catalyser la méme réaction de faconéeeelong d’'un polymere sans se détacher de la
chaine, définition d’aprés (Alberés al, 2011)). A I'extrémité carboxy-terminale de la plgrande
sous-unité Rpbl se trouve une structure spécifigoaarquable, qui n’est retrouvée dans aucune
autre polymérase, appelée CTOatboxy Terminal Domajn et qui est constituée d’une répétition
du motif Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (52 fois clhez mammiféres). Des études de délétion ont pu
montrer que cette structure était indispensablewtit un role important dans la transition entre
I'initiation et I'élongation.

L’ARN polymérase Il ne se fixe pas directement BADN, mais par l'intermédiaire de
plusieurs facteurs. Les premiers a intervenir destfacteurs généraux de transcription (GTF,
General Transcription FactojsLe mécanisme décrit dans la Figure 4 est sémplientcorrespond
a ce qui doit étre réalige vitro pour obtenir une transcription. Il n’est pas dertpl’il en soit ainsi
in vivo et il est possible que la cellule utilise des ctaxgs préformés.

La transcription nécessite aussi des acteurs conapitaires que I'on appelle médiateurs
(mediator3. Ce sont des protéines qui participent aux méoaes de l'initiation et de I'élongation
de la transcription et qui ont une action activarpour certaines et inhibitrice pour d’autres. Ces
meédiateurs s’associent entre eux et avec les peséléja décrites en formant des complexes de
composition tres variable, qui peuvent contenigjua 18 protéines. Les mécanismes impliqués ne
sont pas encore compléetement connus. Ils ont at#od] caractérisés chez la levure, qui en possede
une vingtaine. Chez I'homme, la famille des médiegeest constituée d’au moins huit membres
(dont certaines kinases).
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Figure 4 : Mécanisme d'initiation de la transcription avec 'ARN Pol |l
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D’apres (Kaplan et Delpech, 2007). Le premier actest le
facteur TFIID {ranscription factor IID) qui a une structure
particulierement complexe. Sa composition est Wdgiaen
fonction des tissus et de I'état cellulaire. Oneyrauve toujours
une sous-unité appelée TBRPATA Binding Proteipet une dizaine
de polypeptides appelés TAFRP-Associated FactorsTBP, qui
a une forme qui ressemble & une selle, se fixausarséquence
riche en T et en A, la boite TATATATA box), située 25 & 30
bases en amont du premier nucléotide qui seractian3BP
interagit avec la boite TATA au niveau du petitosilde I'ADN et
induit une torsion d’environ 80 ° de la molécul@BN, ce qui a
pour effet de légérement dissocier les bases congpitaires de la
double hélice & ce niveau. La fixation de TBP esvis de la
fixation des différents TAF qui constituent TFlIDans un second
temps, le facteur TFlIAt(anscription factorllA) se fixe a TBP et
stabilise son interaction avec I'ADN. Il semble gse fixation
puisse induire I'expulsion de facteurs inhibiteude Ila
transcription. Le troisiéme acteur est une protémmomérique
appelée TFIIB ttanscription factorlIB). Le premier tiers de la
protéine correspond a un domaine fixant le zingjtde role est
inconnu. Les deux tiers restants interagissent foik avec les
protéines fixées et a la fois avec 'ADN. Une ertit& se fixe en
amont de la boite TATA (au niveau du grand sillenIdADN),
l'autre en aval (au niveau du petit sillon de 'ARNCette fixation
asymeétrique pourrait étre a I'origine de la déteation du sens de
la transcription. Le quatrieme acteur est le factaFIIF
(transcription factorllF) qui est une protéine constituée de quatre
sous-unités deux a deux identiques. Il stabilisedmplexe créé
précédemment, induit des torsions de I'ADN qui lfeit sa
fusion au niveau du promoteur. Il posséde aussgumede affinité
pour I'ARN polymérase Il ce qui permet son assiomatau
complexe et vraisemblablement prévient sa fixadiaies sites non
spécifiques. L'acteur suivant est le facteur TF({tEanscription
factor IIE). Les activités de ce facteur sont multiplésépare les
deux brins de 'ADN au niveau du promoteur a l'aidé&TP
(adénosine triphosphate). Sa forte affinité podDIN simple brin
permet aux deux brins de 'ADN du promoteur de eediien
séparés. Enfin il recrute le sixieme et derniertefag TFIIH
(transcription factorllH), protéine trés complexe qui posséde 9
sous-unités. Six d’entre elles (XPB, X234, p44, p52 et p62)
constituent le « cceuredre) de la protéine. La sous-unité XPD
fait le pont entre ce « cceur » et les trois awoes-unités (Cdk7,
cycline H et Matl) qui constituent le complexe CHKihase,
appelé CAK Cyclin-Activating Kinasg dont I'action est, une fois
activée par TFIIE, de phosphoryler le domaine CT®I'&4RN
polymérase Il (décrit plus haut), étape indispelesala transition
initiation/élongation.La taille du complexe ainsi formé est proche
de celle d'un ribosome et il est possible de I'obse au
microscope électronique lorsqu’il est attaché DM

1 La boite TATA n’est pas indispensable car la mi@ales génes domestiqué®se keepingn'’en possedent pas et
des expériences de délétion et de mutation deita BATA n'abolissent pas totalement la transcopt{on observe
une diminution du taux de transcription et une g@ég la fidélité du site d'initiation, c’'est-a-digeie la transcription ne
démarre plus au niveau d’un point unique, maisréirgie plusieurs points). Le mécanisme est plusglexe au niveau
des genes qui ne possedent pas naturellement BeTBOIA.

2 TBP semble pouvoir étre remplacée par une sérfaateurs qui lui ressembleMBP-like comme les différents TIC
(TAF and Initiator-dependent Cofactdr&Ces derniers reconnaissent, entre autres, unesée appelée Inmjtiator)
qui est retrouvée dans quelques promoteurs (dotatine ont aussi une boite TATA).

3 Les sous- unités XPBXéroderma Pigmentosum) Bt XPD Keroderma Pigmentosum)3ont deux ARN-ADN
hélicases ATP-dépendantes, indispensables au de&gaate la transcription, qui empéchent les indiaiabortives.
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Lorsque la polymérase se fixe au complexe d'indrat le complexe CAK Qyclin-
Activating Kinasg phosphoryle le domaine CTD de 'ARN polymérase Igeg sérines 2 et 5 de
chacune des 52 répétitions qui constituent le doeendlette phosphorylation rend cette partie de la
polymérase tres acide, ce qui induit la polymémasgpiitter le site d’initiation et a passer sous la
forme d'un complexe d’élongation stable. Des faxteagissent aussi sur la transition entre
initiation et élongation, en permettant notammelat polymérase de quitter le site d’initiation de |
transcription (comme P-TEFPBositive Transcription Elongation Factor.bDans le méme temps
de nombreux facteurs qui composaient le complekatidtion sont libérés et remplacés par des
facteurs d’élongation. Une fois le site d'initiatidle transcription libéré, une nouvelle molécule de
polymérase peut amorcer un nouveau transcrit. lrebne de molécules de polymérase engagées
dans la transcription d’'un géne est proportionneiaix de transcription de ce gene.

2. L’initiation de la transcription avec '’ARN polymér ase |

De la méme maniére que la Pol I, la Pol | ne e fias directement sur ’ADN, mais par
lintermédiaire de plusieurs facteurs. L'initiatiale la transcription avec la Pol | est assez siraila
a celle avec la Pol 1l, et est détaillée en Fidure

Figure 5 : Mécanisme d’initiation de la transcription avec 'ARN Pol |
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D’aprés (Kaplan et Delpech, 200Ti. vitro, la polymérase | n'est pas capable de trans@seénes ribosomaux si un
extrait nucléaire n'est pas ajouté, ce qui sugggre des facteurs transcriptionnels sont indispéesahil s'agit des
facteurs UBF1 pstream-binding factor )let SL1 Gelectivity factor L lls suffisent & eux seuls pour initier une
transcription. Dans un premier temps UBF1 se fixelss deux séquences UCHpstream Control Elemenet CPE
(Core Promoter Elemepsituées respectivement entre - 170 et - 110 pngont du site d'initiation de la transcription
d’'une part, et entre - 40 et + 20 pb d’'autre p@ds deux séquences particulieres possédent latérdstigue unique
pour des séquences promotrices d'étre riches erL&(@acteur SL1 reconnait alors le complexe effixy. Ce dernier
est un tétramére dont l'une des sous-unités egtolypeptide appelé TBF (TATAinding Facto) qui est trouvé
associé a toutes les ARN polymérases eucaryotesnieodécrit plus haut). Comme les promoteurs desggéadant
les ARN des ribosomes n’ont pas de boite TATAsil\waisemblable que le role de ce facteur est gdugermettre la
fixation de I'ARN polymérase | que de reconnaiteesEquence du promoteur. Le complexe promoteur/UBHA1
permet a 'ARN polymérase | de se caler strictenansite de début de transcription et d'initieteeterniere. |l est a
noter que les génes qui codent I'ARN des ribosasoes trés nombreux et sont regroupés (cluster)q@hgéne, dont
la taille est d’environ 13 kb, est séparé du suiyam un espaceur, d’'une taille d’environ 30 kimstiiué de séquences
grossierement répétées. Chez la souris, I'étud€AdEN situé entre les génes ribosomaux répétés atraoqu’il
contient un autre promoteur suivi d’'une séquengausitrice gnhancer voir plus loin), constituée d’'une suite de
séquences répétées, et capable de fixer le fadeetmanscription UBF. Le rdle de ces séquences eeptéciser.
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3. L’initiation de la transcription avec '’ARN polymér ase Il

L’'une des principales particularités de plusieutsas de classe Il est que leur promoteur
peut étre situé dans la partie transcrite. L'ARNyp@rase lll, qui est une molécule complexe (17
sous-unités chez ’lhomme pour une masse molécutame de 650 kDa), nécessite également des
facteurs protéiques pour agir.

Il existe trois types de promoteurs pour 'ARN puBrase lll. L'assemblage de facteurs
transcriptionnels est différent pour chacun degsyge promoteur. Au cours de leur découverte, les
facteurs transcriptionnels correspondants ont gpelas TFIIA, TFIIIB et TFIIC. En réalité, les
facteurs TFIIIB et TFIIIC sont des complexes prgtis contenant de nombreuses protéines et dont
la composition varie suivant le type de promoteiblec (les noms sont identiques mais
correspondent a des assemblages de protéinesedtffr Seul le facteur « de type » TFIIIB est
retrouvé pour les trois types de promoteur : ikeeruter ’ARN polymérase Ill dans tous les cas.
Le modéle simplifié est le suivant :

> Les promoteurs de type 1 sont associés aux gememtctes ARNSS du ribosome. lls
sont situés dans la séquence transcrite du ganiexdht le facteur TFIIIA au niveau de la séquence
ICR (Internal Control Régiopsituée entre les bases + 55 et + 80 par rappaosita d’initiation de
la transcription. Le facteur TFIIIA fixé recrute facteur TFIIC. Enfin le facteur TFIIIB, qui est
constitué de trois protéines (TBP ou TABMding Protein Brfl ou TFllIB+elated factor 1 et
Bdpl ouB double prime ), s’associe a ces deux protéines, mais sans giteaaec I’ADN, et
recrute '’ARN polymérase lll, ce qui initie la trsaription.

> Les promoteurs de type 2 sont aussi situés dapsartée transcrite du gene. lls sont
associés aux genes qui codent les ARNLt. lIs fixentacteur TFIIIC. Cette fixation induit le
recrutement du facteur TFIIIB (qui a la méme conipms que le facteur TFIIIB des promoteurs de
type 1), qui recrute 'ARN polymérase lll, ce guaitie la transcription.

» Les promoteurs de type 3 ont une organisationdiédrente de celle de deux autres
types. lls sont associés a plusieurs genes codesnARN variés (SnARN, certaines RNases,...).
Ces promoteurs ressemblent a ceux de ’ARN polysgth en partie car ils sont situés en amont
de la séquence transcrite. De 3’ vers 5’ on traune boite TATA, un élément de contrble proximal
(PSE,Proximal Sequence Elemgnet enfin, plus en amont, une séquence de centiétale (DES,
Distal Sequence Elemé@ngui contient une séquence de fixation pour leefar transcriptionnel
Octl Octamer transcription factor)l La distance entre la boite TATA et la séquenS& Rst
constante dans tous les genes. La séquence PS#&ugait partie du promoteur des autres genes
codant les snARN qui sont transcrits par I'ARN poérase Il. Le systeme d'initiation au niveau
des promoteurs de type 3 est complexe. La séqu2BEefixe le facteur transcriptionnel Octl et la
séquence PSE fixe le facteur SNARBaRNA_activating protein compleaussi appelé PTF pour
PSE-binding_transcription factarce facteur se fixe aussi sur le promoteur deege&odant les
SnARN qui sont transcrits par la polymérase ll)fifcte facteur TFIIIB se fixe grace a sa sous-
unité TBP qui reconnait la boite TATA, et interagitssi avec SNAPc. La composition du facteur
TFIIIB utilisé pour les promoteurs de type 3 egieliement différente de celle des TFIIIB utilisé par
les promoteurs de type 1 et 2 (la protéine Brfl restiplacée par la protéine Brf2). Enfin ce
complexe de facteurs transcriptionnels recrute Rjsblymérase lll.
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C. Les facteurs de transcription et la réqulation trarscriptionnelle chez les
eucaryotes

D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007).

Chez les eucaryotes, le systeme de sélection/tégulde I'expression des génes est
complexe et diversifié. En effet, le nombre desléntcdes du génome des cellules eucaryotes est
considérablement élevé et 'ADN n’est pas libre snhautement compacté dans le noyau. Le
systeme de reconnaissance d'une courte séquencenpaprotéine unique (comme chez les
procaryotes) n’est pas envisageable car les cdestdiaffinité nécessaires seraient tres supéseure
a ce que I'on peut rencontrer en biologie et lespte de recherche seraient prohibitifs et sans aucun
rapport avec la vitesse et la souplesse de la sépaux stimuli observée dans les cellules
eucaryotes.

De plus chez les organismes eucaryotes complexasiedes mammiferes, il existe un fort
taux de différenciation cellulaire (les cardiomyt®sy les neurones et les mastocytes par exemple
sont des cellules trés différentes). Ainsi, todesscellules d’'un méme organisme contiennent en
effet la méme information génétique (Figure 1),s1aus les genes ne peuvent pas étre transcrits en
méme temps dans toutes les cellules car la plaiearcellules sont spécialisées dans une fonction.
D’ou la nécessité chez les eucaryotes d’avoir deésamsmes fins de régulation de I'expression des
genes qui contrblent I'expression spatiale et talodes génes pour leur permettre de modifier le
type et la croissance de leurs cellules dans wenedgrvariété de possibles.

Tout d’abord pour diminuer I'effort de sélectiotugieurs mécanismes épigenétiques mis en
place au cours de la différenciation cellulaire n@ensation de la chromatine, acétylation des
histones, méthylation de I'ADN,...) présélectionnéatcés de la transcription a certains genes
dans une cellule donnée. En effet, pour pouvoie é&tanscrit, un gene doit étre dans une
conformation chromatinienne particuliére. A cettésglection s'ajoute une multiplicité de niveaux
successifs de régulation (dont quelgues-uns soéteptés en Annexe 1) qui permettent un
ajustement de la vitesse et de I'intensité dedatrén aux stimuli.

La regulation transcriptionnelle, qui m’intéresse garticulier dans cette thése, est tres
complexe et fait intervenir de nombreux protag@sstNous venons en effet de voir que la
polymérase n’agit pas toute seule mais a besoimamebreux facteurs, dont des facteurs de
transcription. Ces protéines (factetrans) qui se lient a une séquence particuliere (séaqueisg
participent a I'acquisition (directement ou indii@ment) de la spécificité cellulaire évoquée plus
haut.

1. Certaines séquences sont capables de modifier laeuxade transcription : la
réqulation encis

Une séquence contigué a un gene et ayant un éffetateur sur le taux de transcription de
ce gene est appelée élémansrégulateur. Les progres technologigues (mutagengséae
rapporteur,...) ont permis d’étudier avec une treende précision I'éventuel réle régulateur de
n'importe quelle séquence.

Certaines séquenceass ont une localisation parfaitement définie au sdas régions
promotrices.Stricto sensule promoteur correspond a la région ou se fiRRN polymérase I,
donc a une séquence génomique qui commence unvpatila boite TATA et se termine au site
d’initiation de la transcription. Mais les séquenceecessaires a la régulation de la transcription
chez les eucaryotes remontent beaucoup plus grafgis plusieurs dizaines, voire centaines, de
kilobases en amont. La nhomenclature utilisée pésigmer ces régions a varié au cours du temps et
suivant les auteurs : dans cette these, toutesélgsencegis-régulatrices situées en 5’ du gene
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seront appelées séquences régulatrices d’amoptupart de ces séquences sont la cible spécifique
de facteurs transcriptionnels (ou factetres1s). On y retrouve les boitebdX) CAAT et GC déja
évoqueées. Des mutations dans ces sites peuvemntusveifet important sur la transcription, ce qui
démontre leur importance (Figure 6).

Figure 6 : Les éléments proches du promoteur songcessaires a une transcription efficace
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D’aprés (Griffithset al, 2013). Il s’agit de I'expérience presque histodgdémontrant I'importance de certaines
séquences régulatrices d’amont : des auteurs (Mgetaal, 1987) ont déterminé I'effet sur le niveau de $@iption

de mutations ponctuelles dans le promoteur etléaents proches du promoteur du géne diedibbine. Chaque trait
représente le taux de transcription relatif (papoat & un promoteur de type sauvage) lorsquerfiote une des 109
bases testées en amont du premier exon du génesubsstutions de bases modifiant significativemientaux de
transcription se trouvent a l'intérieur de troiérékents : la boite TATA (en rouge, a environ - 2§ fibboite CAAT (en
jaune, a environ - 70 pb) et la boite GC (en \&e#gnviron - 70 pb, mais peut parfois se trouverediss deux premiéres
boites). Les positions signalées par un point moint pas été testées.

Une caractéristigue de ces séquences est qu’atles Is plus souvent grossiérement
symétrigues, les protéines qui s'y fixent étanggénéral des homo- ou des hétéro-dimeéres. Le fait
gu’'un gene puisse répondre ou pas a un stimulusédon présenter une spécificité tissulaire
d’expression dépend en partie de la présence dalience de ces séquences (Figure 7). Ainsi la
présence d’'un EREE6trogen Responsive ElementEstrogen Response Elemeah amont d’'un
géne permet a celui-ci d'avoir une expression masplar les cestrogénes, mais seulement dans les
cellules qui possedent le récepteur des cestrogguesst un facteutrans), et lorsque I’hormone
est présente. Dans les cellules ne possédant pasdpteur ou en l'absence de I'hormone, la
séquence est présente mais sans effet.

Certains génes, comme celui de l'alpha-amylasesquent plusieurs promoteurs possibles
de force inégale. Il en résulte que le type de agEsstranscrit et le taux de sa transcription vont
dépendre du promoteur utilisé. Le choix ne se pa$ au hasard, mais résulte de I'action des
facteurs de transcription dont certains sont sppmEt de tissu, ce qui explique pourquoi certains
tissus expriment un type de messager et d’autgssagiun autre type. Cette régulation s’appelle la
régulation par choix de promoteur (Figure 8).
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Figure 7 : Organisation de la région promotrice dugéne de I'aromatase
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D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007). La région proioetdu géne de lI'aromatase posséde plusieurs séepEs-
régulatrices qui conférent au géne un panel tisgutBexpression particulier.

AP1 : Activator Protein 1 facteur de transcription formé par I'hétérodimétion de protéines des familles c-Jun et c-
Fos impliquées dans la régulation du cycle cellaléncoprotéines).

GRE :Glucocorticoide Responsive Element

G : récepteur nucléaire aux glucocorticoides

NF1 :Nuclear Factor ] facteur se liant a la boite CAAT.

Spl : Specificity protein 1 protéine qui reconnait spécifiquement la séquebG&CGG (parfois appelée GabX),
séquence promotrice de nombreux genes de ménage.

CREB :Cyclic-AMP Response Element-binding protein

CRE :Cyclic-AMP Response Elemdgtément de réponse a 'AMPc).

TGF : Transforming Growth Factor betde schéma n’indique pas que le TGBe fixe sur I’ADN, mais seulement
gu’il existe un élément de réponse (pouvant étpelpabusivement un « élément de réponse au BGFsur lequel se
fixe un facteur activé via la voie du TGE-

SF1 :Steroidogenic Factor.1

TFIID : Transcription Factor [ID(facteur général de la transcription).

Figure 8 : Diversification des transcrits par utilisation de promoteurs alternatifs

R—— - D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007). Le
géne de l'alpha-amylase posséede deux
TATA TATA promoteurs, P1 et P2. Leur utilisation
F’m-.,___‘__pz I—n alternative ou simultanée combinée a
> ‘ | un épissage alternatif est spécifique de
e =i tissu et conduit & un taux d’expression
; variable suivant I'organe.
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Il existe des banques de données spécifiqguemenéadid ces séquences, comme EPD
(Eukarytic promotor Database www.epd.isb-sib.ch Des programmes informatiques simples
permettent de les rechercher dans n'importe qusfiguence d’ADN. Cette recherche est
particulierement utile lorsque I'on vient d’isolan gene et que I'on s’intéresse a la régulation de
son expression. Comme maintenant la totalité deétpence du génome humain est connue, les
analyses bioinformatiques permettent aussi de eed@&nsemble des genes qui possédent des
séquences régulatrices homologues et qui pourrdiemt étre soumis au méme mécanisme de
contrble de leur expression. Il convient cependétte trés prudent car il existe dans le génome de
nombreuses séquences qui ressemblent a des séxjoiies de facteurs de transcription mais qui
ne sont associés a aucun géne et qui ne sont pesofmelles. Le caractéere régulateur d’'une
séquence ne peut étre affirmé que lorsqu’il a @énditné expérimentalement.

D’autres séquencess pouvant avoir des localisations variées ont étgorgées sous le
terme de séquences stimulatrices de transcripgioimapcers Ces séquences possedent en commun
une série de propriétés qui les définissent :

> la principale est d’augmenter considérablemenals tde transcription du gene auquel
elles sont associees ;

> elles peuvent étres localisées en amont (en 58noaval (en 3’) du géne, ou méme dans
un intron du gene (Levine et Tjian, 2003) ;

> I'éloignement par rapport au géne contrélé pew @& quelques centaines, voire milliers
de paires de bases (Levine et Tjian, 2003) ;

> en général leur inversion ne se traduit pas paette de leur effet sur la transcription,
mais simplement par une légére diminution de det ef

> elles gardent leur caractére activateur lorsquésndéplace (en 5’, en 3’, ou méme dans
le gene), mais l'effet activateur est maximal enpoimt donné, et devient d’autant plus faible que
I'on s’éloigne de cet emplacement normal.

Un enhancertypique peut faire jusqu’a 500 paires de basetodg et contenir plusieurs
sites de liaison pour au moins deux ou trois fastele transcription différents (Levine et Tjian,
2003). La premiére séquence stimulatrice de trgtsum de cellule eucaryote mise en évidence a
ete celle des immunoglobulines. Leur mécanismetidiacommence a étre déchiffré. La plupart
agissent par I'intermédiaire de protéines (factéuanss voir plus loin), notamment celles qui n'ont
d’effet que dans certains organes. Il s’agit t@svent denhancersspécifiques d’un tissu ou d’'un
type cellulaire (Levine et Tjian, 2003). Certairsggssent aussi, semble-t-il, sans I'intermédiage d
protéines, en modifiant la structure spatiale @dN ou son taux de torsion. Enfin leur activité
peut aussi impliquer des modifications épigénésgummme des méthylations de 'ADN. Des
séquences du méme type, agissant suivant les nmagusismes mais ayant un effet inverse sur la
transcription, ont été caractérisées : elles sppelées séquences extinctricgiteficers.

La liste des séquences cis-régulatrices s’allaligenée en année. En effet, au début des
recherches sur le génome humain, les scientifigge®nt rendu compte que I'information contenue
dans I'ADN était noyée dans une quantité considérde séquences non-codantes (seulement 2 %
du génome environ code pour des protéines) quils appelé « ADN poubelle » (car elles
semblaient inutiles). Depuis, la comparaison entre douzaine d’espéeces de longues séquences
(350 kb) situées en amont de quelgues genes am#ési@ence I'existence de nombreuses courtes
séquences (une centaine de paires de bases) ghgsreonservées que les séquences exoniques.
Une telle conservation est en général corrélée @lenmportant et le réle régulateur de certaines
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d’entre elles a pu étre montré en les insérant dassvecteurs d’expression contenant un géne
rapporteur ou elles entrainent une activation dealascription. Mais toutes n’ont pas d’effet sar |
transcription : le réle de ces séquences tres cofse reste donc a étre largement précisé. Pour
aller plus loin dans cette voie, I'Institut natibrde recherche sur le génome humain (NHGRI,
National Human Genome Research Instituéelancé en Septembre 2003 un grand projet de
recherche publique nommee ENCODE En¢yclopedia  Of DNA Elements
http://www.encodeproject.org/ENCODEWVisant a lister et annoter tous les élémentstionnels
dans le génome humain (c’est-a-dire toute séqueadant pour une protéine ou un ARN non-
codant ou qui a une propriété particuliere, pamgde de se lier a un facteur transcriptionnel). Ce
grand projet a pour but d’améliorer les connaissarsur la chromatine, la régulation des genes,
mais aussi les éléments en relation avec les nealddertaines maladies sont dues a des mutations
dans la région promotrice, dans un site de fixatiom facteur de transcription ou dans un intron,
c’est-a-dire dans une région non-codante). Les j@rsmésultats de ce projet ont déja révélé que
80 % du génome aurait une fonction biochimique (ENXE Project Consortiunet al, 2012) et

que 75 % du génome serait transcrit (Djeball, 2012). Certains journaux titrent déja : « A quand
la fin de 'ADN poubelle ? » (Rosier, 2012).

En résumé, les séquences régulatrices d’amont remif@a un géne des potentialités de
régulation. Cette régulation (qui peut étre posithu négative) est assurée par les protéines yui s’
fixent, et qui sont des facteursns

2. Certaines protéines sont capables de modifier le ua de transcription : la
réqulation entrans

La plupart des séquences évoquées au paragrapigelené ne modifient pas seules le taux
de transcription. Des protéines interagissant albs, appelées facteurs de transcription, sont
responsables de la modification observée. Ce tgpégllation porte le nom de régulationtems

L'un des premiers facteurs de transcription a agbér caractérisé, purifié et cloné est la
protéine Spl, qui reconnait la séquence GGGCGQGof{pappeléesC boy. Depuis Spl, la liste
des facteurs de transcription caractérisés s’aflalignnée en année.

Au début de leur caractérisation, on a mis en éagededeux grands types de facteurs
transcriptionnels : ceux qui se fixent a 'ADN errgconnaissant une sequence cible et ceux qui
assurent des interactions entre les acteurs danactription, notamment entre les facteurs qui se
fixent & I'ADN et les complexes généraux de traipiom associés a ’ARN polymérase Il (décrits
précédemment). Pour des raisons pratiques, lesigmenont gardé le nom de facteur de
transcription alors que les seconds ont été apmeldacteurs. Les facteurs de transcription sont
mieux connus car il est plus facile de caractétiselnniqguement des interactions ADN/protéine que
des interactions protéines/protéines spécifiques das complexes qui impliquent des dizaines de
protéines.

Une définition commune d'un facteur de transcriptiest une protéine contenant un
domaine spécifique de liaison a ’TAD®NA-binding domaipet régulant la transcription d’un (ou
plusieurs) gene(s)-cible(s). Les données accumudéepermis de mettre en évidence quelques
caractéristiques partagées par la plupart desuiacte transcription :

» Le domaine de liaison a ’ADN est spécifique etgamte une structure bien particuliere.

C’est souvent a partir de la structure de ce doengire les facteurs de transcriptions ont été dassé
en familles (voir plus loin).
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» Le motif de reconnaissance sur 'ADN est d’enviba 10 paires de bases seulement.
Le facteur de transcription ne reconnait pas foesd@nune séquence particuliere mais peut
reconnaitre un ensemble de séguences regroupéeke germe de séquence consensus.

> |l s'agit le plus souvent d’hétérodimeres.

> lIs peuvent influer positivement ou négativement lautranscription du gene-cible, en
fonction de la présence d’autres domaines foncélsnsur la protéine et de I'impact global de
I'ensemble du complexe (Phillips et Hoopes, 2008).

» Chaque monomeére de ces hétérodimeres posséde amumindeux domaines : le
domaine d’interaction avec 'ADN et le domaine diaation de la transcription. Les expériences de
construction-transfection ont montré que les dgped de domaines sont interchangeables entre les
différents facteurs de transcription. Par exemhes protéine constituée d’'un domaine d’activation
de transcription provenant d’'un facteur transooiptiel de mammifére couplé a un domaine de
fixation a ’ADN provenant d’'une levure, est patéanent fonctionnelle et activera tous les genes
possédant la séquence cible du domaine de fixati@&DN.

> lls peuvent étre plus complexes et posséder unlasieprs domaines fonctionnels
supplémentaires facultatifs, comme des domainestedaction avec dautres facteurs de
transcription, avec des protéines co-activatrices do-facteurs), avec I'’ARN polymérase Il, avec
des complexes de remodelage de la chromatine,devpetits ARN non codants, ou des domaines
de modulation d’activité sous I'effet d'un effectgpar exemple une hormone). Des molécules de
signalisation (AMPc ou hormones par exemple) peuweftuencer l'activation de facteurs de
transcription en se liant de fagon covalente ou neodifiant leurs domaines fonctionnels.
Contrairement aux précédents, ces domaines nenpeés@as de structures typiques.

> lls ne sont pas, en général, spécifiques d'un ggule-cible (contrairement aux
procaryotes). En effet chez les eucaryotes, chggue posséde son propre systeme de régulation
qui peut mettre en jeu jusqu’a plusieurs dizairefadteurs. Si donc chaque facteur transcriptionnel
était spécifique d’'un seul gene, comme I'expressi@chacun de ces facteurs devrait étre elle aussi
régulée, d’autres facteurs seraient nécessairam®tde suite, et le nombre de facteurs croitrait
maniéere exponentielle (ce qui est impossible). hardité des réponses observées ne résulte donc
pas de la multiplicité des facteurs de transcnptitais de la combinatoire d’'un nombre limité de
facteurs de transcription et de séquences cis r{feipe est semblable a celui du langage, de
I'écriture ou de la musique ou un nombre limitésbms ou de symboles permet une infinité de
combinaisons différentes). Plusieurs facteurs dmstription sont connus pour faciliter la
transcription sur des centaines de promoteursrdiité, alors que certains ne sont actifs que sur
guelgues-uns seulement.

3. Mécanismes de la réqgulation transcriptionnelle par les facteurs de

transcription

Les connaissances sur les mécanismes de la régutkila transcription par les facteurs de
transcription, leur structure et leur mode d’actiont considérablement progressé au cours des
dernieres décennies. Les régions régulatrices dianed les différents facteurs s’y fixant
commencent a étre connus pour de nombreux génesst Itlair maintenant que les régions
régulatrices en amont des géenes sont constituées dérie de modules, chaque module conférant
au géene une possibilité supplémentaire de réguldftigure 7). Mais il est certain aussi que la
simple interaction d’une série de facteurs avecsdgsiences d’ADN n’est pas suffisante. Plusieurs
résultats (notamment des expériences de mutagelirggie) montrent que la disposition relative
dans l'espace des différentes protéines est plysoriiante que leur distance par rapport au
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promoteur et sont fortement en faveur du réle detrlacture tridimensionnelle de la chromatine et
des interactions protéine-protéine dans la réguiatiplusieurs schémas de cette idée existent, le
premier date de 1995 (il a d’ailleurs peu évolupuil®) et est présenté en Figure 9. De méme, il a
été démontré que des séquences situées trés ert gohamieurs dizaines de kilobases) sont
nécessaires a la bonne régulation de certains gee® des hypotheses les plus vraisemblables
est que les repliements de la chromatine rapproctes séquences du point d’initiation de la
transcription. Ainsi chaque gene est précédé par série de séquences régulatrices d’amont
assemblées comme un jeu de Lego® et séparéespséagieences non critiques dont le seul but est,
semble-t-il, de placer stériquement la chromatia@sddes conditions optimales pour que les
protéines qui s’y fixent aient une configurationtpauliere dans I'espace, puissent interagir (méme
qguand ils sont liés a des séquences d'ADN de pitsseentaines de paires de bases d'intervalle) et
jouent leur réle dans la transcription (Figure 10).

Figure 9 : Schéma de la régulation de la transcripbn par les facteurs de transcription

LES ACTIVATEURS
Ces protéines se fixent aux

génes au niveau de sites
appelés enhancers, et LES REP,RESSEL_’RS .
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transcriofi ENHANCER ensembles donnés de génes au niveau
ption. . P A

de sites appelés silencers. Elles génent
le fonctionnement des activateurs et
ainsi abaissent le taux de transcription.
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CODANTE

PROMOTEUR CENTRAL

LES CO-ACTIVATEURS LES FACTEURS GENERAUX DE LA TRANSCRIPTION
Ces molécules intermédiaires intégrent des signaux En réponse aux injonctions des activateurs, ces facteurs
émanant des activateurs (et sans doute des positionnent 'ARN polymérase au niveau du site de début
répresseurs) et les transmettent aux facteurs de la transcription et initient le processus de transcription.

généraux de transcription.

D’apres (Tjian, 1995). L'assemblage moléculairetailant la transcription dans les cellules eucayast constitué de
guatre types de composants (les protéines numérstde les noms des sous-unités de I'’ARN polyméllasdaque
sous-unité est dénommée d’aprés sa masse molécefakDa). Les facteurs généraux de transcriptiotéé A, B, F,
E et H) sont essentiels a la transcription maispeavent par eux-mémes augmenter ni abaisser le daula
transcription. Cette tache revient aux moléculgsilairices appelées activateurs ou répresseuradiesteurs, et sans
doute les répresseurs, communiquent avec les faggénéraux par le biais de co-activateurs (de®imes complexées
avec la protéine qui se fixe a la boite TATA, lemirer des facteurs généraux de transcription &eedu promoteur
central).
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Figure 10 : Représentation schématique du mode d’&on des facteurs transcriptionnels sur
la régulation de linitiation de la transcription

Région activatrice éloignée
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D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007). De maniére scttiépme, chez les eucaryotes, I'essentiel de lalaéign de la
transcription résulte de l'interaction de séqueroeslisées en 5’ du point d'initiation, parfoigsréloignées (éléments
enhancerspar exemple), et d’'un complexe protéique tel celcihématisé dans la figure. Une premiéere série de
protéines, dont la plupart sont plus ou moins ukbéipes, se fixent au niveau de séquences spéegigans et en amont
du promoteur ; les repliements de la chromatinetelfaction entre ces protéines et éventuellemeet des protéines
non fixées a '’ADN créent une structure qui peram&ARN polymérase de se fixer et ainsi d'initiertranscription. De
la facilité avec laquelle cette initiation pourma faire et de la vitesse de la transcription dépetel taux apparent de
transcription.

Spl Specificity protein Lest une des premiéres protéitiemsrégulatrice a avoir été caractérisée : c'est ugéme
en doigt de zinc qui reconnait spécifiquement tuséce GGGCGG (parfois appelée BaX), séquence promotrice de
nombreux génes de ménage.

TBP (TATA Binding Protein : facteur se liant a la boite TATA.

NF1 (Nuclear Factor )} ou CTF (CAATbox transcription factdr: facteur se liant a la boite CAAT.

« Facteur X », « Facteur Y », « ? » = facteurs Hytiques.

Ainsi, le mode d'action d’'un facteur de transcaptest le suivant : d’abord, il reconnait et
se lie a un segment d'ADN dans le promoteur edaédionenhancer Souvent la liaison a I'ADN
s’accompagne d’'une modification de la conformatarde la structure tridimensionnelle du facteur
de transcription. Par exemple, les deux boucles ddiFATcl qui interagissent avec I'ADN se
trouvent dans des conformations différentes, sglanNFATcl est complexée avec I'ADN ou non
(Figure 11). Puis, il interagit généralement aviutiles facteurs de transcription : par exemple,
deux facteurs de transcription liés a des sites pol de l'autre sur le brin d'ADN peuvent se
combiner pour former un dimere et plier 'IADN dumertaine facon. Plusieurs facteurs de
transcription peuvent s'accumuler, créant un coxeptie la taille d'un ribosome. Une fois tous ces
facteurs lies ensemble, les modifications lieesdmmwaines fonctionnels du facteur de transcription
et/ou les interactions covalentes avec d'autrdsdes peuvent activer ou réprimer la transcription,
selon qu'ils permettent ou bloquent le recrutentent ARN polymérase. Ainsi, le contréle de la
transcription dépend de l'interaction de I'ensendlele facteurs de transcription et de I'action gu'il
ont ensemble sur I'ARN polymérase : recrutemerlocage (Phillips et Hoopes, 2008).
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Figure 11 : Structure tridimensionnelle du complexeNFATC1-ADN

D’aprés (Zhowet al, 1998). Représentation topologique d’élémentstdetsire secondaire du complexe formé par le
facteur de transcription NFATc1 et sa séquenceaih de 12 paires de bases a I'ADN. Le complek&Tt1-ADN
montre que NFATc1 est une structure en feuillets b@tiparalléles composée de dix brins. Les chargés les plus
radicaux qui se produisent lors de la liaison DNAimpliquent deux grandes boucles de surface (éged’apres
(Phillips et Hoopes, 2008).

4. Place des facteurs de transcription dans la réqul@mn transcriptionnelle

Le mécanisme est en réalité plus complexe lorsq@mute les autres acteurs de la
régulation transcriptionnelle (co-activateurs, cterps de remodelage de la chromatine, enzymes
de modification des histones...). La fixation de npléis protéines régulatrices sur les nombreux
sites de liaison présents dans un enhancer, assoaiéses nombreuses autres protéines, peut
catalyser la formation d’'un enhanceosome (Griffghal, 2013), un gros complexe protéique qui
active la transcription de maniere synergique gi@ce différentes actions des divers acteurs (le
mécanisme complexe de ce complexe ne sera pallédétais cette thése).

Les mécanismes impliqués dans la régulation deutestription sont a la base de la décision
de transcrire un gene dans une cellule données@mesque 5 a 10 % de la capacité codante des
métazoaires est dédiée aux protéines qui régudetrahscription (Levine et Tjian, 2003) : parmi
elles, on retrouve les facteurs généraux de lastrgtion (en comptant 'ARN polymérase), les
complexes modifiant et remodelant la chromatineétfdation des histones, méthylation des
histones, méthylation de 'ADN,... que je ne déveleqap pas dans cette these) et les facteurs de
transcription possédant un domaine spécifiquealsoln a 'ADN. L’expression spécifique de nos
genes dans les cellules est donc régulée en gpamtie par des facteurs de transcription, qui sont
la base de la différenciation cellulaire (LevineTg@an, 2003), mais la complexité et les nuances
fines de I'expression de I'ADN chez les eucaryoéssilte d’'une lecture combinée de I'état de la
chromatine et des signaux de plusieurs facteutsatscription interagissant ensemble, plutot que
d’une lecture des signaux des facteur de transmmigeuls (Phillips et Hoopes, 2008).

De plus, l'activité de certains facteurs de traipgion peut étre modulée. En effet, Dans
certaines circonstances, la cellule doit pouvomorélre de maniére immédiate a un stimulus. Si
cette réponse met en jeu lactivation de genedadteur transcriptionnel nécessaire doit étre
disponible immédiatement. Pour cela il est indispdite qu'’il soit déja présent dans la cellule mais
sous une forme inactive. De nombreux processusepeldtre responsables de cette activation,
notamment des stimuli extra- ou intracellulairesrfimones, AMP cyclique, ions, choc thermique,
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certains lipides...). Les ségquenaésde ce type sont appelées REegponsive Eleménune lettre
supplémentaire étant pour indiquer I'effecteur (gaut aussi bien étre activateur qu’inhibiteur) :
par exemple GRE Qlucocorticoid Responsive Elemgnpour I'élément de réponse aux
glucocorticoides, EREEstrogen Responsive Elemepbur la réponse aux cestrogenes, ou CRE
(Cyclic AMP Responsive Elemgpbur la réponse a 'AMPc.

» La phosphorylation peut modifier I'activité d’uncteur transcriptionnel : un exemple de
ce meécanisme se trouve dans les facteurs traneonpts de la famille CREBCyclic AMP
Responsive Element Binding projeinqui se fixent sur le motif palindromique CRE
(TGACGTCA). L'AMPc est un second messager hormai@it on sait depuis plusieurs années
gu'’il exerce une grande part de son réle régulaseuies métabolismes en activant des protéines
kinases regroupées sous le nom de famille ProtGimese A (PKA). Mais il a aussi été démontré
gue I'AMPc jouait un rbéle dans la régulation detams génes impliqués dans des voies
meétaboliques aussi différentes que le métabolisesegiucides, la neurotransmission, la réponse
immunitaire, la croissance cellulaire ou le rythareadien. Les génes dont I'expression est sous le
contr6le de 'AMPc possedent dans leur région ragicke d’amont une ou plusieurs séquences
CRE fonctionnelles. Le facteur CREB est trouvé simusie de monomere (forme inactive) et de
dimére (forme active qui peut se fixer a une ségei€?RE). Des expériences de cotransfection d’'un
géne rapporteur associé a la séquence CRE ont éngaér I'activation de I'expression du géne
rapporteur nécessitait une phosphorylation de daepre CREB sur la sérine 133 par la protéine
kinase A (résultat qui a été confirmé par mutageneSette sérine particuliere se trouve sur le
domaine KID Kinase Inductible Domajnde CREB, qui possede un site de fixation pour une
protéine appelée CBP/p300REB Binding Proteinil s’agit en réalité de deux protéines différante
mais leurs réles sont si similaires qu’il est imgbke de les distinguer sans utiliser des modéles
transgéniques ou leurs genes respectifs ont éadidés). Le rdle de CBP/p300 (confirmé par les
expériences de transgénése) est fondamental dara$&zription : il est de faire le pont entre un
facteur fixé sur 'ADN a distance du promoteurjeetomplexe d'initiation. CBP/p300 possede des
centaines d’autres partenaires que CREB, comméade=urs généraux de la transcription (TFIID,
TFIIB,...), 'ARN polymérase Il et des médiateunnddiatory. De plus CBP/p300 posséde une
activité histone acétyltransférase (HAT) qui peraefaciliter 'accés des facteurs transcriptiosnel
a la région promotrice. Pour que CREB agissemtetagisse avec CBP, il faut donc que KID soit
phosphorylé par la kinase A (activée au préalalde PAMPcC) sur sa sérine 133. Les
phosphorylations étant des processus extrémemgitesa la réponse transcriptionnelle est
également rapide. Méme si la stimulation par 'AM#&siste, une baisse de I'activité de CREB a
lieu au bout d’environ une heure, et est due &fidsphorylation de la sérine 133 de CREB par les
phosphatases (Kaplan et Delpech, 2007).

» Laliaison a un ligand peut modifier l'activité didacteur transcriptionnel : I'association
d’un facteur de transcription a un ligand peut étterigine :

- Soit de sa séquestration dans le cytoplasme. Dansag, bien que présent, le
facteur ne pourra exercer son effet puisqu’il net@teindre sa cible sur '’ADN qui est nucléaire.
La dissociation du complexe a la suite d’'un stirmuybermet au facteur de migrer dans le noyau
pour y jouer son réle, et ceci en un temps trestctis’agit par exemple du facteur NB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated Blgseacteur majeur dans la transmission des
signaux impliqués dans l'inflammation) qui, danscigoplasme, fixe une autre protéine, IKB
(Inhibitor of ¥B), ce qui a pour effet d’'empécher sa translocadems le noyau (forme inactive). La
phosphorylation d’IKB a la suite d’un stimulus (@eéne, interleukines,...) provoque la dissociation
du complexe et permet aux molécules deBlkbérées de s’associer deux a deux pour constitue
des tétrameres (forme active) qui migrent vers dgan pour se fixer sur leur séquence cible
(GGGGACTTTCC) et stimuler la transcription de gerfesmme les genes des chaines k des
immunoglobulines notamment) dans leur région réga&ad’amont.

28



- Soit de son activation et de sa translocation tnsyau. Il s’agit par exemple de
la superfamille des récepteurs nucléaires d’hormaDepuis longtemps on savait que les hormones
stéroides et thyroidiennes agissent dans la cedardd'intermédiaire d’'un récepteur intracellulaire
et entrainent la synthese de messagers spécififoes. ces récepteurs possedent une structure
globale identique schématisée dans la Figure 12z Bé 60 génes codant ces récepteurs sont
maintenant caractérisés et de nouveaux réceptenrpgressivement ajoutés a la liste d’année en
année, notamment des récepteurs orphelins, cé@seaont on ne connait pas le ligand. Parmi les
récepteurs orphelins, certains pourraient ne pasr ale ligand et donc posséder une action
constitutive. La dissection en domaines distinescds récepteurs a pu étre effectuée grace a des
expériences élégantes de transfection et genentappdvoir plus loin), ayant permis d’affirmer la
réalité biologigue du modéle. Les mécanismes dadinpliqués sont différents suivant les types
de récepteurs. Certains fonctionnent sous formeondddimeres d’autres sous forme
d’hétérodimeres. Tous sont strictement nucléaad®xception du récepteur aux glucocorticoides.
En I'absence d’hormone, leur fixation sur I'ADN aiveau de leurs séquences cibles se traduit par
un recrutement d’histone désacétylases (HDACHEkacétylation des histones des nucléosomes de
la chromatine environnante entraine une inhibitlerda transcription. La fixation de 'hormone sur
le récepteur induit une transconformation allogtégi du récepteur qui, dans sa nouvelle forme,
libére les désacétylases, recrute des histoneyltemésférases (HAT) et démasque un site de
fixation de facteurs transcriptionnels activatedes co-activateurs, au niveau du domaine C-
terminal (domaine E sur la Figure 12). La fixatide ces derniers pourrait agir en stabilisant le
récepteur dans sa forme active. Si les autresrnaants nécessaires sont présents, il en résulte une
forte activation de la transcription et la réporest trés rapide. Pour le cas du récepteur aux
glucocorticoides, en I'absence de I'hnormone, iteesequestré dans le cytoplasme du fait de son
association, en trés grands complexes, a la peotgnchoc thermique hsp9e@t shock protein
90). La fixation de I'hnormone entraine la dissociatau complexe et la migration du récepteur vers
le noyau qui se fixe sur un motif GREI(Ucocorticoide Responsive Elemente mécanisme
d’activation de la transcription est similaire atas précédents.

Figure 12 : Structure des récepteurs nucléaires ddrmones
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D'aprés (Kaplan et Delpech, 2007). La structurkegthomologies de séquence protéique des différéogpteurs sont
déduites de la séquence de leurs genes. Les shiffdéquent le pourcentage d’homologie de séquele=eacides
aminés en prenant arbitrairement le récepteur deoeprticoides comme référence. La structure déode tous ces
récepteurs est la suivante :

» Une extrémité NH terminale de longueur variable, non conservéepétifique du récepteur. On ne
connait pas le réle fonctionnel de ce domaine (dioen&-B du gene, en blanc).

» Une région d’environ 65 acides aminés, trés cose(90 % d'identité de séquence entre le réceptesir
glucocorticoides et celui de la progestérone, 4d8'kentité entre les récepteurs les plus éloign€s. domaine
conservé (domaine C du géne, en rose) est celuntpuagit avec 'ADN. On y retrouve deux motifs daigt de gant
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(Cys, voir plus loin), le premier étant le plus congerll est & noter que la région qui relie ces danigts de gant est
elle aussi trés conservée et joue un role majaws areconnaissance de la séquence cible sur ’ADN

» Une région non conservée de longueur variable (dwia, en blanc) qui joue un role de charniéreeentr
les domaines C et E, permettant une transconfoomatu récepteur lorsque I'hormone se fixe, et quitient des
signaux de localisation du récepteur dans le noyau.

» Le récepteur se termine par un domaine de longuatiable qui correspond a la zone ou se fixe
’hormone (domaine E, en rouge). Bien que les homsopuissent étre de structures extrémement ditése cette
région est relativement bien conservée (entre 57 86 d'identité de séquence en acides aminésjloBmine est aussi
celui qui module la transcription et qui fixe les-activateurs.

Il est a noter enfin, que le contrdle de l'initati de la transcription n’est pas absolu : en
effet, le développement de la technique PCR a ed®mimontrer que l'efficacité des mécanismes
de régulation de la transcription n’est pas absetugue tous les genes sont en fait transcritsba ta
ultra-faible dans toutes les cellules. Ce phénomdoat on ne connait pas le mécanisme, a été
appelé transcription illégitime. 1l est particukénent utile pour le biologiste car il lui permet
d’étudier n'importe quel transcrit dans n’imporigetie cellule, ce qui n’était pas évident au départ

D. Les différentes familles de facteurs de transcriptin

Nous venons de voir que l'interaction d’'un factdertranscription avec 'ADN s’effectuait
au niveau d’'un domaine patrticulier, appelé le domaie liaison a ’ADN. Ces domaines possédent
certains motifs particuliers qui reconnaissant wéguence spécifique d’ADN et vont venir
s'intégrer parfaitement dans les grand et petibrssl du brin d’ADN (comme une voiture de train
sur une voie de liaison), parce qu’ils exposentaigdes aminés spécifiques aux endroits appropriés
pour former des liaisons faibles avec les basedéatidiques. Des techniques de génétique
moléculaire ont été utilisées pour modifier lesdasi aminés et tester si cela affecte I'affinité de
liaison du facteur de transcription pour sa sége@itde (Phillips et Hoopes, 2008). La structure de
’ADN étant par nature extrémement stable (douldkch), il était prévisible que la structure dans
'espace de la région de la protéine qui interayiec 'ADN serait, elle aussi, relativement
stéreotypée (Kaplan et Delpech, 2007).

C’est bien souvent a partir de ces motifs que detefirs de transcription ont été classeés et
regroupés en superfamilles, familles, classes,. te@#dssification a trés souvent évolué au fur et a
mesure des nouvelles découvertes et selon lesrautbien qu’il est difficile parfois d’en faire
ressortir le principal. Cependant, au travers degrages et des publications, les nombreuses
données accumulées semblent montrer qu’il n’exjatan nombre limité de structures protéiques
susceptibles d’interagir avec I'’ADN, qui ont étégées en quatre superclasses (ou superfamilles)
majeures, correspondant a quatre types principa&ustiictures : les domaines basiquessic
domair), les domaines a doigts de zizing-coordinating, les motifs hélice-tour-hélicdélix-turn-
helix) et les domaines a feuillet béta se liant au tion de 'ADN (béta-scaffold with minor
groove contacls Les autres facteurs qui ne rentrent pas dansatégories sont regroupés a part
dans la classe « autres » (Figure 13). La propodsiimée de chacune de ces structures parmi tous
les facteurs de transcription est présentée end-iu

Les facteurs de transcription ont aussi parfoiscé&gsés selon leur fonction. Par exemple,
chez de nombreux mammiféres, y compris 'hommegroupe important de genes codant des
facteurs de transcription et impliqués dans le igpEment des cellules, contiennent une séquence
de 180 paires de base appdiéeneoboxL’homeoboxcode un segment trés conservé de 61 acides
aminés appelé homéodomaine, qui reconnait et saulipromoteur des genes cibles (Phillips et
Hoopes, 2008). Ces protéines ont été regroupées lsomom de protéines a homéodomaine ou
homéoprotéines.
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Figure 13 : Quelques exemples de représentations &nteractions entre des facteurs de
transcription et TADN

Superfamille Exemples de représentation 3D

Domaine basiquébésic domaip

bZIP (C/EBPalpha) bHLH (MyoD)
1NWQ [152] 1MDY [150]

Domaines a doigts de zirfzinc- >

coordinating) N
CaHg Zine Finger (Zif268) Muclear Receptor (RXR+RAR)
T {A1L[a21] 10DSZ [358)

Motif hélice-tour-hélicehelix-

turn-helix)
Myb/SANT (c-Myb) Forkhead (Genesis)
1MSF [92) 2HDC [231]
bl 4 N ,7' 0 &
Domaine a feuillet béta se liant au AP = Y b,
L , N 2 Btk Ad
petit sillon de 'ADN(Béta- oA A
scaffoldwith minor groove N
contact$ NS
© P53 (p53) MADS box (SRF)
1TSR [48] 1SRS [183]
Autres m

HMG box (SRY) AP2 (ATERF1)
1J46 [300] 1GCC [274]

D'aprés (R. Hughes, 2011). Les structures ont ébfermes a partir du site PDBPrptein Data Bank
http://www.pdb.org/pdb/home/home)dd.a famille du facteur de transcription est inddg sous chaque structure,
accompagné de son nom entre parenthéses, et ageis@mo d’'accés PDB en-dessous (le numéro entréetoest un
numéro de référence indiqué dans le livre). L’AD$t en bleu, les hélices alpha en rouge, les fésiiiétas en jaune et
les boucles en vert.
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Figure 14 : Proportion des différentes familles déacteurs de transcription
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D’apres (Qiaret al, 2006). Les facteurs de transcription sont généraht classés en quatre catégories : les domaines
basiques lfasic domainen haut a droite), les domaines a doigts de @mz-coordinationg en haut a gauche), les
motifs hélice-tour-hélicehglix-turn-helix en bas a gauche) et les domaines a feuillet $#téant au petit sillon de
I’ADN ( béta-scaffolden bas a droite). Les structures 3D des complakaé-protéines ont été adaptées de (Luscombe
et al, 2000). Les proportions ont été calculées d’'apaebase de données TRANSFAC(v7.Mttp://www.gene-
regulation.com/La classe « autres » n’est pas incluse dansageadnme.

De nombreuses bases de données de facteurs deripthms existent maintenant sur
internet : TFdb pour la souris (2004), TFCat pdhorhme et la souris (2009), TFCONES pour
’homme, la souris et le fugu (2007), ITFP pourobhme, la souris et le rat (2008). La plupart
contiennent également les séquences reconnues eoaise le fait remarquer un article récent
(Zhanget al, 2012), elles se concentrent sur un ou deux géemssmdement. Les deux plus récentes
bases de données sont :

» TRANSFAC® (Matyset al, 2006) est une grande base de données de tofzstesrs
de transcription chez les eucaryotes avec, powuthda description du géne codant le facteur de
transcription (séquence, position dans le génorégulation) et des propriétés du facteur de
transcription en lui-méme : son site de fixatioRADN, sa classification (une classification a été
faite selon le domaine de liaison a I'ADN), les ggmégulés,... Ce logiciel permet de rechercher un
facteur de transcription, de faire des comparaistnasser les données,...

» AnimalTFDB (Zhanget al, 2012) : c’est aujourd’hui la liste la plus contpledes
facteurs de transcription chez les animaux. Lersigeoupe 72 familles de facteurs de transcription
chez 50 espéces animales dont le génome a éténséquea base de donnée contient les
caractéristiques des facteurs de transcriptiorudstre, domaines fonctionnels, structure 3D,
interaction protéique, domaine de liaison avec IM@énes-cibles,...) qui ont été tries par famille
de domaine de liaison a 'ADN (selon TRANSFAC®)petr espéce. Le site donne par ailleurs les
co-facteurs et les facteurs de remodelage la chioena
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Il existe également une base de données de faaeursnscription présumés (c’est-a-dire
prévu comme tel par des études bioinformatigues smaion encore démontré
expérimentalement) chez 930 génomes séquencés : DEINA-binding domain
http://www.transcriptionfactor.org/index.cgi?Hojme

Je vais présenter dans les deux paragraphes suyagigues motifs de domaine de liaison
(sur lesquels reposent les classifications actslelinsi que quelques motifs de domaines
d’activation de la transcription qui ont été biecdts et caractérisés.

1. Les motifs des domaines de liaison a '’ADN

Parmi tous les motifs des domaines de liaison ®NAexistants, quatre motifs particuliers
ont été tres bien décrits : le motif en doigt datdarotéines dactyles) auquel est associé un atome
de zinc, le motif hélice-tour-hélice, le motif hediboucle-hélice et la fermeture éclair a leucines
(domaine bZIP). Les structures de ces différentsfsngont schématisées dans la Figure 15.

> Le motif hélice-tour-hélice helix-turn-heliy : il est constitué de deux hélices alpha
reliées entre elles par un coude béta (Figure 1bAhe des hélices interagit avec les bases de
I’ADN au niveau du grand sillon, la seconde intéragec I'enchainement des désoxyriboses et des
phosphates. Les facteurs transcriptionnels possédamotif semblent toujours agir sous forme de
diméres. L'organisation des molécules est telle tpse hélices homologues de chacun des
monomeres interagissent avec deux grands silloreessifs. Ce motif est retrouvé dans toutes les
homéoprotéines (contenant un homéodomaine) maisi alens certaines autres protéines
régulatrices impliquées dans le développement.

» Le motif dit en doigt de gant ou doigt de zimng-finge) : il est constitué d'une
séquence d’une vingtaine d’acides aminés ayant kiEsEace une forme de doigt de gant (Figure
15B). Il en existe deux types : ceux qui contiertirtgratre cystéines (Cyset ceux qui contiennent
deux cystéines et deux histidines (&€\sis,). Ces acides aminés qui définissent la natureailyt d
sont situés a sa base (deux de chaque cote, legat@éines ou les deux histidines étant de chaque
coté séparées par un a trois acides aminés). UAndrest situé au centre du carré que forment ces
guatre acides aminés : il y est fixé par des limsde coordination et est indispensable a 'aétivit
de la protéine. Dans les motifs GNdis, le remplacement des deux histidines par des cogstéi
abolit I'activité du facteur. Le motif en doigt dgant n’est jamais unique, on en retrouve au
minimum deux, et jusqu’a plus d’'une dizaine. Bier de doigt interagisse avec les bases de 'ADN
au niveau du grand sillon, il n’intervient que gkans la spécificité de fixation du motif. Ce sa |
acides aminés de la séquence polypeptidique g@iélearent (d’'une longueur en général inférieure
a 10 acides aminés) qui jouent le réle le plus Mg dans la reconnaissance. Le facteur TFIIA
fut la premiére protéine a doigts de zinc décoev@atie en possede 9) : le nom « doigt de zinc » a
initialement été donné pour décrire I'apparenceldabte a des doigts d’'un diagramme montrant la
structure hypothétique de l'unité répétée dansatgefir de transcription IlIA d¥enopus laevis
(Miller et al, 1985). La protéine SP1 et les récepteurs nuelai‘hormones stéroides et
thyroidiennes sont d’autres exemples de factetesagissant avec ’ADN grace a ce type de motif.

» Le motif de type fermeture éclair a leucinésu€ine-zipperou bZIP) : les facteurs de
transcription possédant ce motif sont toujours digues (Figure 15C), sous forme d’homodimeéres
ou d’hétérodimeres. Le monomeére est constitué dadémgience a caractéere basique qui interagit de
maniere spécifique avec 'ADN (en formant une pimsehassée dans le grand sillon) et d'un
domaine hydrophobe en hélice alpha qui interagiicde domaine homologue de l'autre chaine.
Dans ce domaine on retrouve une leucine tous fgsaseles aminés, donc a chaque pas de I'hélice
alpha. Toutes ces leucines se trouvent donc akgretec’est a leur niveau que se fait 'interaction
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entre les deux monomeéres, d’ou le nom de ferméitier a leucines. Les oncoprotéines Jun et Fos
sont des exemples de facteurs interagissant a&BdlI'grace a ce type de motif.

> Le motif hélice-boucle-hélice basic helix-loop-helix bHLH) : les facteurs de

transcription possédant ce motif sont toujours diques (Figure 15D), sous forme d’homodimeéres
ou d’hétérodimeres (méme si le plus souvent seglhétérodimeres sont fonctionnels). En allant
de I'extrémité NH vers I'extrémité COOH, il est constitué d’'un dom®iriche en acides aminés
basiques (qui interagit avec 'ADN et assure lacgp#é du facteur), d’'un domaine en hélice alpha
(qui interagit par des liaisons hydrophobes avéélice homologue de l'autre oligomére du
dimére), d’'une boucle qui est libre et d’'un secdochaine en hélice alpha (qui, comme le premier,
interagit par le méme type de liaisons avec sondhogoue de I'autre oligomére). La séquence de la
boucle n’est pas indifférente et joue un réle danspécificité. Les protéines E12, E47 et MyoD
sont des exemples de facteurs interagissant a&&dil'grace a ce type de domaines. La protéine
MyoD (impliquée dans la détermination des myobkistn particulier se lie aux promoteurs de
genes responsables de la différenciation muscullly@D se lie aussi a son propre promoteur,
maintenant ainsi ses propres niveaux d’expressams tes cellules musculaires (Phillips et Hoopes,
2008).

Les deux derniers motifs sont désormais regroupéseim de la superfamille des domaines
basiquesl{asic domains

Figure 15 : Structure de quatre motifs de domainesde liaison a I’ADN des facteurs de
transcription chez les eucaryotes

D’aprés (Phillips et Hoopes, 2008) | D’'aprés (KaptDelpech, 2007)

A. Structure du motif hélice-tour-hélice helix-turn-helix)

Motif hélice-tour-hélice

B~

S K 7N

Py P o | 7o \ | 7 A /
ehe s : Bt ; N\ i [ | U\ /N / /
Hélice interagizsant Couds Helice participant i la / ‘\_4/ /

avee [ADN formation du dimére

Exemples (sites de liaison) : Homéoprotéines (pteors de génes du développement) , Pit-1 (pron®tdes génes
de la GH, de la TSH, et de la prolactine), Oct-&t-® (promoteurs des génes d'immunoglobulines,hdstbne H2B et
de snRNA).
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Figure 15 (suite)
B. Structure du motif dit en doigt de gant ou doigtde zinc @nc-finger)

Motif en doigt de zinc

9

d cvs\@D/ )

S
\cvs HIS\_._/C s Hisxt
1
! !
' t

~—

-—

CYs CYS CYs CYS

(@) (&)

—

_!(GYS cvs\l/ cys CYSHL

Il existe deux classes différant I'une de I'auter fes acides aminés liant le zinc : en (a), leiinf@t S2/HIS2, et en (b)
le motif CYS4.

Exemples (sites de liaison) : TFIIIA (promoteur deésies des ARN 5S du ribosome), récepteurs nuetédinormones
(promoteurs régulés par les hormones thyroidienstésoides, par I'acide rétinoique,...), SP1 (seqeeGGGCGG,
promoteur de nombreux génes de ménageomise keeping

C. Structure du motif de type fermeture éclair a leicines (eucine-zipper ou bZIP)

Motif de type fermeture

éclair i lencines i 1
Domaines de fixation

au DNA
NHa 7 N

a NHz

COOH I COCH

Interactions
hydrophobes entre les
leucines de chaque hélice o

Exemples (sites de liaison) : Fos/Jun (site APIGACTGNCAA), C/EBP (séquence stimulatrice de traimsiom
CCAAT), CREB (séquence TGACGTCA, promoteurs de gaumntrélés par I'AMPCc).

D. Structure du motif hélice-boucle-hélice Itelix-loop-helix)

Domaines de fixation

au DNA
NH2 ' iy

Motif hélice-boucle-hélice

Boucle - Boucle

Hélices Hélices

COOH  COOH

Exemple (sites de liaison) : MyoD (promoteurs deggeexprimés spécifiquement dans le muscle).
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2. Les motifs des domaines d’activation de la transaption

Le second domaine indispensable des facteurs tipisonels est celui qui agit sur la
transcription. Comme pour les domaines de fixalldiADN, le nombre de motifs de base semble
limité, certains facteurs peuvent en posséder g@lusi Bien qu'une classification stricte soit
difficile a réaliser, schématiquement trois priratig types de motifs ont été caractérisés, mais il
peut en exister d’autres. Il s’agit (Kaplan et elp, 2007) :

» du domaine riche en acides aminés acides dontdelmest le facteur de levure Gal4.

» du domaine riche en glutamines (25 %), dont le reodset le facteur de transcription
SP1.

» du domaine riche en prolines (20 a 30 %), dont delée est le facteur de fixation a la
boite CAAT, NF1/CTF.

E. Les facteurs de transcription : moteurs de I'évolubn et de la complexification
des individus eucaryotes

Plusieurs généticiens ont constaté que la comgleXiin organisme (diversité des types
cellulaires) n’était pas corrélée au nombre de gelBr effet, de nombreux vertébrés ont seulement
environ deux fois plus de genes que les invertéfréableau 1), et beaucoup d’entre eux sont le
résultat de duplication des génes existants, piuétde la création de nouveaux genes (Levine et
Tjian, 2003). Ainsi, les scientifiques se sont dedes : comment, au cours de I'évolution, les
organismes sont-ils devenus d’autant plus completeadiversifiés sans avoir beaucoup plus de
genes ?

Une des réponses a cette question pourrait seetralans le développement d’'une fagon
plus complexe de contréler I'expression des gesemdlisation cellulaire, épissage alternatif de
'ARN, réarrangements de I'ADN, siARN, condensatiosu autres modifications de la
chromatine,...), et notamment la diversification festeurs de transcription. Ainsi, la complexité
d’'un organisme (diversité des types cellulairesgsh’pas corrélée au nombre de genes, mais
pourrait étre corrélée a la complexité de la régpiade I'expression de ses génes et au ratio de
facteur de transcription. Une grande partie de dmplexité de la différenciation des cellules
animales et végétales, peut étre attribuée a U&val des systémes complexes constitués de
séquences courtes (6 a 8 paires de bases) cisirdcpgd ADN ou des motifs, ainsi que les facteurs
de transcription qui se lient aux motifs et intésagnt les uns avec les autres. Les quelques donnée
pour appuyer cette hypothése sont (Levine et TRA03) :

> la complexité du contrdle transcriptionnel peueéliustrée en comparant le nombre et
la localisation d'éléments cis chez les eucarysuegrieurs et inférieurs. Par exemple, la drosephil
a généralement plusieuemhancerpour un seul gene de 2 a 3 kilobases, éparpillésize vaste
région (10 kilobases) de I'ADN, alors que la levni@pas dnhancersLa régulation a long terme
semble étre indicative de la nécessité d'un niédewe de contrdle sur les genes impliqués dans le
développement et la différenciation cellulaire. peemoteurs plus complexes sont donc corrélés
avec une complexification des organismes au coef&dolution. La complexité peut reposer sur
la combinaison de multiplesnhancers, silencerst promoteurs différents pour réguler une unité
transcriptionnelle (exemple : expression sélectiles genes des immunoglobulines dans les
lymphocytes B).
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> |l existe des TAF TBP Associated Factpwoir 1.B) et des TRFTBP-related factors
tissus-spécifiques, présents dans les organismes @lolués. L’énorme palette d’expression
génique serait le résultat de la combinaison atdgseTAF spécifiqgues avec de multipethancers

> Les cofacteurs et les enzymes modifiant ou rematiééachromatine ont rapidement
évolué au cours de I'évolution.

» L'évolution des familles de facteurs de transcopti les organismes supérieurs
disposent d'un grand nombre de familles diversdaateur de transcription définis par la séquence
de leurs domaines de liaison a 'ADN. Les étuded#ives ont montré que, bien que le motif de
liaison a '’'ADN soit hautement conservé parmi lésnfes et les animaux, le reste des séquences
protéiqgues de ces organismes est souvent tregetifée En outre, une famille de facteurs de
transcription particuliers peut avoir des roledéatdnts chez les plantes et chez les animaux, et
guelgues nouveaux facteurs de transcription ontuévdans chaque régne depuis leur divergence
(Phillips et Hoopes, 2008). De plus, de nombrelcteiars de transcription au sein de la méme
famille travaillent souvent ensemble pour réguéetranscription d'un seul géne ce qui augmente
encore plus le niveau de complexité génétique desrgotes.

» Le génome de la levure code environ 300 facteuraescription, soit un pour 20 génes,
tandis que celui de 'hnomme code environ 3 000ef@cde transcription, soit un pour 10 génes.
Avec le contrdle combinatoire, la double augmeatatiu « taux » de facteurs de transcription par
gene se traduit en fait par beaucoup plus de caiguns possibles diinteractions, permettant
augmentation spectaculaire de la diversité degarismes. Lorsque nous considérons les
complexités supplémentaires de remodelage de amaime, de la régulation de la stabilité de
I'ARNm, et du contréle de la traduction, il estifacde comprendre comment les cellules des
organismes supérieurs peuvent produire une énorrét& de réponses génétigues aux signaux
environnementaux.

Compte tenu de la fonction des facteurs de trgstgmm, et lorsque nous considérons les
complexités supplémentaires de remodelage de lanaime, de la régulation de la stabilité de
I'ARNm, et du contrble de la traduction, il devigitis facile de comprendre comment les cellules
des organismes supérieurs sont capables de prathérénorme variété de réponses génetiques aux
signaux environnementaux avec si peu de genesaddpter leur réponse a un niveau de contréle
fin sur T’ADN en permettant des gradations d'exgices
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Tableau 1 : Comparaison des génomes de quelques angsmes

. L Estimation du| Compacité Nombre de
Taille du | Estimation R
: . nombre de | (nombre de| génes/nombre
Organisme génome | du nombre
N facteurs de | kb pourun | de facteurs de
en Mb de genes 7 N S
transcription géne)* transcription
Virus 14100kh 4a10 0al lab -
Escherichia coli 1 facte.ur.de
o 4,6 Mb 4 000 270 1 transcription
(eubactérie) .
pour 15 genes
Saccharomyces 1 facteur de
o y 12,1 Mb 6 000 300 2 transcription
cerevisiag(levure) R
pour 20 genes
Caenorhabditis 1 facteur de
eleganginvertébré | 97 Mb 19 000 1 000 5 transcription
nématode) pour 19 génes
Drosophila 1 facteur de
melanogaster 137 Mb 14 000 1 000 10 transcription
(invertébré insecte) pour 14 genes
Fugu rubripes 1 facteur de
AP 365 Mb 22 000 1274 11 transcription
(vertébré poisson) R
pour 17 genes
Mus musculus 1 facteur de
(mammifere 2 500 Mb 30 000 3 000 100 transcription
rongeur) pour 10 genes
Homo sapiens 1 facteur de
sapiengmammifere| 2 900 Mb 30 000 3 000 100 transcription
primate) pour 10 genes
Arabidopsis thaliana 1 facteur de
(plante herbacée | 125 Mb 25 000 2 296 2 transcription
dicotylédone) pour 10 genes

* Les valeurs données correspondent a des taillaenmes de génes, mais n’'impliquent pas que laditbn des

génes soit uniforme.

D’apres

(Levine et Tijian,

2003),

(Kaplan et Delpec2007) et la base de données AnimalTFDB

(http://www.bioguo.org/AnimalTFDB/family _index.phpChez I'homme la molécule d’ADN par génome hagdo(3

milliards de paires de bases) représenterait urgukeur physique de 1 métre entierement déroulé.
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II. Maladies associées a des facteurs de transcriptichez les mammiferes

Les facteurs de transcription jouant un réle essledans I'expression des génes et étant
directement impliqués dans le développement, laadigption intercellulaire et le cycle cellulaire,
on comprend que des mutations ou des déréglementesl protéines sont souvent associées a
diverses maladies, allant du cancer (défini comme mnaladie génétique), aux maladies auto-
immunes, en passant par divers troubles du dévetoept. On en déduit que les organismes avec
une mutation sévere dans un géne codant un fadeetranscription présentent des irrégularités
profondes dans I'organisation et le développemegotivant méme étre létales a court ou a long
terme (Phillips et Hoopes, 2008).

Ce paragraphe ne prétend pas étre un cataloguei@s tes mutations connues des facteurs
de transcription chez les mammiféres : le but estrontrer I'importance et les conséquences
fonctionnelles de ces mutations en se focalisantjgelques exemples connus et bien décrits. C'est
en général plus la cause d’'une perte de fonctiendiune surexpression.

Pour réaliser un panorama des mutations de factieutsanscription chez les mammiféres,
jai utilisé trois bases de données: OMIAhttp://omia.angis.org.au/home/ OMIM
(http://www.omim.org) et MGI (ttp://www.informatics.jax.org/ La base OMIA O©Online
Mendelian Inheritance in Animglest une base de données en ligne initialemengéédoar le
professeur Frank Nicholas de I'Université de Sydr{@ystralie), qui recense les maladies
héréditaires et les génes associés de 212 espaiogaes autres que le rat, la souris et 'homme
(qui ont leurs propres ressources), et qui contielets liens vers les bases NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.Yy/ OMIM (http://www.omim.org) et Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.htinlOMIM (Online Mendelian Inheritance in Marest une base
de données originellement compilée par Victor AlnMecKusick, qui dresse un catalogue de toutes
les maladies héréditaires connues et, si posddderelie aux genes adéquats au sein du génome
humain. MGI Mouse Genome Informaticest une base de données en ligne organisée par le
Jackson Laboratory, qui regroupe une grande qeagfifitformations importantes sur la génétique,
la génomique et la biologie de la souris de lalmarat elle integre un catalogue des souris modéles
pour les maladies humaines, avec des liens verdVOMINCBI. En utilisant ces trois immenses
bases de données, je me suis focalisé sur les iemlaghnt été clairement associées a des facteurs
de transcription bien caractérisés. Chez les espzenammiferes autres que 'homme et la souris,
Six génes ont été décrits et la mutation respoasalété trouvée : c’'est ceux que je vais développer
par la suite. Chez 'hnomme et la souris, les réssilétant trop nombreux, je me suis arrété aux
géenes qui ont servi pour créer des modéles desspatir la maladie humaine correspondante. La
mutation responsable n’est pas toujours connupe(it y en avoir plusieurs chez 'lhomme alors
gu’il 'y en a généralement qu’'une chez les autgseces de mammiféres). Les 85 résultats de
cette recherche figurent dans le tableau en AnBexe

A. DMRT3 (Doublesex- and Mab-3-Related Transcription factor 3-like)

Réle : facteur de transcription (actuellement répertooéhme LOC100147177 dans NCBI) avec
un domaine DM, domaine qui a été découvert dansplestinesdoublesexde Drosophila
melanogastefd’ou I'abréviation_DM), chez qui il agit sur dgenes de la détermination du sexe,
sur la différenciation des neuroblastes et sur gises codant des protéines du sac vitellin.
L’analyse détaillée des souris KO pddmrt3 a révélé que DMRT3 a un role central pour la
configuration des circuits spinaux contrélant légras chez les vertébrés. Ce facteur jouerait donc
un réle dans la configuration des circuits spinaoxtrolant I'allure chez les vertébrés. Il serait
impliqué dans la spécification neuronale a l'ireé@ride la moelle épiniére et dans le développement
d'un réseau de locomotion coordonnée contrélantni@svements des membres (Anderssbal,
2012). Il pourrait réguler la transcription au codu développement sexuel.
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Maladie associée « gaitedness » ch&quus caballugcheval).

Mode de transmission :caractere multifactoriel.

Races touchées les races « gaited » (ayant cette capacité) surd autres le cheval Islandais, le
Kentucky Mountain Saddle Horse, le Missouri Foxtlem le Paso Fino, le Paso péruvien, le Rocky
Mountain Horse et le Tennessee Walking Horse. bBess « non-gaited » comprennent le cheval
Arabe, le poney Gotland, le cheval de trait SuédwoisNord, le cheval de Przewalski, le poney
Shetland, le Swedish Ardennes, le Suédois (deng-eapur-sang).

Découverte :étude d’association avec des SNP (Anderssah, 2012).

Mutation décrite : mutation non-sens (Ser301STOP) dans le @¥me3 qui produit une protéine
raccourcie.

Phénotype :voir Figure 16.

Maladie homologue humaine :aucune.

Figure 16 : « Gaitedness » chez le cheval

D’aprés (Anderssoat al, 2012). Les chevaux ont trois allures naturell@issqnt, par ordre de vitesse croissante, le pas
(quatre temps, latéral), le trot (deux temps, exgalnale) et le galop (quatre temps). Certainesrdeechevaux sont
capables en plus d’effectuer d'autres allures palitres a des vitesses intermédiaires : I'amblee (allure a deux
temps) ou le télt (une allure a quatre temps) ent des exemples. Certaines races sont capabldedliefr quatre
allures (par exemple pas, tolt, trot et galop)’aties cing (par exemple pas, tolt, trot, galoprable). La capacité de
produire ces allures particulieres a été nomméelgmrnglais « gaitedness gt signifie allure en Anglais). Le
cheval Islandais fait partie des races « gaitedest-a-dire ayant cette capacité (sur la photgalehe on peut voir un
cheval Islandais a I'amble) alors que le chevalb&réait partie des races « non-gaited » (Anderssa@h, 2012). Chez
les chevaux, une mutation dans le gBmert3 permet d’effectuer des changements d’allureswat affet favorable sur
les performances des courses attelées (Petetsah, 2013). Chez les chevaux Islandais, 'homozygper la
mutation non-sens dans le gddmrt3 est nécessaire (mais pas suffisante) pour effetamble dans cette race (sur la
photo de droite on peut voir un cheval Islandaisrat).

B. FOXI3 (Forkhead box | 3)

Réle : facteur de transcription, auparavant inconnu, qointribuerait au développement de
structures ectodermiques.

Maladie associée dysplasie ectodermique canirgaifine ectodermal dysplasi@ED) chezCanis
lupus familiaris(chien).

Mode de transmission :caractere mendélien, autosomique dominant.

Races touchées c’est un caractére désiré dans plusieurs races,lelchien nu du Pérou, le chien
nu du Mexique (Xoloitzcuintli), et le chien Chinogscréte. Il existe deux variétés dans chaque
race : une variété nue et une variété poilue oauérdre (appelée «houpette a poudre » pour le
chien Chinois a créte). La variété nue présentehypetrichose et des anomalies dentaires.
Découverte :étude d'association avec des SNP (Drogeméatiat, 2008).

Mutation décrite : duplication de 7 pb dans I'exon 1 du gdf@XI3 qui produit un décalage du
cadre de lecture entrainant I'apparition d'un codtmp prématuré (Drogemdllet al, 2008).
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Phénotype :voir Figure 17.
Maladie homologue humaine :Dysplasie ectodermique hypohidrotique (DEH) liéeXa(DEX)
(X-linked hypohidrotic ectodermal dysplas¥ED).

Figure 17 : Dysplasie ectodermique chez le chien nu

Chien nu du Mexique
(Xoloitzcuintli)

Race Chien chinois a créfe Chien nu du Pérou

Variété nue

Variété poilue

Photos issues du site du Club du Chihuahua, du nCote Tuléar et des Exotigues (CCCE:
http://www.ccce.org/races.htjnlLes chiens nus ont des degrés de perte devaisble mais le plus souvent presque
tout le corps est affecté. En fonction de la rdogaura des touffes de poils sur les extrémités mhembres et le dessus
de la téte. Certains chiens ont des dents trésrahes, dont beaucoup sont absentes. D'autres seémtdgoir que de
Iégéres anomalies. Les ongles peuvent étre longassants. Les décés néonataux sont plus fréqeleettsles chiots
nus (’homozygotie pour la mutation est Iétale) gqhez les chiots avec poils. Des auteurs (Wiehel, 2013) ont
décrit les différences cliniques et histologiquatre les trois sous-phénotypes (vrais nus, denmipat « houpette a
poudre ») de chiens Chinois a créte et les dif&@erlistinctes entre la dysplasie ectodermiqueneactiez les chiens
Chinois a créte et la dysplasie ectodermique caléeea I'X (autre syndrome). L'examen histologiqde la peau
glabre et des coussinets a montré une absencdlidelés pileux, de structures annexes, et de glargtcrines.
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C. FOXL2 (Forkhead box L2)

Roéle : facteur de transcription appartenant a la fandiés FOX pouvant jouer un rdle dans le
développement et la fonction ovarienne.

Maladie associée Polled/Intersex syndrom@IS) : association de I'absence de cornes (uaereh
sans corne est appelée une chévre motte) et daxealité cheapra hircus(chévre).

Mode de transmission : caractére mendélien, autosomique dominant. Comares di'autres
especes, I'absence de cornes chez les capring estractere dominant (Bplled dd a un unique
locus autosomique. Mais contrairement a d'autrpéces, ce méme alléle est autosomique récessif
pour l'intersexualité. Quelques chevres XY qui dommozygotes pour l'allele, sont stériles. La
plupart des chevres XX qui sont homozygotes pallele P, montrent des signes d’intersexualité,
allant de la femelle presque normale a un phénatyple, avec développement des tractus et des
organes reproducteurs.

Race touchée :a été d’abord décrit chez la Saanen, mais exisdsi alans d’autre race (chevre
cachemire et chévres Boer notamment).

Découverte :étude d’association avec des microsatellites,icoéfpar SNP (Kijagt al, 2013).
Mutation décrite : le locusPIS a été localisé dans la région télomérique du chemme 1 caprin

et a été associé a un gene que I'on a afp@RT1(PIS-regulated transcript,lqui code un ARN
non-codant de 1 500 pb). On a pu montrer que lagilipe anormal est causé par une délétion de
11,7 kb (Pailhowset al, 2001) qui affecte la transcription @SRT1et d'un gene voisinkFOXL2,

bien que localisés respectivement a 20 kb et 208ekia délétion. La zone délétée ne contient a ce
jour aucune séquence codante identifiée, mais &@%equences répéetées de type LINE. Cette
région pourrait constituer un «interrupteur » s@iptionnel dépendant d'une protéine clef du
déterminisme du sexe, telle SR¥ek determining region)yyqui affecterait a distance la régulation
transcriptionnelle des genes de la région (Pailleat, 2005).

Phénotype :voir Figure 18.

Maladie homologue humaine : syndrome blépharophimosis-ptosis-épicanthus ingersu
(Blapharophimosis-Ptosis-Epicanthus inversus Syndt@®ES), qui entraine chez 'homme une
malformation des paupiéres associée a un dysfemztmoent ovarien (ménopause précoce) chez
des patientes a caryotype normal 46, XX. Cette dmalast due a une mutation dans le gene
FOXL2

Figure 18 : SyndromePolled/Intersex (PIS) chez la chevre

L e

D’aprés (Kijaset al, 2013). Chévres cachemire avec cornes (1) ou game (2). Pour des raisons zootechniques,
'absence de cornage a été recherchée chez lem&adiais chez cette espéce, cette sélection steh&wn obstacle
majeur : 'anomalie est toujours associée a l'isizgr sexuelle des femelles. Il n'a jamais été afdsde recombinaison
entre le gene d'absence de corne, qui se trangnfatan dominante, et celui de l'intersexualitétda transmission est
récessive. C'est cette association qui a pousséh&ncher un géne autosomique de différenciatirnefie en prenant

la chévre comme modéle d'étude. Ce modéle, chewre aorne ou mottd?6lled (P) pour les Anglo-saxons), est en
effet idéal puisque la maladie de la différenciatexuelle est liée a un marqueur phénotypiquerappa
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D. HSF4 Heat Shock transcription factor 4)

Roéle : les facteurs de transcription de choc thermiqu8HHeat shock transcription factgrs
activent les genes de réponse au choc thermique dizs)conditions de chaleur ou autres stress.
HSF4 n’a pas la répétition de la partie hydrophcdrdoxy-terminale qui est partagée entre tous les
facteurs de transcription de cette famille chezviedébrés. Ce facteur semble impliqué dans la
régulation négative de I'activité de liaison a I’'AD

Maladie associée :cataracte héréditaire (PH®rimary hereditary cataragtchez Canis lupus
familiaris (chien).

Mode de transmission :autosomique dominant ou récessif selon la race.

Races touchées Berger Australien (transmission autosomique dontg)a Boston Terrier et
Staffordshire Bull Terrier (transmission autosonggéacessive).

Découverte :étude d’association avec des SNP (Melletsal, 2006).

Mutation décrite : chez le Berger Australien, une délétion d’'un notitie C & la méme position de
I'exon 9 (g.85286582delC), qui est censée modiéeradre de lecture et introduire un codon stop
prématuré 177 nucléotides (59 aminé aminés) endevkl délétion (Mellersht al, 2009). Chez le
Boston Terrier et le Staffordshire Bull Terrier,samtion d’'une cytidine dans I'exon 9 (CFA5
085286582 - 85286583insC) qui modifie le cadre elgure du géne et introduit un codon stop
prématuré (Mellerskt al, 2006).

Phénotype :voir Figure 20

Maladie homologue humaine cataracte de Marner.

Phénotype :voir Figure 19.

Maladie homologue humaine :aucune

Figure 19 : Cataracte héréditaire chez un Staffordsire Bull Terrier

D’aprées (Mellerstet al, 2006). Cataracte chez un Staffordshire Bull Berdie 3 ans et demi. L'image a été prise aprés
mydriase.

E. LHX3 (LIM homeobox 3)

Roéle : facteur de transcription possédant un domaine [hgimmé ainsi d’apres les premieres
protéines découvertes Linll, Isl-1 et Mec-3), esskepour la formation de la glande pituitaire
(hypophyse) et dans le développement des motonesiron

Maladie associée nanisme hypophysair€ombined Pituitary Hormone Deficiencg@PHD) chez
Canis lupus familiarigchien)

Mode de transmission :caractere mendélien, autosomique récessif.

Race touchée Berger Allemand
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Découverte : étude d’association avec des marqueurs microsasel(Voorbij et al, 2011),
confirmés par SNP (Tsat al, 2012).

Mutation décrite : délétion de l'une des six répétitions de 7 pb déimiron 5 de LHX3
(chromosome 9), réduisant la taille de celui-ci &pb et provoquant un défaut d’épissage et
I'apparition d’un résidu asparagine dans 'homéodimma de LHX3 (Voorbigt al, 2011).

Phénotype :voir Figure 20.

Maladie homologue humaine :déficit hypophysaire combiné multiple&C¢mbined Pituitary
Hormone DeficiencyCPHD)

Figure 20 : Nanisme hypophysaire@ombined Pituitary Hormone Deficiency, CPHD) chez le
chien Berger Allemand

D’aprés (Voorbijet al, 2011). Deux méles bergers allemands de la méntéegycdgés de quatorze mois : celui de
gauche est en bonne santé, celui de droite (swe) feist touché par le nanisme hypophysaire. Naeztard de
croissance proportionnel, la persistance des geilshiot et le manque de poils de garde (poilsodeearture) du nain.

F. T (tail) ou brachyury

Réle : facteur de transcription embryonnaire apparteadatfamille Thox (région N-terminale qui

se lie a un élément spécifique de I'ADN, le sitinpaomique T) affectant la transcription des genes
nécessaires a la formation de mésoderme et laratiff@tion. La protéine est localisée dans les
cellules dérivées de la notochorde.

Maladie associée queue courte ou bob-tail (queue écourtée en Ag)gtai mutation brachyury
chez Canis lupus familiaris(chien) et cheZelis catus(chat). Existe aussi chez les bovins et le
mouton mais le geéne responsable n'est pas iden€@fiést pour cette raison que le géne a été
nommeé T (pour « tail ») ou brachyury (du grec «htes » signifiant court et « oura », queue).

Mode de transmission : caractére mendélien, autosomique dominant (létsd tot dans le
développement embryonnaire si homozygote)

Races touchées cheZanis lupus familiaris (chien) : Welsh Corgi Pembroke, Berger Australien,
par exemple.

Découverte chezCanis lupus familiaris (chien) : séquencage du gene T chez plusieurs races de
chiens (Hawortlet al, 2001).

Mutation décrite chez Canis lupus familiaris (chien) : une mutation faux-sens (C295G; lle63Met)
dans le gene T (Hawortt al, 2001) est située dans une région hautement c@esdu domaine
T-box et modifie la capacité de la protéine a se lisa&équence-cible. Une enquéte ultérieure sur
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cette mutation (maintenant appelé C189G) dans sutices de chiens a montré que dans les 17
races chez lesquelles la mutation C189G a été\afisdt y avait une corrélation parfaite entreeett
mutation et le phénotype a queue courte. Cependarigines races a queue courte ne portent pas
cette mutation ni d’autres mutation dans le genéHytonen et al, 2009). D’'autres facteurs
génétiques affectant la longueur de la queue sumt dncore a découvrir.

Races touchées chdzelis catus (chat) : Bobtail américain, Manx et Pixie-Bob.

Découverte chez Felis catus (chat)séquencage du gene T dans plusieurs lignées imdigptes

de chats Manx (Buckinghaet al, 2013).

Mutation décrite chez Felis catus (chat) : trois délétions de 1 pb [c.998delT; c¢.1169delC;
€.1199delC] et une duplication/délétion [c.998 Iflipll 7delGCC], chacune provoquant un
décalage du cadre de lecture qui méne a I'appaution codon stop prématuré et a la troncature de
I'extrémité carboxy-terminale de la protéine (Bugjtiamet al, 2013).

Phénotypes wvoir Figure 21.

Maladie homologue humaine sensibilité aux anomalies du tube neural.

Figure 21 : Mutations brachyury chez le chien et lehat

Depuis qu'il avait été remarqué que les sourislidéas pour le gen€ avaient un phénotype trés semblable a celui des
chiens et des chats a queue courte, 'homologui anfélin du génerl a été vu comme un géne candidat pour
expliquer la queue courte chez les chats Bobtadrenain, Manx et Pixie-Bob (Buckinghaet al, 2013) et chez les
chiens Welsh Corgis Pembroke (Hawoethal, 2001). La longueur variable de la queue des Mt étre classée en
quatre phénotypes distincts (Buckingh&tal, 2013) : absence compléte de la queue ou anothi (e variété
rumpy, photo a), queue minimale détectable seulementpplpation (variétéumpy-riser photo b), queue courte
(variétéstumpy photo c), et queue compléte (vari&iggie photo d). La longueur de la queue est proporgterau
nombre de vertébres caudales, avec absence cordplettébres caudales constaté uniguement chehd¢s avec le
phénotyperumpy. La photo e (issue du site infoVetattp://www.infoveto.com/race/welsh-corpiprésente un chien
Welsh Corgi Pembroke compléetement anoure.
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[1l. Applications potentielles des connaissances concam les facteurs de
transcription mammaliens

A. La reprogrammation de cellules matures

D’aprés le communiqué de presse du 10 aot 20ktelwfficiel du Prix Nobel (“The 2012 Nobel
Prize in Physiology or Medicine - Press Releasel'2.

Chaque individu est issu d’'un ovocyte fécondé. Benhdes premiers jours qui suivent la
conception, I'embryon est constitué de cellules atumes, appelées cellules souches pluripotentes
car chacune est capable de se développer dansetyges cellulaires qui forment I'organisme
adulte. Au cours du développement embryonnairecelisles se spécialisent et donnent naissance
a un type de cellules particulier (cellules neresugar exemple). On pensait que ce voyage d’une
cellule immature vers une cellule spécialisée étaidirectionnel, que les modifications au cours de
la maturation ne permettaient plus de revenir atade pluripotent immature.

Le Prix Nobel de physiologie ou médecine 2012 aadtiébué conjointement a Sir John
Bertrand Gurdon et a Shinya Yamanaka, deux scigm¢i§é qui ont découvert que des cellules
spécialisées matures pouvaient étre reprogrammeées pevenir des cellules immatures
pluripotentes.

John Gurdon a émis I'hypothése que le noyau deetaetlule contenait encore toute
l'information nécessaire pour conduire le dévelopg® d’'un organisme entier. Dans une
expérience classique (Gurdon, 1962), il a remgc®yau d'un ovocyte de grenouille par le noyau
d'une cellule spécialisée intestinale mature. Getcyte modifié s’est développé en un tétard
normal. Le noyau de la cellule mature avait donooen toutes les informations nécessaires pour
développer toutes les cellules de la grenouilléreanent dit le noyau d’'une cellule spécialisée
mature peut retourner a un état pluripotent imneatlwa découverte de Gurdon a d'abord été
accueillie avec scepticisme, mais est devenu ageelorsqu’elle a été confirmée par d’autres
scientifiques. Cela a lancé une recherche intemda &chnique a été développée, conduisant
finalement au clonage des mammiferes.

Le travail de Shinya Yamanaka a porté sur les lesllsouches embryonnaires, c'est a dire
des cellules souches pluripotentes isolées a phetinbryons et cultivées en laboratoire. L'équipe
de Yamanaka a essayé de trouver les génes quiiemaient les cellules souches embryonnaires
immatures. Lorsque plusieurs de ces genes ontdétdifies, Yamanaka et ses collegues ont
introduit ces genes selon différentes combinaisienrss des cellules adultes, et ont regardé au
microscope si l'un deux pouvait reprogrammer lesllubes adultes en cellules souches
pluripotentes. lls ont finalement trouvé une comison qui a fonctionné : en introduisant quatre
genes codant des facteurs de transcription (OctS@2, c-Myc et Kilf4), ils pouvaient
reprogrammer leurs fibroblastes en cellules soudhe@satures ! Shinya Yamanaka a donc
découvert plus de 40 ans apres Gurdon (Takahastaraanaka, 2006), que des cellules adultes
matures intactes chez les souris pouvaient étnogegmmeées pour devenir des cellules souches
immatures pluripotentes, par I'addition de seulehtprelques facteurs bien définis. Ces cellules,
qui ont été appelées iPSGsduced Pluripotent Stem Celisellules souches pluripotentes induites),
pourraient a leur tour se développer en differeyises de cellules matures telles que des
fibroblastes, des cellules nerveuses et des celtldd’intestin.

Ces découvertes révolutionnaires ont completemigsmge notre vision du développement
et de la spécialisation cellulaire. Nous savonsiteaiant que la cellule mature n’est pas confinée a
jamais dans son état spécialisé. Des manuels éméétrits et de nouveaux champs de recherche
ont été mis en place, surtout depuis que les esliHiSCs peuvent également étre préparées a partir
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de cellules humaines (Takahashal, 2007 ; Zaehres et Schéler, 2007). Ces cellulastitaent de
nouveaux outils précieux pour aider les scientégi comprendre les mécanismes de certaines
maladies et ainsi offrir de nouvelles opportunjiésir développer des méthodes de diagnostic et de
thérapie (Figure 22).

Figure 22 : lllustration du prix Nobel de physiologe ou médecine de 2012

Prix Nobel de physiologie ou médecine 2012

John B. Gurdon

John B. Gurdon a retiré le noyau d'un ovocyte de grenouille (1) et
I'a remplacé par le noyau d'une cellule spécialisée de tétard (2).

L'ovocyte modifié s'est développé en un tétard normal (3). Les m M ﬂ
expériences de transfert nucléaire qui ont suivis ont générés les F 4

clones de mammiféres (4).

s L/
® M« ©

Shinya Yamanaka

Shinya Yamanaka a étudié les génes importants pour le maintien de I'état de pluripotence des cellules souches
embryonnaires. Lorsqu'il a transféré quatre de ces genes (1) dans des cellules de peau (2), ces cellules ont été
reprogrammeées en cellules souches pluripotentes (3) qui pouvaient redonner par la suite tous les types
cellulaires d'une souris adulte. Il a nommé ces cellules des cellules souches pluripotentes induites ou iPSC
(induced Pluripotent Stem Cells).

. Les cellules souches pluripotentes
‘ induites peuvent maintenant étre
"\ obtenues a partir de tissu humain sain
p ou malade. Des cellules matures
! ) / comme |les neurones, les
( ' ’ » cardiomyocytes ou les hépatocytes
peuvent étre obtenues a partir de ces
[l ¥ cellules souches pluripotentes induites,
‘ ce qui va permettre aux scientifiques
d'etudier les mecanismes
pathologiques sous un nouvel angle.

v e
© 2012 The Nobel Committee for Physiology or Medicine lllustration and layout: Mattias Karlén

The Nobel Prize® and the Nobel Prize® medal design mark are registered trademarks of the Nobel Foundation

D’aprés (“The 2012 Nobel Prize in Physiology or Ntk - Press Release,” 2012)
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B. Les facteurs de transcription : nouvelles cibles trapeutiques

Nous venons de voir que par leur importance biglegi de nombreux facteurs de
transcription étaient impliqués dans diverses mesachotamment le cancer (défini comme une
maladie génétique). Or de nombreuses anomaliesctipfionnelles ont été associées au cancer,
dont certaines sont dues a des altérations dévitéctle facteurs de transcription, pouvant étresdu
ou non a des mutations (Yan et Higgins, 2013).faeteurs de transcription sont donc considérés
comme des cibles thérapeutiques tres promettegigiggeuvent agir en stimulant la transcription de
genes spécifiqgues d'un effet bénéfique désiré, rounkibant la transcription de genes impliqués
dans une maladie. C’est la « thérapie transcripgie », c’est-a-dire qui agit directement sur la
transcription (Yan et Higgins, 2013). Certains nsé@dients sont utilisés en pratique, mais beaucoup
sont encore en phase d’essais cliniques. En é&fettapes de mises au point (essaigtro, dans
des modeles cellulaires vivo,...) sont longues du fait des actions diverses eeea et des
mécanismes d’action complexes non encore maittisedacteurs de transcription. Les différentes
stratégies de la « thérapie transcriptionnelle dogic les différents types de médicaments utilisés
sont présentés en Figure 23.

Figure 23 : Stratégies thérapeutiques visant la régation de la transcription
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D’aprés (Yan et Higgins, 2013A : La transcription est régulée a différents nivedix.Les petites molécules ou les
polyamides (I) sont des compétiteurs des facteargrahscription pour la fixation sur les séquencieségulatrices
(exemple : Mithramycine pour c-Myc), tandis que lesirres (D) se lient a des facteurs de transonpgt les
empéchent de se lier a des promoteurs (exempke old@désoxynucléotides double-brin qui mimentdéguences de
fixation de facteurs de transcriptio).: Des peptides mimétiques ou de petites moléculgee(turbent la dimérisation
des facteurs de transcription (exemple : IA6B17rdthétérodimérisation de c-Myc avec son partenddigx) ou les
interactions entre les facteurs de transcriptioteats co-régulateurs (exemple : KG-501 pour liatgion CREB-
p300). D: Les inhibiteurs des enzymes de modification deDMNA ou des histones () modifient le paysage
épigénétique, ce qui a des effets sur I'expressamgenes (exemple : I'azacytidine inhibe les DNME) Des facteurs
de transcription artificiels (ZFP) fusionnés aves dilomaines d’activation ou de répression de testréption (A/R) se
lient aux promoteurs et modulent I'expression deegecibles (voir plus loin).

TF : transcription factor (facteur de transcription) ; GTFGeneral Transcription Factor(facteur général de
transcription) ; Pol Il : 'ARN polymérase Il ; CoRco-régulateur ; DNMT : I'ADN méthyltransféraseHDAC :
histone désacétylase ; HMT : histone méthyltramasir, | : agents de la transcription ciblés ; Burde d’'un facteur de
transcription ; Me : un groupement méthyle ; Aa:groupement acétyle ; ZFRinc-finger protein(protéine en doigt
de zinc) ; A/R : domaine d’activation ou de répm@sdranscriptionnelle.
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Les thérapeutiques les plus développées conceanemtour les récepteurs nucléaires dont
on connait le ligand (Dunker et Uversky, 2010) r paemple les stéroides anabolisants ou la
dexaméthasone pour le récepteur des glucocortedéitdée dans les maladies inflammatoires), les
thiazolidinediones pour le PPARgamnie(oxysome Proliferator-activated Receptor gamailalé
dans le diabéte de type Il), le tamoxiféne pouétepteur aux cestrogénes (ciblé dans le cancer du
sein), et le bicalutamide pour le récepteurs auka@genes (ciblé dans le cancer de la prostate).
Parfois, certains médicaments modulent les fonstibes facteurs de transcription indirectement,
par I'intermédiaire de nombreuses cascades delsigtian (comme les inhibiteurs des voies de
signalisation activant le NkB par exemple).

De petites molécules sont maintenant construites monnaitre et bloquer spécifiguement
les sites de liaison a 'ADN ou a un ligand. Desherches sont en cours sur les récepteurs
nucléaires (Dunker et Uversky, 2010).

Certaines recherches, plus complexes, sont augsisasur des régions particulieres de
certaines protéines : les IDRn{finsically Disordered Regions des régions structurellement
instables, flexibles, ou sujettes a des changendmisonformation corrélées a leur fonction (qui
vont participer a des interactions protéines-pnatgiavec des cofacteurs par exemple). Les
premiers résultats sur c-Myc ouvrent un nouveaunghde recherche : il serait possible, grace a de
petites molécules (comme IA6B17), d’empécher I'redémérisation de c-Myosmyc avian
myelocytomatosis viral oncogene homgltagteur de transcription surexprimé dans de nembr
cancers humains) avec son partenaire MdX @ associated factor ,Xfacteur de transcription
possédant un motif de type fermeture éclair a tes)i dans le but d’inactiver c-Myc (Metallo,
2010).

Un grand intérét est porté depuis quelques annaedasconstruction de facteurs de
transcription artificiels (Gommaret al, 2005). Ces protéines chimériques sont constrsiteda
base des protéines a doigt de zinc (Figure 24¢s ebntiennent plusieurs motifs en doigt de ziec d
type Cys/His, en tandem. Chaque motif contient environ 30 acidesnés mais seulement
guelques-uns sont nécessaires pour lier trois atrebbases successives au niveau du grand sillon
de 'ADN. Une modification d’acide aminé au nivedu site de reconnaissance d’un doigt de zinc
change le motif de liaison a '’ADN. A ce jour, piesrs motifs & doigt de zinc reconnaissant trois
paires de bases ont été caractérisés. Il est pwsbissembler plusieurs domaines en doigt de zinc
en tandem pour générer un facteur de transcrigtibiiciel pouvant se lier a une séquence d’ADN
bien spécifique. Par exemple, une protéine a diggzinc générée en reliant six doigts de zinc
reconnait un site de 18 paires de bases, ce gstizenthéoriquement un site unique et spécifique
dans le génome humain. On ajoute a ces protéindsighde zinc un domaine d’activation de la
transcription (par exemple, le domaine de trangaiitin de la protéine du virus de I'herpés simplex
VP16, virus protein 16ou celui de la sous-unité p65 du facteur de tndpison humain NFR<B) qui
permet l'activation de I'expression spécifique degdgene(s)-cible(s). On peut également ajouter
un domaine de répression de la transcription (gamele le domaine KRABKrippel associated
box domaindomaine présent dans approximativement 400 fesctiutranscription en doigt de zinc
chez ’lhomme). De grandes avancées ont été faesgerniéres années et ces protéines deviennent
de plus en plus spécifiques. Par exemple, un facteuranscription artificiel peut étre construit
pour se lier spécifiguement au site de liaisolA®N de la protéine p53, site que I'on retrouve dans
le promoteur du genBax : le facteur de transcription artificiel peut aaactiver I'expression de
Bax BCL2(B-cell chronic lymphocytic leukemia/lymphonmaag&sociated X protejmgui intervient
dans la voie de I'apoptose (Yan et Higgins, 20R®marque : les motifs de liaison a 'ADN en
doigt de zinc sont également utilisés pour consrdies enzymes de restriction spécifiques, les
zinc-finger nucleasesjui permettent entre autre de faire de la mutaggenlirigée.
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Figure 24 : Construction d’un facteur de transcription artificiel en doigt de zinc
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D’aprés (Gommanst al, 2005). Il est possible de coupler une grandeét@de domaines effecteurs a des domaines de
liaison a I’ADN (en effet ces deux domaines étaiatérchangeables, c’est une propriété des factiritsanscription).

De plus les domaines en doigt de zinc reconnaissamtséquence spécifique sont aussi modulablesusiept étre
assemblés en tandem pour reconnaitre une séquiesaitgndue.

Les applications de ces molécules régulant direstéma transcription commencent a voir le
jour, mais on est encore loin de la thérapie gémidues problémes majeurs rencontrés sont la
disponibilité de la molécule pour les cellules é#d (la molécule doit atteindre la tumeur par
exemple), la stabilité de la molécule et la spéitéide la molécule (Yan et Higgins, 2013). Le but
ultime est de cibler un seul ou quelques genes dlatissu choisi, sans altérer ni les autres genes
les autres tissus, ce qui n’est pas simple avefaétsurs de transcription. On peut supposer cgie le
applications les plus directes se feront via ldisiles souches pluripotentes induites.
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V. Méthodes d’analyse spécifiques pour I'étude des feurs de transcription

Comme nous l'avons vu précédemment, les mécanigmaégulation de I'expression des
genes eucaryotes par les facteurs de transcriptncomme point de départ l'interaction de
protéines régulatrices avec des séquences d’ADbifepés. Au cours de I'étude de la régulation
d’'un géne, il est donc particulierement importahind part de pouvoir mettre en évidence ces
interactions, et d’autre part de pouvoir démontaepécificité et le réle régulateur de l'interacti

Je mr’attarderai surtout sur les méthodes spécsiglues techniques plus générales (qui ne
visent souvent pas que I'étude des facteurs dedrigsion) seront citées mais non développées,
tout comme les techniques classiques de biologiaulaire (PCR, transfection, production de
protéines,...).

Plusieurs expériences ayant montré que les factdardranscription peuvent se lier
étroitement a ’ADN tant a l'intérieur des cellulgsein vitro (Phillips et Hoopes, 2008), il existe
maintenant des techniques vitro et in vivo pour caractériser les facteurs de transcriptioaism
I'étape de validation finale de l'effet devra toufs étre réaliséa vivo (ou au moins dans un
modéle cellulaire).

A. Mise en évidence d’interactions ADN/protéine (régultion entrans)

1. L'empreinte a la DNAse | footprinting)

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Cette technique permet de déterminer le siegeidienaction entre facteurs protéiques et
ADN. Elle repose sur le fait que l'interaction dauprotéine avec une séquence d’ADN protege
cette séquence vis-a-vis des DNAses. Dans la pat@fragment d’ADN exploré, dont la longueur
ne doit pas dépasser quelques centaines de paitessds, est préalablement marqué aveéRia
'une de ses extrémités 5’ ou 3'. Il est incubépefisence d’un extrait de protéines ou sont censées
se trouver les protéines qui interagissent (dangrddique il s’agit en général d’'un extrait des
protéines nucléaires). Puis on effectue une digegiar la DNAse |. En paralléle, une incubation
sans extrait protéique est effectuée, elle sed@aémoin. Les produits de digestion sont enfin
analysés par électrophorése sur un grand gel dgmgyglamide, et une autoradiographie est
pratiqguée (Figure 25). La fraction d’ADN non digéyée I'on visualise sur l'autoradiographie
correspond aux séquences d’ADN interagissant awec piotéines, donc a I'empreinte de la
protéine, d’'ou I'appellation d’empreinte a la DNAkeu footprinting Cette technique devient de
plus en plus obsoléete car imprécise aujourd’hypeet efficace dans la pratique.
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Figure 25 : Résultat d’'une expérience d’empreinte & DNAse |

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007), cliché de M.
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2. Le retard de migration sur gel

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Cette technique permet d’objectiver la présenda spécificité d’une interaction physique
entre une protéine et une séquence définie d’ADNl'odigine, on marquait au’?P soit un
oligonucléotide, soit la séquence d’ADN soupcondéeposséder un site d’interaction avec une
protéine. Le fragment d’ADN radioactif est incub@& mésence d’un extrait protéique contenant le
facteur qui est supposé interagir. La source die g@btéine peut méme étre un extrait nucléaire
brut, aucune pureté particuliere n’étant requisarpme genre d’expérience. Aprés incubation,
I'échantillon est ensuite déposé sur un gel degmoiffamide non dénaturant a mailles assez laches
(du fait de la taille des complexes a séparerntehiaction de la protéine avec la séquence d’ADN
va augmenter sa masse moléculaire apparente, dtarder sa migration dans le gel. Les protéines
régulatrices étant toujours présentes en tresefaibhcentration, seule une faible fraction de la
séquence sera retardée. Le retardement de cattorira’objectivera par la présence d’'une bande
correspondant a un matériel de masse moléculaurs @levée. L'ADN étant par nature une
molécule trés chargée, la plupart des interactsomg de type non spécifique. Afin de les éliminer,
une série d’'incubations sont effectuées en présgaamncentrations croissantes d’un compétiteur
non spécifique, en général du poly(dl-dC). L'int#ian sera considérée comme spécifique si
l'intensité de la bande retardée n'est pas mogifiéda présence du compétiteur aspécifique. En cas
de non spécificité une décroissance progressiva dande avec les concentrations croissantes de
compétiteur est observée. Un deuxieme controleistena utiliser la séquence étudiée comme
compétiteur. Si le phénoméne est spécifique, laasigloit disparaitre au fur et a mesure de
'augmentation du compétiteur (Figure 26).
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Afin d'éviter I'utilisation de la radioactivité, iest possible aujourd’hui de remplacerde
par d’autres marqueurs avec des performances areogarqueur fluorescent (Fuiji), biotine,...

Figure 26 : Principe de I'expérience de retard sugel
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D’apreés le site de Thermo Scientifiatip://www.thermoscientific.co/ Le retard sur gel consiste en trois étapes clé :
(1) réactions de liaison, (2) électrophoreses,d@gction de la sonde. L'ordre dans lequel on ejdes composants
pour la réaction de liaison est souvent critiquet €xemple idéal montre une compléte disparitioncdmplexe
protéine-sonde avec I'addition d’'un compétiteurcsigue, et une bande plus haute lors de I'addititum anticorps
dirigé spécifiguement contre la protéine (cettetiéa s’appelle un « supershift » et montre la gpée de la protéine
vis-a-vis de la séquence). Cependant, on voit ptusrent une réduction d’intensité qu’'une compléspatition de la
bande.

3. L’interférence de méthylation

D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007).

Cette technique, qui vient en complément des deézépentes, permet d’affiner I'étude de
l'interaction entre une protéine et une séquené®il. Elle permet de déterminer quelles sont les
guanines de la séquence nécessaires a son irdaravec la protéine. En pratique, le fragment
d’ADN susceptible d'interagir avec une protéine mstrqué ad“P a I'une de ses extrémités, puis
est partiellement méthylé sur ses guanines avelindéthylsulfate. La réaction est conduite de telle
facon que, au hasard, seules quelques guaninemstimglées. Si la méthylation s’est effectuée sur
une guanine impliquée dans une interaction avecpoine cette interaction ne peut plus se
contracter. Il est alors pratigué une expérienceetird sur gel comme décrit dans le paragraphe
précédent. Les bandes retardée et non retardédéaumipées et 'ADN est élué. Une détermination
de séquence limitée aux seules guanines est efteqtar la technigue de Maxam et Gilbert
(technique de séquencage). Les séquences obtemntesomparées. Comme la méthylation d’'une
guanine empéche son interaction avec une proté@sefragments méthylés sur une guanine
impliquée dans l'interaction ne seront plus retardans le gel. Il en résulte que dans 'analysia de
séquence, la bande correspondant a cette guammalssente. La comparaison de la séquence des
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G entre fragments retardé et non retardé permeat derocaliser les guanines impliquées (Figure
27).

Figure 27 : La technique d’interférence de méthylabn

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007)
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4. L'empreinte a la DNAse | footprinting) in vivo

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Il est impossible d’exclure que les interactionsreemine protéine et une séquence d’ADN
cible, observéesn vitro, ne résultent pas d’artefacts. La technique d'empe a la DNAse |
(footprinting) in vivo permet de démontrer la réalité des interactiosg@esn vitro.

Des cellules en culture dans lesquelles le génet ol souhaite étudier la régulation, est
exprimé sont trypsinisées puis traitées, dans deditions tres douces, par le diméthyl sulfate. Ce
composé diffuse dans le noyau et méthyle I'azades guanines qui ne sont pas protégées par une
interaction avec une protéine. Compte tenu desittionsl expérimentales, seules quelques-unes des
guanines accessibles sont méthylées. Les noyauxpswoifiiés et I'ADN est extrait. L’ADN est
ensuite digéré par une enzyme de restriction paii®ta la pipéridine, composé qui casse ’ADN au
niveau des guanines méthylées. Les régions de I'fDiNetaient protégées par des protéines et qui
n'ont pas été méthylées ne seront jamais détruatess que celles qui n’étaient pas protégées ont
été partiellement méthylées et seront attaquéeslgpaipéridine. Suivant le méme principe
statistique que celui utilisé dans la techniqu&/ideam et Gilbert, il sera obtenu autant de types de
fragments que I’ADN contient de guanines méthyléase électrophorése en gel de polyacrylamide
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est ensuite pratiqguée afin de séparer les fragnenfenction de leur taille, puis il est effectug u
transfert sur une membrane de nylon. Cette membeaheréhybridée puis hybridée avec une
sonde marquée adP correspondant a la région du géne ot I'on penaeng protéine régulatrice
pourrait se fixer. Le profil observé a l'autoradiaghie est proche de celui obtenu dans les
expériences d'interférence de méthylation. De I'AB¥hoin est traité dans les mémes conditions.
Il permet de repérer les guanines de la séquenaest de différencier celles qui n’étaient pas
protégées (bande présente a la fois dans I'éclemtidt dans le témoin) de celles qui étaient
protégées (bande présente dans le témoin et alsemgd échantillon) et donc interagissaient avec
la protéine.

5. Pontage aux ultraviolets entre une séguence d’ADN ane protéine

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Le but de cette technique est de déterminer laenasdéculaire d’'une protéine se fixant a
I’ADN sur une séquence cible, ce qui ne pouvag &it par la technique de retard sur gel (caecett
derniere est réalisée en conditions non-dénatwghntee principe consiste a lier de maniere
covalente la protéine a sa séquence cible, puttiEminer la masse moléculaire du complexe par
électrophorése SDS-PAGESDS-PolyAcrylamide Gel ElectrophorgsidDans la pratique, la
premiere étape consiste a synthétiser la séquehtze en utilisant de la 5-bromodésoxyuridine
(BrdU) a la place de la thymine. Le premier brinl@séquence cible est tout d’abord synthétisé de
maniere classique par un synthétiseur d’oligonués. Cet oligonucléotide doit aussi comprendre
les séquences adjacentes a celle étudiée, sa lordpieétre d’au moins une cinquantaine de paires
de bases. Un second oligonucléotide, plus coue (limaine de paires de bases), dont la séquence
est complémentaire de I'extrémité 3’ du premiegatiucléotide, est synthétisé puis hybridé. Il sert
d’amorce pour I'ADN polymérase | qui synthétiseréste du brin. Dans le milieu d’incubation le
dTTP est remplacé par de la 5-bromodésoxyuridipddsphate et le dATP est remplacé par du
apha3p JATP. L’ADN double brin ainsi synthétisé est aatitif, ce qui permettra de le repérer. I
contient du BrdU qui permettra de contracter daisdins covalentes avec les protéines qui lui sont
associées, et ce par simple irradiation aux UV.AI®N ainsi synthétisé et marqué est utilisé pour
réaliser une expérience de retard sur gel. Aprgsation, le gel est irradié par des UV a 302 nm,
puis il est pratiqué une autoradiographie afin eleérer les bandes radioactives, lesquelles sont
découpées. Les morceaux d’acrylamide sont incuégs dn tampon dénaturant, les protéines ainsi
éluées du gel sont déposées sur un gel de polgaudgé SDS. La masse moléculaire des
complexes ADN/protéines est évaluée, et celle dedéine est extrapolée en déduisant la masse
moléculaire du fragment d’ADN.

B. La caractérisation des séquences possédant un réésjulateur (régulation encis)

1. Par précipitation de chromatine : ChIP (Chromatin | mmunoPrecipitation) et
sa variante le ChlP-on-chip

D’aprés (Kaplan et Delpech, 2007).

Il est possible de déterminer la séquence d’ADNIaguelle un facteur de transcription se
fixe par la méthode de précipitation de la chrongtdite ChIP. Pour cela des cellules en culture ou
issues d’un tissus sont perméabilisées puis temiéwec du formaldéhyde, un agent qui crée des
liaisons covalentes entre les groupements amirgpré¢gines (lysines, arginines) ainsi qu’entre les
groupements aminés des protéines et les groupem@mgs des bases de 'TADN. Il faut pour cela
gue les groupements aminés soient suffisammenhesdes uns des autres et qu'il existe donc une
(des) interaction(s) protéine/protéine ou protéd. Le caractére covalent de la liaison rend les

55



complexes formés particulierement stables, ils @erg donc pas détruits par les traitements
ultérieurs utilisés pour les purifier. La chromatiest ensuite extraite, puis traitée par les utras
(sonication), afin de casser 'ADN en petits fragiise Un anticorps dirigé contre l'une des
protéines interagissant avec I’ADN est ensuitdsdétibfin d’immunoprécipiter les complexes. Une
fois les complexes récupéreés, ils sont traités deiéne a détruire les liaisons covalentes qui awvaie
ete créées par le formaldéhyde. Le type de traitees fonction des études que I'on veut réaliser
ensuite. Si I'on souhaite analyser a la fois 'ABNes protéines qui constituent le complexe, it fa
réaliser un clivage doux qui n’altere pas les pnat® Si I'on ne s’intéresse qu’a ’ADN (ce qui est
souvent le cas), les protéines sont détruites eeda protéinase K, une protéase particulierement
efficace, et 'ADN est extrait. Dans les premiétgtlisations de la technique I'analyse de 'ADN
récupéré se faisait par Southern-blot, clonage OR.R.’approche était lourde et nécessitait de
connaitre par avance, au moins partiellement, dgsiences recherchées. La technique ChIP a été
ensuite améliorée : les fragments d’ADN récupédame longueur de 200 a 1 000 pb) peuvent étre
clonés et séquencés pour rechercher un motif phetiqChIP-seq), ou ils peuvent étre analysées
avec des puces a ADN (technique du ChIP-on-chip, Rigure 28). L’ADN récupéré est marqué
avec un fluorochrome et hybridé sur une puce a ADhenant des séquences potentielles d’'intérét
(puces de promoteurs par exemple). Le repéragesplats de la puce ou une hybridation s’est
produite permet d’identifier les séquences d’ADN @taient en interaction avec le complexe
protéique dans la cellule. Les études realiséaslsqius souvent des études comparatives entre des
cellules qui ont subi des stimulations différentas qui sont dans des états de différenciation
différents. Dans de tels cas, afin de simplifies kxpérimentations, les ADN provenant des
différents types cellulaires peuvent étre marqweés ades fluorochromes de différentes couleurs.

Cette technique, simple dans son principe, eséaksation délicate. Le temps de traitement
par le formaldéhyde est critique : si le tempsrdéement est trop long (les meilleurs résultatst so
obtenus pour des temps de traitement compris entebques minutes et trente minutes), les
complexes sont tellement stables qu’ils ne peuphug étre détruits, et il y a un risque que les
anticorps ne reconnaissent plus la protéine cdatreelle ils sont dirigés. Il ne faut pas espérer
caractériser d’emblée la liste des séquences danggmui sont la cible d’'un facteur protéique
donné. Le bruit de fond, et donc le risque de fpositifs, est souvent élevé car de nombreux
contaminant sont entrainés lors de I'immuno-puatfan. Les variations non significatives sont
nombreuses. Il convient donc de multiplier les expéntations et de ne prendre en compte que les
résultats significativement reproductibles. L'aiflane équipe de bio-informaticiens est hautement
souhaitable pour analyser et interpréter les ratsult
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Figure 28 : Les différentes techniques de ChIP
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2. PCR-sélection

Cette méthode a été décrite en 2008 par une équipecherchait une séquence consensus
de fixation pour le facteur de transcription FOX({Bnayouret al, 2008). La description de cette
méthode sera développée dans la partie expérimedéatette thése (voir 11.D). La méthode est
assez similaire a une ChIP : le principe est ddipyra I'aide d’un anticorps, des oligonucléosde
sur lesquels un facteur transcriptionnel se fixesein d’'une banque d’oligonucléotides aléatoires.
S’en suit une analyse bioinformatique pour ideatifin motif commun au sein des oligonucléotides
purifiés. Comparé a la ChlP, cette technique eshsncher, plus simple a mettre en ceuvre et plus
simple d’analyse ; en effet, les oligonucléotidEsawires utilisés et purifiés font tous 76 pb,ralo
gue les fragments récupérés a la suite d'une CimP dntre 200 et 1 000 pb et sont donc plus
difficile a aligner pour identifier un motif, ména&ec un logiciel (voir plus haut). La PCR-sélection
a cependant I'inconvénient de se fairaitro et nonin vivocomme dans la ChlP.
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C. Méthodes d’analyse protéigues

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Les facteurs de transcription sont des protéirtesn eela leur analyse nous fait entrer dans
le vaste monde de la protéomique (que je ne vasdp#ailler dans cette these). Les méthodes
d’étude des protéines sont trés nombreuses, et pearirai ici que celles qui sont utilisées pour
analyser I'expression d’'un facteur de transcriptoimiveau protéique. Il est également possible de
caractériser les partenaires d’'une interactionggiae, en utilisant les outils de la protéomique.

1. La localisation et le suivi d’une protéine au seige la cellule

Lorsqu’un nouveau facteur de transcription a étaatérisé, le décryptage des mécanismes
physiologiques et/ou physiopathologiques de soilraceste a déterminer. Dans un premier temps
il est plus raisonnable d'utiliser des approchesps&s qui consistent, par exemple, a repérer la
protéine et la suivre au sein de la cellule lorsgeite derniere subit un stimulus. Si I'on dispose
d’'un anticorps, I'approche la plus simple est imaeyiologique. Si I'on n’en posséde pas, il est
possible de la repérer et la suivre en la cou@anhe protéine naturellement fluorescente ou un
peptide pour lequel un anticorps existe (tag-Hig;flag, ...).

Si 'approche expérimentale utilisée fait que ltom dispose pas d’anticorps dirigés contre la
protéine que I'on souhaite étudier, il est possihn produire a partir des données sur la séquence
de son ADNCc (des sociétés spécialisées proposeréatiser ce travail pour un co(t raisonnable).
Des logiciels ont été développés afin de repéres da séquence d’'une protéine les régions qui,
d'un point de vue théorique, devraient étre le plasnunogénes. Méme si ces logiciels sont
maintenant optimisés, les résultats obtenus neastoujours a la hauteur des espérances et pour
certaines protéines les anticorps sont peu spéegiget de ce fait parfois inutilisables. En cas de
succes l'anticorps est marqué avec un fluorochromelus rarement une enzyme afin de pouvoir
repérer dans la cellule les complexes antigenetaps formés.

S’il n’est pas possible de disposer d’anticorps alternative pour localiser et suivre une
protéine au sein d'une cellule consiste a assdNc qui la code a celui d'une protéine
naturellement fluorescente (ou un Flag), et intn@dUADNc hybride dans un vecteur contenant
toutes les séquences nécessaires pour une fortessexm. Le vecteur recombinant est ensuite
transfecté dans des cellules en culture. Il estredément important que le type cellulaire utilisé
soit représentatif de la cellule dans laquelle auhsite étudier la localisation ou le devenir de la
protéine aprés sa synthese, ou encore a la suitee dtimulation. Ce type d’approche est aussi
utilisable avec les animaux transgéniques ou ila@sti possible d'analyser I'expression d'une ou
plusieurs protéines (GFP de différentes couleuns, plus loin) au cours du développement. La
premiere protéine naturellement fluorescente adé®ouverte en 1961 dans l'algéeequorea
victoria : il s’agit de laGreen Fluorescent ProteiflGFP), une protéine constituée de 238 acides
aminés. Le pic d’excitation est a 395 nm, c'esira-dans le proche UV, et le pic d’émission est a
509 nm, c'est-a-dire dans le vert. Plusieurs martatont été introduites dans le géne de la GFP afin
d’optimiser sa synthése, sa stabilité ou de madifies longueurs d'onde d’excitation et/ou
d’émission. La modification de la longueur d’onde&ndission permet d’obtenir des GFP de
différentes couleurs : cyan, bleu, jaune. Il essigpossible d’analyser en méme temps I'expression
de plusieurs types de protéines au sein d’'une néihge, chaque couleur étant spécifique d'un
type de protéine. Un inconvénient de la GFP estsguiixation modifie la masse moléculaire de la
protéine d’intérét et peut induire une modificatia sa conformation et de ses propriétés physico-
chimiques. De ce fait il n’est jamais exclu que pegpriétés biologiques de la protéine d’intérét ne
soient pas altérées. La validité des résultatsnoisteloit donc étre considérée avec une certaine
réserve (Figure 29).
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Figure 29 : Localisation des isoformes d’une protéie a I'aide de la GFP

A. - A -
B. - C. -
D’aprés (van Dijket al, 2005). Analyse de la localisation cellulaire dkférentes isoformes de STOX1 dans des
cellules SGHPLS5 (cytotrophoblastes extravilleuxigigles normaux immortalisés par une transformadicec SV40, il
s’agit d'un modele cellulaire pour étudier les dgtphoblastes extravilleux ayant la capacité defuser pour former
des syncytia) par couplage a la GFP. L'expressiaiéaire de lisoforme A dans les cytotrophoblastdsavilleux est
restreinte aux cellules polyploides (A), I'expresstytoplasmique, aux cellules diploides (A’). Lpegssion nucléaire

et cytoplasmique est exclusive. Les isoformes BetB} (C) sont localisés dans les noyaux seulerh&sdforme C est
localisée dans le nucléole (nous verrons plusdalitiposséde un domaine de localisation nucléairélLS).

2. Analyse d’interactions protéine-protéine

Les mécanismes de la vie sont basés sur des castaderactions. La caractérisation des
partenaires de ces interactions représente dopcalmeme biologique dont I'enjeu est majeur. Les
techniques permettant d’'identifier les partenaifese protéine sont nombreuses et complexes, leur
description détaillée sort du cadre de cette thése.

Deux techniques permettant de cloner TADNc desgpaires d’'une protéine donnée ont été
initialement développées pour cela : la techniqoebte hybride (systeme utilisant un facteur de
transcription de levure, en général GaldS#echaromyces cerevisjagt basé sur le sur le fait que
les deux domaines des facteurs transcriptionnelargotes, le domaine d’interaction avec 'ADN
et le domaine d’activation de la transcription, tsorierchangeables) et la technique du phage
display (systeme utilisant une banque de phagesngioants). Ces techniques sont efficaces mais
tres lourdes, elles conduisent souvent a des fasitifs et ne sont donc pas adaptées a la
caractérisation des facteurs transcriptionnels.

Pour caractériser des interactions protéine/pretén préfere aujourd’hui utiliser les outils
de la protéomique. Il N’y a pas de définition «@#lle » du mot protéomique. Dans un sens large
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elle correspond a I'ensemble des techniques paantattanalyser les protéines. Le mot protéome a
éte créé en 1994 pour désigner 'ensemble desipestd’une cellule a un instant donné (comme le
génome désigne I'ensemble de son patrimoine gémgétiou le transcriptome I'ensemble de ses

transcrits) et résulte de la contraction de : pneexprimées par un génome.
Si l'on dispose d'un anticorps dirigé contre l'uresd partenaires, il est possible

d'immunoprécipiter les complexes de protéines eerattion avec cet anticorps : c’est la co-
immunoprécipitation. Le probleme majeur est qu'eénégal les complexes co-précipités
contiennent de nombreux contaminants dont il efficitk de se débarrasser. Une approche qui
permet d’obtenir des complexes mieux purifies fgpel aux étiquettes : histidine (tag-His),
glutathion S-transférase (tag-GST) ou Flag (tagpFtsr exemple. Pour cela I'un des partenaires,
qui sert d’appat, est produit par une bactéerie avex étiquette (His, GST, Flag,...) fixée a son
extrémité N-terminale ou C-terminale. Cette étitpipermet dans un premier temps sa purification.
Il est ensuite mis en contact avec un extrait tahel afin gqu’il interagisse avec ses partenaites.
complexes formés durant I'incubation sont purifgés affinité (sur une colonne de?Nipour un
tag-His, de glutathion pour un tag-GST, colonnentic@rps anti-Flag pour le tag-Flag). Quelle que
soit la méthode utilisée pour purifier les compexeur composition peut étre analysée grace aux
outils de la protéomique.

En utilisant les GFP il est possible de caractédss interactions protéine/protéimevivo.
Il faut pour cela coupler chacune des deux progédtent on souhaite étudier I'interaction a des
GFP de couleurs difféerentes. La longueur d’ondexdaitation d’'une des deux GFP doit
correspondre a la longueur d’'onde d’émission detég par exemple des GFP de couleur cyan et
jaune. Si les deux GFP sont suffisamment proche® e I'autre (ce qui indique que les protéines
auxquelles elles sont couplées sont suffisammerthps, c’'est- a-dire interagissent), il se produit
un phénoméne de FRETFI(gorescence Resonance Energy Trangfdra lumiere émise par la
premiére GFP (cyan) lorsqu’elle est excitée (il fam rayonnement monochromatique qui n’excite
pas en méme temps la GFP jaune) est captée pael@&P qui émet alors une lumiere jaune. Si
les deux protéines couplées aux deux GFP sontélmgnées, le phénomeéne de FRET ne peut se
produire et il 'y a pas émission de lumiere jaune.

D’autres techniques plus lourdes existent, notanin@espectrométrie de masse (technique
physico-chimique qui permet d’identifier la séquemn acides aminés d’'une protéine). Cependant,
ce ne sont en général pas des techniques réabsépeemier abord dans le cas des facteurs de
transcription, il faut déja avoir étudié la pro&iet avoir une idée sur ses partenaires.

D. Mise en évidence de I'action biologigue des séqu&scrégulatrices

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007).

Les expériences décrites dans le paragraphe précéedeont en fait qu’'une étape dans la
recherche de séquences régulatrices (qui inteeagide plus souvent avec des facteurs de
transcription), car rien ne nous dit que les ségegitrouvées possedent un rdle biologique réel : il
peut y avoir des interactions non attendues owb@es (une séquence peut étre sélectionnée a tort).
Il est donc nécessaire de valider I'action biologigdes séquences potentiellement régulatrices
trouvées. Pour cela, plusieurs stratégies exigkeont été utilisées par différents auteurs mais il
n'existe pas de technique générale permettant diakénla démonstration de ce rdle biologique : il
faut en fait combiner certaines des techniques diggéites avec celles qui vont étre décrites dans ¢
chapitre. L'un des probléemes majeurs est que, @b significatives, les études doivent étre
conduitesex vivo(cellules en culture) om vivo (modeéle souris par exemple).
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1. Constructions permettant de mettre en évidence lesffets des modifications

apportées

Chaque fois que I'on veut analyser les effets endaine séquence, ou les effets sur une
séquence d'un facteur de transcription, le plugplnest d’avoir recours a la technique du géne
rapporteur. L'expérimentation devant étre conddis des cellules vivantes, la premiére étape
consiste en la construction d’'un vecteur selorche&sa de base suivant :

> la séquence potentiellement régulatrice, dont arhaite étudier I'effet sur le taux de
transcription, doit étre couplée a un gene, norriexpdans la cellule hoéte, et dont le produit est
facilement analysable et quantifiable, que I'on ellgp rapporteur (oueporten. Du fait de la
construction, son expression se trouve alors soaesritréle de la séquence qui lui a été greffée.

» un marqueur doit étre ajouté pour permettre uléement de sélectionner les cellules
gui ont intégré le vecteur.

» il s’agit la d’'un vecteur minimum, le plus souvdat réponse aux questions posées
nécessite 'apport d’autres séquences spécifiques.

> un plasmide permettant I'expression du facteuraescription d’intérét.

La construction est ensuite introduite dans desilesl en culture (transfection ou infection
virale) ou plus rarement dans un ovocyte féconddeasucellules ES (animaux transgéniques). Les
cellules qui ont incorporé le vecteur sont sélectées. L'expression du géne rapporteur est ensuite
analysée : le taux de transcription du gene rappordu méme le produit protéique de ce gene
serviront a mesurer 'effet a la fois de la ségeecis incorporée et a la fois du ou des facteurs de
transcription ajoutés (Figure 30).

Figure 30 : Essai luciférase
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Une expérience classique d'essai luciférase : afiset des vecteurs recombinants comportant un g@mgorteur
couplé aux séquences cis, cibles de facteurs descniption dont on souhaite étudier I'effet. La swunction est
transfectée dans des cellules et le taux d’expmeshi géne rapporteur est mesuré.
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En pratique cette expérience réalisée de maniékéeis’’'a que peu d'intérét. Il convient de
construire toute une série de vecteurs dans lesdaelséquence potentiellement régulatrice
(promoteur,enhancer, silencgraura été mutée, partiellement délétée ou déplpaéeapport au
gene rapporteur. La comparaison des taux d'exmmessii gene rapporteur dans ces différents
vecteurs permet de définir les séquences et lesshdisectement impliquées dans la régulation,
mettant ainsi en évidence un éventuel effet deipaosi

Les genes rapporteurs les plus utilisés sontete gle la chloramphénicol acétyl-transférase
(CAT), le gene de la béta-galactosidase, le gera déta-glycuronidase, et le gene de la luciférase
(il est aussi possible de faire appel aux GRBreen Fluorescent Proteir mais elles sont surtout
utilisées pour repérer la localisation d'une proééau sein d’une cellule, plutét que pour quantifie
'expression d’'un gene). Le gene de la béta-gatédése ou de la luciférase ou encore d’'une GFP
présente I'avantage de permettre une anatyséu. En effet la béta-galactosidase peut métaboliser
un compose artificiel, le X-gal (ou ses équivalgngsii acquiert une coloration bleue lorsqu’il est
métabolisé. La luciférase est une enzyme extraiteed luisant qui induit I'émission de lumiére en
présence d’ATP et de son substrat, la luciférines @ctivités peuvent donc étre parfaitement
observées avec un microscope. Cette possibilitéepté un intérét particulier lorsque seules
certaines cellules répondent. Des résultats pégrement spectaculaires ont été obtenus au cours
des études sur le développement ou ce type d'equéEs a permis d’étudier la localisation et la
cinétique de I'expression de génes du développement

Toutes ces expériences, simples dans leur prinsg#, d’exécution délicate et nécessitent
pour étre significatives un grand nombre d’expérgsnde contréle.

2. Etudes transcriptomiques

Par définition nous l'avons vu, un facteur de twaipgion est capable de moduler la
transcription de genes-cibles. Indirectement donous pouvons étudier les effets sur la
transcription d'une surexpression ou d'un KO (ou tdete autre mutation) d'un facteur de
transcription dans un modéele cellulaire en étudiaritanscriptome de ces cellules, c’est-a-dire les
guantités et les proportions des différents tratssgpar PCR quantitative ou a l'aide de puces a
ARN (techniques que je ne détaillerai pas dang tkése).

3. Les modeles biologiqgues animaux (transgénese, KOI, KO conditionnel)

Une approche tres puissante lorsqu’'un nouveauuacte transcription a été caractérise
consiste a le faire exprimer par une cellule olanimal (qui la posséde déja ou qui ne la posséde
pas). Cela nécessite un travail considérable et idlare peut étre déterminé a lI'avance s'il sera
couronné de succeés. Lorsqu’'un nouveau facteurahsdription a été caractérisé et a montré son
importance (en utilisant les techniques évoquées Iphut), le modele animal est le meilleur moyen
de connaitre toutes les actions biologiques deaceetir, dans tous les organes, et d’envisager
possiblement des essais thérapeutiques (si leufagsé impliqué dans une maladie particuliere).

Les différentes techniques d’intégration sont,\@ment (Kaplan et Delpech, 2007) :

> la transgénese additive (avec ou sans promoteunctide) : le gene que I'on integre
peut étre un géne artificiellement muté (étude kigsippathologie moléculaire) ou un gene non
exprimé dans la cellule ou I'animal (démonstratam la capacité d’'une protéine a induire une
différenciation), ou un géne normal que I'on sotdé&ire surexprimer. Les promoteurs inductibles
sont des promoteurs activables a la demande pamoféule donnée. Ce type de promoteur va
permettre de déclencher a la demande I'expressiongéne donné afin de déterminer ses effets
sur la cellule ou 'organisme. Il y a quelques amkes plus utilisés étaient une séquence du LTR
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(Long Terminal Repeptdu virus de tumeur mammaire de la souris (MMT™Wouse Mammary
Tumor Virug qui est activable par la dexaméthasone, et lempteur du gene de la
métallothionéine inductible par la dexaméthasonkesions zinc ou cadmium. Les problemes de
ces promoteurs étaient que 'induction nécesgitagieurs heures, avec un taux d’'induction faible,
et parfois une activation du géne sans méme apdnigucteur. Cela a conduit a développer des
systemes beaucoup plus performants, le systemdudtion ou de répression par les tétracyclines
(dit Tet-on et Tet-off) et le systeme d’'inductioarun analogue des cestrogenes.

> la souris invalidéekfiock-out KO) ou plutdt la souris KO conditionnel : en eéffaous
avons vu que les mutations dans les facteurs desdration étaient souvent déléteres ;
I'inactivation d’'un facteur de transcription chezdouris a donc de forte chance d’entrainer la mort
in utero (souris non viables). Il est donc intéressant dansas d’inactiver le gene a un moment
précis, ou dans un tissu précis, une fois le d@palment embryonnaire terminé. Il existe pour cela
de systemes cre-lox inductible.

» la souris Kl knock-in(plus rare), qui consiste a introduire une mutate facon ciblée.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL
PERSONNEL

IDENTIFICATION DU SITE
CONSENSUS DE FIXATION DU
FACTEUR DE TRANSCRIPTION

STOX1
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. Introduction — contexte

Dans les pays industrialisés, une des principaledadies de la grossesse est la
prééclampsie. Il s’agit d’'une maladie syndromiquenaltifactorielle, spécifiguement humaine, qui
affecte entre 3 et 8 % des grossesses. Elle emttéesée par une hypertension gestationrsle
novo(Pression Arterielle Systolique140 mmHg et Pression Artérielle Diastoliqu®0 mmHg) et
une protéinurie (> 300 mg/24 heures), se déveldpagmartir de la Z0'° semaine d’aménorrhée.
Soixante-quinze pour cent des prééclampsies sdoggent lors de la premiére grossesse, ce qui
rend cette maladie difficile a prévoir. Les symp&nue la maladie s’aggravent tout au long de la
grossesse, et peuvent potentiellement entraindédés de la mere (environ 20 déces par an en
France). A ce jour, les solutions pharmaceutiquésentives ou thérapeutiques sont trés limitées,
et le seul moyen efficace de stopper la progresigoia prééclampsie reste le retrait de l'unitéfoet
placentaire. Ainsi, la prééclampsie est respons#bleviron 15 % des naissances prématurées dans
les pays occidentaux. Le défi majeur de l'obstinicest donc de permettre a la grossesse de se
poursuivre, afin d’améliorer le pronostic pour Ffant, sans porter atteinte a la santé de la mere
(d’aprés le site web du CNGOF, College National @gmecologues et Obstétriciens Francais :
http://www.cngof.asso.fr/index.htil

Méme s’il semble établi que le placenta soit aidime de cette maladie, les mécanismes
impliqués dans le développement du syndrome madtezstent mal connus. Le consensus admis
aujourd’hui est qu’un défaut de placentation (Feg84) entrainerait une mauvaise vascularisation
placentaire (et donc une moins bonne perfusionjjuaén paralléle, le placenta libérerait des
substances vaso-actives qui altéreraient I'endotinél vasculaire maternel, entrainant
I'hypertension maternelle (Figure 32).

Figure 31 : Schéma d’un placenta humain
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Artéres endométriales

D’aprés (Fuchs et Ellinger, 2004).

A : Position du foetus et du placenta dans l'utérus.

B : Agrandissement d'une unité fceto-placentaire. placenta humain est un placenta de type histalegiq
hémochorial : c’est le type de placenta chez lesimidéres ou les sangs maternel et feetal sont separde moins de
couches cellulaires. Des artéres endométrialesu@ues spiralées utérines) déversent du sang eiclexygéne dans
une chambre intervilleuse. Les échanges (oxyger®, @cides aminés,...) se font au niveau de villosidés
contiennent de multiples vaisseaux sanguins foet@@s vaisseaux sont séparés du sang de la méréeyrar
endothélium et une couche de syncytiotrophoblastasche de cellules foetales ayant fusionnées)ahg pauvre en
oxygeéne dans la chambre intervilleuse regagneadalation maternelle via des veines endométriales.

66



Figure 32 : Le défaut de remodelage des arteres spiées utérines en cas de prééclampsie
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Adapté de (Kaufmanat al, 2003). Au cours de la formation du placenta humnane sous-population de trophoblastes,
les cytotrophoblastes extravilleux, envahissemtd@metre utérin jusqu’a atteindre les artéres ypéaoentaires ou ils
prennent la place des cellules endothéliales maltesn Lors d’une grossesse normale, ce remodelamjaine la perte
de la capacité de réponse des artéres spiralées authstances vaso-actives, ce qui se traduit palangissement
fonctionnel des artéres et une perfusion sangudéguate au bon développement du foetus. En casgdelampsie, ce
remodelage se ferait mal, entrainant une moins ég@enfusion. L’hypertension artérielle materneliservée dans ce
syndrome permet probablement de compenser cettesrhonne perfusion. Cependant, les mécanismes i atte
hypertension ne sont pas encore parfaitement ésicides éléments de réponses ont tout de méme &meipurs de
ces dix derniéres années, notamment grace a lamtestde la libération par le placenta prééclague de substances
spécifiquement impliqués dans I'angiogenese (coremeécepteurs solubles du VEGNascular endothelial growth
factor— et de 'Endogline, respectivement sFltl et sEpg)participent a I'établissement de I'hypertemsio

La prééclampsie reste difficile a étudier directehtans I'espece humaine car nous n’avons
acces qu'a des placentas a un terme avancé delddienquand les causes et conséquences de la
maladie sur l'unité foeto-maternelle sont indistiaigies. De plus, jusqu’a peu, le manque de
modéles animaux limitait I'investigation de I'étahogénie de cette maladie et I'évaluation de
nouveaux médicaments. Cependant, un nouveau modalkn de prééclampsie sévere a
récemment été développé au sein du laboratoireodteur Vaiman (Doridoet al, 2013). Ce
modele, que je détaillerai par la suite, représante piste prometteuse dans I'exploration de voies
physiopathologiques de la prééclampsie.
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Malgré les lacunes dans la compréhension de laigggthologie de la prééclampsie, cette
maladie est connue comme étant un syndrome mudiffatqui a une base génétique polygénique,
et une héritabilité estimée a environ 55 % a paldir’analyse de grandes cohortes scandinaves
(Cnattingiuset al, 2004). STOX1(Storkhead box )lest le premier gene dont un variant a été
associé a cette maladie (van Dgk al, 2005). Plusieurs études ont par la suite monbré s
implication dans la prééclampsie. En 2009, uneyapatlu transcriptome de biopsies placentaires
du premier trimestre de la grossesse a révélé 'gypréssion deSTOX1était significativement
augmentée (2,1 fois) dans le placenta des femmesgudévelopper une prééclampsie (Foueds
al., 2009). De plus, dans des modeles cellulaires,&té montré qu8TOX1modulait I'invasion
cytotrophoblastique (van Dijlket al, 2005) et que la surexpression du gene dans gnéelide
choriocarcinome humain (JEG-3) entrainait des atiténs transcriptomiques trés significativement
corrélées a celles observées dans des placenedgm@tiques (Rigourét al, 2008). Ainsi, la
surexpression précoce 8& OX1serait une caractéristique d’une placentationrante et serait liee
a la prééclampsie.

L’équipe du Docteur Daniel Vaiman a llnstitut Cach qui s’intitule « Génomique,
Epigénétique et Physiopathologie de la Reproductiosiintéresse entre autres au roleSd@X1
dans la physiopathologie de la prééclampsie. laitiant basé sur des modeles cellulaires et des
matériels biologiqgues humains (ARNs placentaird®NA de patientes, plasmas de patientes), ce
travail a pris un nouveau tournant depuis que bori@oire a développé un modéle de souris
transgénique (avec un fond génétique FVB/N) parsgénese additive d&TOX1 afin d’étudier
son impact sur la placentation. Lorsque des séem®lles sauvages ont été croisées avec des males
transgéniques (ce qui permet la restriction depfegsion du transgéne a la sphére foeto-
placentaire), ces souris ont développé un syndnom@éclamptique sévere, en dépit du fait que la
prééclampsie ne se développe pas spontanémenteshemgeurs. En effet, au cours et seulement
pendant la gestation, ces souris présentaient wpertension sévere (Pression Artérielle
Systolique > 160 mmHg), une protéinurie ainsi ge’'u@évation de marqueurs sériques de la
prééclampsie (sFltl et sEng). Les modificationsspipathologiques observées chez les souris
surexprimantSTOX1dans l'unité feeto-placentaire étant semblableles de la prééclampsie
humaine, il est fort probable que des mécanismkarigine de I'établissement de ce syndrome
soient communs. Ce modéele est a notre connaissdrecee jour le seul modéle de prééclampsie
sévere chez les rongeurs, et constitue un atoquernpour déchiffrer de nouvelles voies impliquées
dans la physiopathologie de la prééclampsie, et tester de nouvelles approches thérapeutiques.

Si le r6le du gen&TOX1dans la prééclampsie est donc maintenant bieti,&abconnait
cependant peu de choses sur la biochimie des pestéu’il code. En effet, d'aprées les bases de
données NCBI National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fret Ensembl(http://www.ensembl.ory/ cing transcrits
différents sont générés et codent quatre isofofle8, C et D, voir Figure 33 et Annexe 3).
L’isoforme A a été défini dans le papier princepan Dijk et al, 2005) comme un facteur de
transcription. Les auteurs ont utilisé trois logisien ligne : le programme SIFSdrting Intolerant
From Tolerant http://blocks.fhcrc.org/sift/sift.htmilpour prédire si une substitution d’acide aminé
aurait une incidence sur la fonction de la protéite programme PSIPREDP(otein Structure
Prediction server http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipredpour I'analyse de structure secondaire ; et le
programme MotifScanh{tp://scansite.mit.edupour identifier les motifs protéiques. De plus, |
comparaison de sa séquence avec d’autres protgareanalyse bio-informatique (Annexe 4) a
permis de prédire que lisoforme A, qui inclut Isamble des exons, contient un signal de
localisation nucléaire, un domaine de fixation ADN contenant des acides aminés chargés
majoritairement positivement et se rapprochantedei de la famille des facteurs transcriptionnels
FOX (Forkhead box Annexe 4), et un domaine de transactivation (f@d@8). Cependant, on ne
connait ni les séquences avec lesquelles il inter@gyuels potentiels genes il régule directement
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Figure 33 : Transcrits et isoformes de STOX1

NLS | DBD | NES IT,\I 3 UTR

(1) H Isoforme A :
1 / \ V—\ - dans le cytoplasme des
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\/ / polyploides

3 =) Isoforme B : dans le noyau
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‘ L | Isoforme C : au niveau du
@ s e nucléole
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\\///

§ Isoforme D : pas
(3) J\ / N \/_1 = d’information

D’aprés (Rigourcet al, 2009). Le gen&TOX1code quatre isoformes: A (989 acides aminés), 2B gides aminés), C
(169 acides aminés) et D (879 acides aminés).Soésrmes sont situées dans différents compartineatiigaires dans
les cellules placentaires. La localisation cell@lade 'isoforme A (noyau ou cytoplasme) dépend'éat de ploidie
cellulaire (van Dijket al, 2005). Les isoformes B et C sont situées dam®yau. L’ARNm qui code I'isoforme D est
trés peu transcrit et il 'y a eu a ce jour aucétuele sur sa localisation cellulaire. Les coulédestiques a l'intérieur
des exons indiquent les séquences de protéineijdes.

NLS (Nuclear Localization SequenceSéquence de localisation nucléaire.

DBD (DNA Binding Domaih: Domaine de liaison a I’ADN.
I NES (uclear Export Signal: Signal d’export nucléaire.

TA (Transactivator domain: Domaine transactivateur.
Par épissage intra-exonique, le domaine transaetivalans I'isoforme B est supprimé. Par épisstigenatif de I'exon
3, une partie du DBD dans I'isoforme C est enlevd@s. différentes couleurs des derniers exons imdifjgue le site
d'épissage est différent d’un isoforme a l'autrei(MAnnexe 3).

J'ai effectué un stage de recherche dans le laliogatu docteur Daniel Vaiman, dont le but
était d’identifier le site de fixation a ’'ADN de Iprotéine STOX1 via la méthode de PCR-sélection,
dont le principe est de purifier des oligonucléesidfixés par un facteur transcriptionnel
sélectionnés par celui-ci au sein d’'une banquegbolicléotides aléatoires. Pour cela, jai d'abord
construit un vecteur plasmidique permettant I'egpien d’'une protéine chimérique Flag-STOX1
pour les isoformes A et B (qui contiennent touessdeux le domaine présumeé de liaison a ’ADN),
dans le but final d'utiliser un anticorps anti-Flags spécifique lors de la phase de purification.
Cette technique m’a permis de déterminer deux s@gseconsensus possibles du site de fixation
gui sont en cours de validation via des expériedea®tard sur gel et d’essais luciférase.
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[l. Matériel et méthodes

A. Construction d’'un vecteur d’expression pour Flag-STOX1A et Flag-STOX1B

Pour produire notre protéine chimérique Flag-ST@X&forme A ou B), nous avons utilisé
un vecteur déja disponible au laboratoire, ou gusace d’ADNc deSTOX1(isoforme A ou B)
humain avait été intégrée dans le vecteur pCMXedes sites des enzymes de restriction EcoRI et
Hindlll (Figure 34). Le Flag en lui-méme correspanth séquence protéique DYKDDDDK (Acide
aspartique — Tyrosine — Lysine — Acide aspartigéeide aspartique — Acide aspartique — Acide
aspartique — Lysine). Pour construire I'insertj gammandé des oligonucléotides contenant deux
séquences dag encadrées par les séquencesuesguar 'enzyme de restriction EcoRI
(GAATTC) : GAA TTC ATG|[GAC TAC AAG GAC GAC GAT GACAAG| GGA TCC[GAG
TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GGA TCC GAA TTC (75 pb)Le vecteur ainsi que des
inserts Flag ont été digéré avec I'enzyme de s EcoRl de chez Life Technologl¥s
(Carlsbad, Etats-Unis). Le vecteur a ensuite éghagphorylé avec de la SABHrimp Alkaline
Phosphatasede chez Affymetrix® (Santa Clara, Etats-Unisktte étape est essentielle pour éviter
la recircularisation du plasmide. Le vecteur déphosylé a ensuite été purifié sur colonne avec le
kit « NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up » de chezhdey-Nagel (Diren, Allemagne) avant
ligation. La ligation a été réalisée avec de ladig T4 de chez Thermo Scientific (Waltham, Etats-
Unis) toute une nuit en présence du vecteur digeréié et des inserts digérés purifiés présents en
exces molaire (5 a 10 fois). Des bactéries chimmgaitentes (« One Shot® TOP10 Chemically
Competent E. coli », Life Technologi®§ ont ensuite été transformées avec le mélangigaléoh
et étalées sur milieu sélectif (LB-Ampicilline). Ags une nuit & 37°C, une PCR a été réalisée sur les
clones obtenus avec des amorces situées de pkeiuge des inserts attendus (T7P et 360R, Figure
34). Cela permet de voir, grace a une migrationgelid’agarose a 2 %, lesquelles ont intégré un
insert ou éventuellement des concatémeres d’indeets colonies ayant intégré un ou plusieurs
inserts ont alors été mises en culture (milieu+H.Bmpicilline 100 pg/mL) toute une nuit. Le
lendemain, 'ADN plasmidique de ces colonies aedigait par la technique « miniprep » grace au
kit « GeneJET" Plasmid miniprep Kit » de chez Thermo Scientifiséquencé & la plate-forme de
séquencage de I'Institut Cochin afin de vérifiem@mbre d’inserts correctement intégrés et leur
sens.
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Figure 34 : Construction du vecteur Flag-STOX1
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Pour produire notre protéine chimérique Flag-ST@Xaforme A ou B), nous avons utilisé un vecteyadfisponible

au laboratoire, ou la séquence d’ADNcSIEOX1(isoforme A ou B) humain a été intégrée dans tetereg pCMX entre
les sites des enzymes de restriction EcoRI et Hintle Flag en lui-méme correspond a la séquencaémue

DYKDDDDK (Acide aspartique — Tyrosine — Lysine —ide aspartique — Acide aspartique — Acide aspartigécide

aspartiqgue — Lysine). Pour construire l'insertj gammandé des oligonucléotides contenant deuxesigs de Flag
encadrées par les séquences reconnues par I'erdgymestriction EcoRIl (GAATTC) : GAA TTC ATG GAC TAC
AAG GAC GAC GAT GAC AAG GGA TCC GAC TAC AAG GAC GAGAT GAC AAG GGATCC GAATTC (75

pb). Le vecteur ainsi que des inserts Flag ontdiéré avec I'enzyme de restriction EcoRI. Le vect ensuite été
déphosphorylé avec de la SABhtimp Alkaline Phosphataspour éviter la recircularisation du plasmide. uexteur

déphosphorylé a ensuite été purifié sur colonnetdigation.

CMV minimal (Cytomégalovirus) : séquence promotricete permettant l'initiation de la transcriptiqoontenant

notamment la boite TATA, la boite CAAT,...)

B. Transfection dans des cellules COS et extraction ptéiqgue

Les cellules COS-7 ont été cultivées dans un mitiemplet DMEM(1X)+GlutaMAX™-1
(Life TechnologieS") contenant 10 % de sérum de veau feetal (SVF) %t de pénicilline-
streptomycine. L'ensemencement a été effectué e&8ret 45 % de confluence la veille de la
transfection (de facon a étre en phase exponenteéelendemain au moment de la transfection). Les
cellules ont été transfectées avec la lipofecta®2@00 de chez Life Technologiésqui contient
des liposomes pouvant piéger les molécules d’AD&¢ (iposomes, en traversant la bicouche
lipidigue des membranes des cellules eucaryotes/emé ainsi faire rentrer des molécules d’ADN
dans les cellules). Pour chaque transfection danpuits d’'une plaque 6 puits de chez TPP®
(Trasadingen, Suisse), 2 ug d’ADN ont été mélaragtss 200 uL de DMEM simple (sans SVF ni
antibiotique) contenant 6 pL de lipofectamine. Ap&heures d’'incubation, du SVF a été rajouté
afin d’en avoir 10 % dans le milieu. Pour certaitr@msfections, du MG132 réf. C2211 de chez
Sigma-Aldrich® (Saint-Louis, Etats-Unis) a été ta : il s'agit d’un inhibiteur du protéasome
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devant étre utilisé a 20 uM dans le milieu de calfpendant 4 heures avant I'extraction protéique.
L’extraction protéique en elle-méme a eu lieu 48rbe apres la transfection : les cellules ont été
décollées des puits par grattage puis récupérées utatampon d’extraction RIPA contenant des
anti-protéases (25 mM NaCl+ 10 mM Tris-HCI pH7:55 mM EDTA + 0,1% NP-40 + 1X
Protease Inhibitor Cocktail de chez Sigma). Letutasd ont ensuite été soniquées 5 fois 5 secondes
dans le sonificateur Bioruptor® Standard de cheagBmode (Liege, Belgique), puis laissées
1 heure sous agitation a 4 °C. Aprés centrifuggpiomr sédimenter les débris cellulaires (5 minutes
a 13000 g), le surnageant contenant les extrai$eigues a été prélevé. Une partie de ce
surnageant a été conservée pour doser les pro{@aeta méthode de Bradford), une autre partie
pour le Western blot (WB) de controle. Une foisN® de contrble réalis€, une transfection a plus
grande échelle a été réalisée, en vue de I'expiride PCR-sélection, dans des boites rondes de
culture cellulaire de 60,1 cm? (TPP®). Les quastitie milieu, de plasmide et de lipofectamine
dans ces boites ont été calculéepr@unata de la surface cellulaire (un puits d’'une plaqueu@s
faisant 8,960 cm?).

C. Western blot : vérification de I'expression de la potéine

Une partie de l'extrait protéique obtenu a été mgd® a un tampon de dénaturation
Laemmli contenant du béta-mercapto-éthanol (50 mMs TpH6,8 +2 % SDS + 10 %
glycérol + 0,004 % bleu de bromophénol + 5 % bétsieapto-éthanol) de facon a déposer 10 a 30
lg de protéine. Les échantillons ont ensuite étdiftds a 100 °C pendant 5 minutes afin de les
dénaturer, puis déposeés sur un gel de polyacryemdcondition dénaturante (SDS-PAGE). Le gel
de concentration (qui permet de concentrer lesréitloas protéiques sur la méme ligne de départ
avant séparation) et le gel de séparation 10 % ggunet de séparer les protéines en fonction de
leur poids moléculaire apparent) ont été coulésr (dmnexe 6 pour la composition). Aprés
migration des protéines dans un tampon adéquat £brmM + Glycine 190 mM + SDS 2 %) puis
transfert sur une membrane de PolyVinyliDene FlderéPVDF) Amersham HybdN-P de chez
GE Healthcare (Pittsburgh, Etats-Unis) dans ureaainpon adéquat (glycine 192 mM + Tris base
25 mM pH8,3), les sites aspécifiques de la membaoaniedté bloqués par les protéines de lait dans
un tampon de blocage de PBS contenant 5 % denlgibedre. Puis les membranes ont été incubées
une nuit a 4 °C avec l'anticorps primaire anti-FMg (Sigma F3165) dilué au 2 508 dans un
tampon de PBS contenant 0,1 % de tween et 1 %idd_éalendemain, apres trois lavages des
membranes dans du PBS contenant 0,1 % de twemnticbrps secondaire anti-souris (DAKO
P0260 de chez Sigma) dilué au 2 B@lans de la gélatine a été ajouté pendant enviternaure a
température ambiante. Cet anticorps est coupléartaxydase de raiforHprseradish peroxydase
HRP). Cette peroxydase catalyse la production,@'Ht O a partir de HO, et I'oxydation
successive du luminol qui se retrouve alors dangtah excité et émet de la lumiére autour de
430 nm (indétectable a I'ceil nu). La détection @& réalisée grace au kit de chimioluminescence
« ECL SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Satesk> de chez Thermo Scientific, et la
révélation sur un film photographique.

D. PCR-sélection

Le mélange suivant a été incubés pendant 40 mind@$tg de protéines issues des extraits
protéigues des transfections (qui étaient doncerwgss dans du tampon RIPA : 25 mM NaCl +
10 mM Tris-HCI pH7,5 + 5 mM EDTA + 0,1% NP-40 X Protease Inhibitor Cocktail de chez
Sigma), en présence de 5,5 ug de poly(dl-dC) (adeaoly(deoxyinosinic-deoxycytidylic), un
copolymére double brin aléatoire ne contenant egsebdises Cytidine ou Inosine, qui, en entrant en
compétition avec I'’ADN, diminue les fixation nonégifiques entre ’ADN et les protéines), avec
3 ng dune solution d'oligonucléotides aléatoiresulble brin de 76 pb (construits avec deux
séquences fixes de 25 pb — qui ont été utiliséas lps amorces de PCR — encadrant une séquence
aléatoire de 26 pb : Figure 31), dans un volume titg¢ 50 pL d’eau exempte de DNAse et RNAse.
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En paralléle, 1,5 mg de billes Dynabeads® ProteideGhez Life Technologi¥ ont été lavées
deux fois avec 400 pL de PBS. Ces billes ont éahbées pendant 20 minutes sous agitation avec
1 ug de l'anticorps anti-Flag M2 dans 200 uL de fBE5% NP40. Les billes couplées aux
anticorps ont ensuite été incubées sous agitagadgnt 20 minutes avec le mélange contenant les
extraits protéiques et les oligonucléotides aléasoiApres trois lavages avec 400 uL de PBS, les
complexes billes-anticorps-protéines-ADN ont éguspendus dans 30 pL d’eau puis dénaturés 10
minutes a 100 °C. Le surnageant a ensuite été éé&ugb on a réalisé des PCR (grace aux amorces
des oligonucléotides) avec différents nombres dgecyFigure 36) dont 4 pL du produit a été
déposé sur un gel d’agarose 3 %, ce qui a permigriféer la taille et choisir le produit de PCR le
plus riche en ADN spécifique en fonction du nomtbeecycle. Le produit de PCR le plus adéquat a
été choisi pour réaliser un autre tour de PCR-8élgcqui consiste a réaliser & nouveau la suite
d’étapes purification-immunoprécipitation-élutio@R décrit plus haut, en remplacant les
oligonucléotides aléatoires par 3 uL de produitRI8R du tour précédent. En tout, 5 étapes
consécutives ont été réalisées. A la fin du cingeidour, les produits de PCR ont été purifiés sur

gel a l'aide du kit « GeneJet Gel Extraction kilee chez Thermo Scientific. Ces extraits purifiés
ont ensuite été clonés.

Figure 35 : Schéma général de la technique de PCRlsction réalisée
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Le principe de cette technique est de purifier alegonucléotides sur lesquels un facteur transompiel se fixe, au
sein d’'une banque d'oligonucléotides aléatoiress pmtéines et des oligonucléotides aléatoires daitord mis a
incuber, puis le mélange est immunoprécipité sur iles couplées a des anticorps reconnaissapitolggine. Une
élution finale nous permet d'obtenir les séquerdd®N retenues, et une PCR nous permet de les &ieplCing

étapes consécutives sont réalisées. Les oligortiddéosélectionnés par cette technique sont enslomés puis
séquenceés.
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Figure 36 : PCR réalisée a chaque tour de la PCR{sétion

H-O 23,8 uL
Tampon 5X-MgCj 10 uL PCR :
MgCl, (25 mM) 4 pL (2 mM final) 1) 95°C : 30 sec
1uL 2) 95°C : 15 sec
dNTP (10 mM) (0,2 mM final pour chaque dNTP 3; 55°C : 15 sec
Amorce F-76 (10 uM) 3 uL (0,6 uM final) 4) 72°C : 15 sec
Amorce R-76 (10 uM) 3 uL (0,6 uM final) 5) 25 ou 30 cycles de 2) a 4)
GoTad (Promega) 0,2 puL 6) 72°C : 1 min
ADN 5puL 7) 20°C 0
Total 50 uL

A la fin de chaque tour de PCR-sélection, le suenag est récupéré et on réalise des PCR (gracaraarces des
oligonucléotides) avec différents nombres de cyaet 4 pL du produit est déposé sur un gel d’agaéo8 %, ce qui
permet de vérifier la taille et choisir le proddé PCR le plus riche en ADN spécifique en fonciamombre de cycle.
Le produit de PCR le plus adéquat est choisi péatiger un autre tour de PCR-sélection, qui comsstéaliser a
nouveau la suite d'étapes purification-immunopriéafpn-élution-PCR décrit plus haut, en remplacdas
oligonucléotides aléatoires par 3 uL de produiP@R du tour précédent.

E. Clonage dans le vecteur TOPO-TA et séguencage

Le clonage dans le vecteur TOPO®TA cloning® chez Life Technologi®$ est une
meéthode rapide et facile pour cloner des produgisP€R et faire du séquencage. En effet, le
vecteur pCR"2.1®-TOPO® de 3,9 kb ouvert est construit de tillmn a se lier facilement avec
les produits de PCR qui ont eu souvent une baseiAeée rajoutée en 3’ par la Taq polymérase
au cours de I'élongation (Figure 37). Dans un pegrt@mps, le produit de PCR a été incubé avec le
vecteur TOPO-TA pendant 10 a 15 minutes a tempéranbiante (temps nécessaire pour que la
topoisomérase | crée une liaison covalente entprdduit de PCR et le vecteur). Les produits de
cette incubation ont été transformés dans des Hextéhimiocompétentes « One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli » de chez Life Tecbg@s", cultivées sur des boites de Petri
Ampicilline de 10 cm de diamétre sur lesquellea@jouté 40 pL d’'IPTG/X-gal de chez Sigma. Le
lendemain, une PCR a été réalisée sur les clorteausbdans le but de voir la taille des fragments
intégrés dans le vecteur. Les colonies d’intérét alors été mises en culture (milieu LB +
ampicilline 100 pg/mL) toute une nuit. Le lendemdiADN de ces colonies a été extrait par la
technique « miniprep » grace au kit « Geneé¥EPlasmid miniprep Kit» de chez Thermo
Scientific, et séquencé a la plate-forme de séqgmnde I'Institut Cochin (avec 'amorce M13F) en
vue de futures analyses.
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Figure 37 : Carte du vecteur pCR™2.1-TOPC”

lacZa. ATG i
M13 Reverse Primer | H’"F n KP‘H | Sa<‘: 1 BFmﬁ-“ Sﬁ‘ae I

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EcoR| Ec?R |

\ |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTIHi Y WPRIAG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG

Ec?R \Y Bs‘tX | Nc])t | Xllvo | Nsill )‘(ba | Apla |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA A CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

D’aprés le manuel technique du kit de clonage «@®PTA Cloning® Kit» disponible sur le site de Life
Technologie¥ (http://www.lifetechnologies.coi/ Le clonage dans le vecteur TOPO-TA est une nuéthapide et
facile pour cloner des produits de PCR et fairsélyuencage. En effet, le vecteur de 3,9 kb ousedanstruit de telle
facon a se lier facilement avec les produits de RfLiRont eu souvent une base Adénine de rajoute® jgar la Taq au
cours de I'élongation. Le site d’insertion est &iau milieu du génkacZ, ce qui nous permet en culture bactérienne de
visualiser facilement les clones ayant intégrénseit. On utilise pour cela un mélange d’'IPTG eXegal. L'IPTG est
un analogue de l'allolactose : il se lie au répeassle I'opéron lactose et bloque son action. LEPiRiduit donc la
transcription de I'opéron lactose, en particulergene de la béta-galactosidase lmZ). Le X-gal est quant a lui un
galactoside (un hétéroside du galactose) : ce ceénjpzolore peut étre hydrolysé patgalactosidase, ce qui libére
la partie indolique qui forme ensuite par oxydationcomposé bleu, insoluble dans I'eau, qui prézipu site de la
réaction (c’est donc ce qu'on appelle un substhmbmogénique de |f-galactosidase, c’est-a-dire qui produit une
coloration lors de la réaction). Ainsi, en présedeexX-gal, les bactéries qui deviennent bleues seligs ayant intégré
un plasmide ou le génacZ est intact, c’est-a-dire un plasmide n’ayant pagiié de produit de PCR.
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F. Analyse bio-informatique : logiciel MEME

L’analyse des séquences a été effectuée a l'aidegitiel MEME (Multiple Em for Motif
Elicitation) version 4.9.0, qui est un logiciel accessibldigme (http://meme.nbcr.ngt/décrit pour
la premiére fois dans un article en 1994 (Bailefzl&in, 1994), et qui permet de trouver un motif
commun au sein d’'un groupe de séquences d’ADN aédaences de protéines. Un motif est une
suite de bases azotées ou d’acides aminés danslnenpoécis qui est retrouvée plusieurs fois dans
un groupe de séquences (d’ADN ou protéiques). LesfsTMEME sont établis a partir de matrices
de probabilité de position qui indiquent la prollislde chaque lettre d’apparaitre a une position d
motif (les motifs MEME ne contiennent pas de la@)néMEME prend en entrée un groupe de
séquences d’ADN ou de séquences protéiques, atréa autant de motifs que demandé (Figure
38). Pour choisir automatiquement les meilleurs ifislotMEME utilise des techniques de
modélisation statistique en comparant chaque naotih modéle aléatoire : MEME construit tout
d’abord une banque de séquences aléatoires ou elpagition est indépendante, et ou les bases
sont choisies en fonction de leur fréquence darmlaue qu’on lui a soumise. MEME compare
ensuite ces séquences aléatoires aux séquencesgefopar I'utilisateur, et calcule la probabilité
gue chaque motif trouvé apparaisse par hasardyrmmadt les valeurs suivantes :

> le rapport de vraisemblance logarithmique (« Id@lihood ratio ») : le rapport de
vraisemblance logarithmique du motif est le lodmmé du rapport de la probabilité des occurrences
du motif au sein de I'ensemble des séquences dsrsuda probabilité des occurrences du motif
au sein de I'ensemble des séquences aléatoiresil Bt éleve, plus le motif trouvé est spécifique

> la E-value : il s’agit de la signification stattpie du motif (plus la E-value est faible,

plus le motif est statistiguement significatif). Eavalue d’un motif est basé sur son rapport de
vraisemblance logarithmique (« log likelihood ratip le nombre de bases constituant le motif, le
nombre de séquences dans lesquelles il apparsifrdguences des bases dans I'ensemble des
séquences donneées, et la taille de I'ensemble épsesces. La E-value est une estimation du
nombre prévu de motifs ayant le méme rapport dsemeblance donnée (ou supérieur), la méme
largeur et le méme nombre d’occurrences, que lommait trouver dans un modele aléatoire. |l
s’agit donc de la probabilité de trouver ce motikdte fréquence dans un modéele aléatoire.

A partir de ces données, MEME représente les mutiuvés sous forme d’'un « LOGO »
qui contient des piles de lettres a chaque posi@ms le motif. La hauteur totale de la pile est
proportionnelle a la signification statistique deque lettre dans l'identification du motif (daes |
détail, la hauteur de la pile est calculée a pdsifentropie relative de cette position dans ki
en bits, autre valeur statistique dont je ne détail pas le calcul ici). La hauteur des lettres
individuelles d’'une pile est la probabilité de ddtte a cette position multipliée par la hautetaleo
de I'empilement.

Par ailleurs, MEME présente les occurrences [sitesnotif dans I'ensemble des séquences
données, alignés les uns avec les autres. MEMEmeEggalement ces occurrences sous forme de
diagramme. Chaque site est identifié par le nofad&quence ou il se produit, le volet (si les deux
brins de séquences d’ADN sont utilisés), et latmmsidans la séquence ou le site commence. Enfin,
un schéma fonctionnel montrant un combiné de tesisriotifs (non chevauchants) sur chacune des
séquences contribuant aux motifs est présentéatianalyse.
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Figure 38 : Page d’entrée des données sur le logictMEME en ligne

e _MEME

N Multiple Em for Motif Elicitation

Verwin 45.0

-| Data Subwmission Form

Required
Critéres de

recherche

per sequence
Zero or one per sequence

18 Bhg BE mATE 9 any numiter of reptitons
characters

Entrée des
séquences

Options
Perform discrim inative motif d
] name o1 @ fis Contamnieg THeGATY
Parcou L:

Markey madet
Parcours.. | Clear

iw\ 0 LY OPTIONS

Start search

Vorsion 450 Pinase send commernts and questions to: memeg@nbernet Pawered by Dpsl

Sur cette page, on entre nos séquences et ontchossicriteres de recherche : nombre d’occurrencendtif par
séquence, taille minimale et maximale en pairdsades, nombre de motifs recherchés parmi les séegsi€lonnées.

G. Gel retard

Des sondes simple-brin biotinylées et non-biotieglécontenant les motifs consensus
identifiées au cours de la PCR-sélection ainsi tpie séquence complémentaire respective
(biotinylées et non biotinylées) ont été commandésasr le site d’Eurogentec
(http://www.eurogentec.com/eu-home.hnett sont représentées dans la Figure 39. Des sonde
mutées non-biotinylées et leur séquence complémerdat également été commandées. Toutes
ces sondes ont été hybridées avec leur brin congpitxine dans le milieu suivant (10 mM Tris,
amené a pH8,0 avec HCI + 1 mM EDTA + 50 mM NaCl)ugiisant un programme thermique en
gradient de température sur une machine PCR (9p€t@lant 5 minutes puis 70 cycles d’'une
minute allant de 95 °C a 25 °C en faisant 1 °C enmnma chaque cycle). L'efficacité de cette
hybridation a été contrdlée sur gel d'agarose a Z&s sondes double brin ont été incubées 20
minutes avec les extraits protéiques des transfestidans des proportions décrites dans le kit «
LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit » de chez Tim® Scientific. Un gel d’acrylamide a 6 %
en condition non-dénaturante (voir composition eméxe 7) a été coulé et ses sels préalablement
éliminés par un « pre-run » a vide a 200 V pen@né 60 minutes, effectué dans du TBE-0,5X
froid. Les mélanges préparés ont été déposes gal,cet la migration a été lancée a 100 V pendant
une heure. Puis, un transfert de 30 minutes a 38@&m °C a été effectué sur une membrane de
nylon HybondTM-N+ de chez GE Healthcare, préalakeleininydratée pendant 10 minutes dans du
TBE-0,5X. L’ADN transféré sur la membrane a enseii& « cross-linké » par 2 expositions de 10
secondes aux UV (des liaisons covalentes avec lmbmame de nylon ont été créees, étape
indispensable pour éviter la perte des oligonuitéstlors des étapes ultérieures). La détection du
signal a été réalisée grace au kit « Chemilumimgsileicleic Acid Detection Module » de chez
Thermo Scientific qui utilise le systeme streptavidperoxydase de raifort + luminol. La révélation
a ete realisée sur un film photographique.
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Figure 39 : Séquences des sondes utilisées pourdeard sur gel

® Sonde biotinylée®) n° 1 avec 3 sit G (consensus n° XSTRE1-biot
©-AGAG I GAG GAGCH/ GAGC-®
@ Sonde biotinylée®) n° 2 avec 3 sitqs GGTGYGGAMA (consensus n° ASTRE2-biot
®-GCTAT| IGCTAT| IGCTAT| IGCTAT-@

® Sonde non-biotinylée compétitrice n° 1 (contergasites consensus n° 1) : 3xSTRE1

AGAGCHN G AG CHE ~ G AG I GAGC

@ Sonde non-biotinylée compétitrice n° 2 (contergasites consensus n° 2) : 3xSTRE2
GCTAT| IGCTAT] IGCTAT] IGCTAT

® Sonde non-biotinylée mutée n° 1 (contenant 3 sit@sensus n° 1 mutés) : 3xmSTRE1
AGAGCCACYTCATGG |JAGAGCOCACYTCATGG JAGAGCCACYTCATGG |JAGAGC

® Sonde non-biotinylée mutée n° 2 (contenant 3 sit@sensus n° 2 mutés) : 3xmSTRE2
GCTATIGATGYTGAMA |GCTATIGATGYTGAMA [GCTATGATGYTGAMA |GCTAT

Des sondes simple-brin biotinylées et non-biotiagl€éontenant les motifs consensus identifiées arsate la PCR-
sélection ainsi que leur séquence complémentasgentive (biotinylées et non biotinylées) ont &gnmandées sur le
site d’Eurogentec hitp://www.eurogentec.com/eu-home.htmDes sondes mutées non-biotinylées et leur séguen
complémentaire ont également été commandées. Lelsups bases séparant 2 motifs consensus sur ume mé
séquence ont été choisies grace a un tableau dieoces qui sera détaillé plus loin (les baseséasotes moins
fréquentes ont été choisies).

H. Essai luciférase

Pour valider I'effet fonctionnel des séquences easss trouvées (censées étre de possibles
sites de fixation de STOX1), jai intégré ces ségas dans un vecteur contenant 'TADNc de la
luciférase firefly déja disponible au laboratoiérivé du pGL3-Basic de Promega (Madison, Etats-
Unis), dans lequel un CMV minimal a été intégraeies sites des enzymes de restrictions Xhol et
Hindlll (Figure 40). Les séquences intégrées cpopdent aux sondes hybridées qui ont été
utilisées pour le retard sur gel. Pour une intégmaen bouts francs, ces séquences double-brin
doivent étre phosphorylées : cette phosphorylati@té réalisée avec I'enzyme T4 Polynucléotide
kinase de chez Thermo Scientific. Le vecteur aigmgté digéré avec I'enzyme de restriction Smal
de chez Life Technologi€%, puis déphosphorylé avec de la SARPiimp Alkaline Phosphatasde
chez Affymetrix® et enfin purifié sur colonne avieckit « NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up »
(Macherey-Nagel). La ligation a été réalisée awwetadigase T4 de chez Thermo Scientific pendant
toute une nuit en présence du vecteur digéré puwtfdes inserts phosphorylés purifiés présents en
excés molaire (5 a 10 fois). La transformation detéries, la sélection de colonies intéressantes,
I'extraction d’ADN plasmidique et le séquencage emtieu dans les mémes conditions que pour la
construction des vecteurs d’expression Flag-STQLPCR sur clones a été réalisée avec des
amorces universelles situées de part et d’autrarndests attendus (GL2 et RV3). Le principe de
'essai luciférase a ensuite été de faire plusidtassfections de plusieurs vecteurs dans des
cellules COS avec de la lipofectamine, comme d@cécédemment (11.B). Plusieurs transfections
ont été réalisées dans des plaques 24 puits affécedies combinaisons de vecteurs : le vecteur
renilla (5 ng, qui a servi a normaliser les régssltsur I'efficacité relative de la transfectiong, |
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vecteur pGL3 avec nos inserts (270 ng), le veciedmcteur pCMX-STOX1A (200 ng). Chaque
transfection a été réalisée en « sixplicat ». Lientjtés de milieu, de plasmide et de lipofectamine
dans ces boites ont été calculéepramata de la surface cellulaire (un puits d’une plaquepis
faisant 1,862 cm?). La révélation a été réaliséatiisant le kit « Dual-Luciferase® Reporter Assay
System » de chez Promega. Les analyses statistiqii€te réalisées avec le logiciel Excel®2010.
Le test Mann-Whitney a été utilisé avec un seusidaification statistique a 0,05.

Figure 40 : Carte du vecteur pGL3-Basic (Promega)

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional

e pause site
(for background
Amp' reduction)
Kpnl 5
1 ori Sacl 11
Miul 15
Nhel 21
Smal 28
ori pGL3-Basic Xhol |32
Vector Eg”lm 36
(4818bp) indlll |53
2010|Sall Neol 86
a
2004 [BamH uc+ Narl 121
SV40 late

poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742

D'aprés le manuel technique du «pGL3 LuciferasepdRer Vectors » disponible sur le site de Promega
(http://france.promega.coin/Ce vecteur contient ’ADNc de la luciférafeefly et de multiples sites d’enzymes de
restriction en amont, ce qui nous permet d'inséles séquences en amont de ce géne et de testezffitusur
I'expression de la luciférase.

luc+ : ADNc codant pour la luciféragieefly modifiée.

Amp' : géne conférant une résistance a I'ampicillinezdscherichia coli

f1 ori : origine de réplication provenant de phéiganenteux

ori : origine de réplication darsscherichia coli

Les fleches danisic+ et le géne Amjpindiquent le sens de la transcription. La flechaglle f1 ori indique la direction
de la synthése du brin ADN simple brin.
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[1l. Résultats

A. Construction du vecteur plasmidigue et validation a Western blot

J'ai réalisé des constructions plasmidiques peantttexpression de protéines chimériques
contenant un peptide spécifique appelé « Flag »KDY¥DDK) : Flag-STOX1A et Flag-STOX1B.
Pour cela, j'ai réalisé un clonage en bout cohé&diis insert contenant la séquence de 2 Flag
(Figure 34). L'intégration de cet insert ne perrfiexpression de la protéine chimérique que si
l'insert s’'integre dans un sens adéquat (pour dedion cadre de lecture et les bons codons). Afin
d’obtenir plusieurs type de protéines chimériquescaun nombre de Flag différents, jai mis
l'insert en fort exces molaire (10 fois) lors delilgation, favorisant ainsi la ligation de plusisur
inserts en tandem dans le plasmide.

Pour Flag-STOX1A, j'ai obtenu 7 clones intéressaytnt intégré au moins 1 insert (Figure
41). Apres séquencage, il s’est avéeré qu’un plasmicit intégré un insert dans le bon sens (donc 2
séquences Flag, voir Figure 34), qu'un autre pldsnaivait intégré 2 inserts dans le bon sens (4
séquences Flag) et qu’'un autre plasmide avaitri@tégnserts dans le bon sens (6 séquences Flag).
A la suite de cela, jai réalisé plusieurs transtets suivies de Western blot avec un anti-Flag afi
de vérifier I'expression de ma protéine. J'ai pmagquer au fur et a mesure de mes transfections et
de mes WB, que les protéines chimériques contdeaplius de séquences Flag engendraient un
signal plus fort en WB (et ce, de maniere repradlejt C’est pourquoi je me suis concentré sur la
protéine chimérique 6-Flag-STOX1A (dont la séquemcenplete figure en Annexe 3). En
revanche, jobtenais toujours plusieurs bandedfarents poids moléculaires en WB suite a mes
transfections avec ce plasmide (Figure 42). Lagtuges bandes se trouvant en dessous du poids
moléculaire attendu (environ 114 kDa), je me suisialemandé s’il ne s’agissait pas de produit de
dégradation, et j'ai donc essayé de réaliser dasfections en présence de MG132, un inhibiteur
du protéasome. J'ai pu vraiment observer une eéiffée dans la taille et le nombre de bandes en
WB (Figure 42), dont une au bon poids moléculamdiuée par une fleche sur la Figure 42) : il y
avait une diminution du signal pour la bande irgére a 55 kDa, une augmentation pour les autres
bandes de plus grand poids moléculaire, et apparitiautres bandes a divers poids moléculaires
non attendus. Les signaux de poids moléculairegimfea celui attendu pouvaient correspondre tres
certainement a des formes tronquées ou modifiéds potéine car il n'y avait aucun signal pour
les contrdles négatifs. En ce qui concerne les dmé plus haut poids moléculaire en revanche,
nous avons pu penser a une forme modifiée de l&ipeo: ubiquitinylée (ou plutét poly-
ubiquitinylée a ce moment-la car une molécule djultine ne fait que 8,5 kDa), phosphorylée
(idem plutdt poly-phosphorylée).

80



Figure 41 : Electrophorése d’une PCR sur clones poua construction Flag-STOX1A
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Electrophorése des produits de PCR sur les cl@ses ide la transformation de bactéries avec destraotions Flag-
STOX1A. PCR realisée avec les primers T7P et 36@R Figure 34). Migration dans un gel d'agaros2 % + BET
(bromure d’éthidium) au 20 00T Taille attendue en I'absence d’insert : 430 phille attendue en présence d'un
insert : 500 pb. PM : poids moléculaire (1 Kb FDINA Ladder, Life Technologies). T : témoin sanseirisLes fleches
désignent les clones sélectionnés.

Figure 42 : Western blot de validation pour Flag-STOX1A

Echelle des poids moléculaire (en kDa) Révélatiomtbstern blot
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Migration dans un gel & 7 %. Anticorps primairei-&tag M2 (Sigma F3165) dilué au 2 508 révélation avec le kit

« ECL SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Satest> de chez Thermo Scientific pendant 3 secondes
Référence de I'échelle de poids moléculaires étlis« PageRul8f Plus Prestained Protein Ladder » de chez Thermo
Scientific. La fleche désigne la taille attendudalprotéine 6Flag-STOX1A.

Description des puits :

1 : Transfection vide

2 : Transfection avec le plasmide pCMX-STOX1A

3 : Transfection avec le plasmide pCMX-6Flag-STOX1A

4 : Transfection avec le plasmide pCMX-6Flag-STOXd Ajout de MG132

5 : Transfection avec le plasmide pCMX-STOX1A +utjde MG132
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En paralléle, jai également construit des plassifitag-STOX1B : STOX1B étant une
isoforme plus petite et contenant comme STOX1Admaine présumé de fixation a 'ADN, jai
supposé qu’elle serait plus stable lors des tratisfes et moins sujette a de multiples dégradations
protéiques intracellulaires. Lors de mes constonsti j'ai obtenu 5 clones intéressants ayant igtégr
au moins 1 insert. Aprés séquencage, il s’est ag@idn plasmide avait intégré un insert dans le
bon sens (donc 2 séquences Flag, voir Figure §)y’eh autre plasmide avait intégré 2 inserts dans
le bon sens (4 séquences Flag). J'ai fini par 8élawer ce dernier car le signal obtenu aprés WB
était bien plus fort et ce, de maniere reproduetiph séquence protéique de 4Flag-STOX1B
figurent en Annexe 5). En effet, plusieurs transées suivies de WB m’ont permis de mettre en
evidence la présence de cette protéine chimérigues dhos extraits par un signal fortement
spécifique a la taille attendue (30 kDa).

Au vu de tous ces résultats, j'ai donc pris la siéai de réaliser la PCR-sélection en utilisant
la protéine chimérique 4Flag-STOX1B, qui sembltbke en transfection dans des cellules COS-7,
et dont I'expression était vérifiable en WB. J'and réalisé une transfection a plus grande échelle
dans des boites rondes de culture cellulaire dé 602 (TPP®). Le WB de validation de cette
transfection est présenté en Figure 43 : on reneaFgpparition de deux bandes, une a la bonne
taille et une légerement plus basse qui pourrahtellement correspondre a une forme tronquée
de 4Flag-STOX1B.

Figure 43 : Western blot de validation pour Flag-STOX1B

Echelle de poids moléculaire (en kDa) RévélatioMmérstern blot
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Anticorps primaire anti-Flag M2 (Sigma F3165) dilag 2 500™ révélation avec le kit « ECL SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate » de chez Thernentffc pendant 3 secondes. Référence de I'éctadlgoids
moléculaire utilisée : « PageRul¥érPlus Prestained Protein Ladder » de chez Thernemtic.

Description des puits :

1 : Transfection vide

2 : Transfection pour la PCR-sélection

3 : Témoin positif (transfection test)
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B. Résultat de la PCR-sélection : obtention de séquess

Le principe de notre PCR-sélection va étre de urdes oligonucléotides sur lesquels un
facteur transcriptionnel se fixe, au sein d’une dugn d’oligonucléotides aléatoires. Le facteur
transcriptionnel va étre ici la protéine chimériglidag-STOX1B. Des extraits protéiques issus de
cellules transfectées avec le vecteur pPCMX-4Fla@%1IB (donc contenant la protéine chimérique
4Flag-STOX1B) et des oligonucléotides aléatoires &8 mis a incuber, puis le mélange a été
immunoprécipité sur des billes couplées a desampiscanti-Flag (reconnaissant seulement le Flag).
Une élution finale nous a permis d'obtenir les stopes d’ADN retenues, et une PCR nous a
permis de les amplifier. Cing étapes consécutives @é réalisées. Les oligonucléotides
sélectionnés par cette technique ont ensuite @ét€slpuis séquencés (la Figure 35 résume le tout).

En parallele de cette PCR-sélection, jai effectu® autre PCR-sélection sur le méme
principe mais en utilisant cette fois-ci des exsrgirotéiques issus de cellules transfectées avec |
vecteur pPCMX-STOX1B (sans Flag) : cette expériancenstitué mon contréle négatif.

Au cours des étapes successives de purificatiomeesuis apercu en faisant migrer nos
produits de PCR sur gel qu’il y avait apparition cecatémeres (Figure 44). Afin de ne pas
sélectionner ceux-ci au cours de l'opération (tmrauraient pu étre sélectionnés par la présence
d'un seul site de fixation pour un grand fragmeaigrs qu’il est préférable d’avoir un site
sélectionné par petit fragment de 76 pb), j'aiiséah la fin de chaque tour deux PCR différentes,
avec un nombre de cycles différent. Les produits i sélectionnais pour réaliser le tour de
sélection suivant étaient ceux qui présentaiemidéns de concatémeéres. On remarquera aisément
gu’en I'absence de protéine « flaguée », la PCRnationné malgré tout, ce qui nous a indiqué
qgu’il y avait toujours des oligonucléotides apres tincages, méme s'il n’y avait pas de protéines
« flaguées » pour les retenir sur les billes. @elasait donc soit par I'intermédiaire de protéines
aspécifiques, soit via I'anticorps, soit directetnsur les billes.

Afin de sequencer chaque fragment contenant nomealeun site de fixation, j'ai inséré les
produits de PCR du®8®tour de sélection dans un vecteur TOPO-TA. Cela permis d’obtenir 58
séquences issues de la PCR-sélection avec lamrotéilag-STOX1B, et 44 séquences issues du
contrble négatif de la PCR-sélection réalisée ga@coteine STOX1B (voir Annexe 8).

Figure 44 : Exemple d’électrophorese de produits dBCR au cours d’un tour de PCR-

sélection
Electrophorése des produitgmmss . Echelle des poids
de PCR au cours de la PCR # é ”34 m Al 8'3' 4-’ moléculaires (en
sélection. PCR réalisée ave( : pb)

les amorces sens et anti-se
(voir Figure 35). Migration
dans un gel d'agarose a 2 %
BET au 20008™ Taille

attendue : 76 pb. PM : poids
moléculaire (1 Kb Plus DNA
Ladder, Life Technologies).
Les fleches désignent
I'apparition de concatémeres.
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Légende :

1 et 1': témoins négatifs (bande aspécifique phsse que les autres)
2 et 2’ : témoins positifs

3 et 3': PCR sur oligonucléotides sélectionnéxafdag-STOX1B

4 et 4’ : PCR sur oligonucléotides sélectionnéc&/EOX1B
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C. Logiciel MEME : deux séquences consensus ont étéeitdifiées

1. Résultats pour 4Flag-STOX1B

L’analyse des résultats a été faite sur les 58es¥ms obtenues (voir Annexe 8), avec les
réglages suivants :

- distribution des occurrences de motifs : n'impaytel nombre de répétitions.
- nombre de différents motifs : 3

- largeur minimale de motif : 6

- largeur maximale de motif : 8

Pour déterminer la taille du motif attendu, je soes basé sur les données déja publiées sur
les motifs obtenus des facteurs de transcriptioXX FBenayounet al, 2008), qui décrivaient un
motif de 8 bases.

Les résultats de la soumission de ces séquenc®EME sont présentés en Figure 45 : le
logiciel a mis en évidence deux séquences consesignificatives avec des E-value de 1,510
pour le motif 1 et de 4,1.T0pour le motif 2 (Figure 45).

La suite de I'analyse a consisté a aligner maaoadht toutes nos séquences sur Excel en
repérant les bases du/des motif(s) (autour desddts plus occurrentes), et a construire undable
d’occurrences pour chaque motif consensus trouvgui@ 46), qui donnait le pourcentage de
chaque base pour chaque position. Par rapportralyse par MEME, cette analyse permet
d’inclure les séquences tronquées, les motifs guigépetent plusieurs fois dans une séquence, les
motifs un peu plus longs, ce qui a permis de trolezenotif 1 dans 23 séquences (alors que MEME
ne le trouvait que dans 18).

Une donnée tout a fait intéressante a analysét & daiagramme combiné : il montrait de
plus que les deux séquences se retrouvaient so(vent 13 séquences sur 16) sur les mémes
séquences (Figure 47).

Au final, ces tableaux m’ont donc permis de trow&@ fois le motif i 1 dans 21 séquences
et de trouver 21 fois le motifr2 dans 21 séquences sur 58. Cette analyse m’aspenfin de faire
ressortir deux séquences consensus de 10 basese(&8).

84



Figure 45 : Séquences obtenues avec le logiciel MIEEM partir des séquences issues de la
PCR-sélection réalisée sur la protéine 4Flag-STOX1B

Motif 1 : o =>» a été appelé par la suite
- E-value : 1,5.18" 5" séquenccf?:onsgnsd’sm
- nombre de sites : 18 C A

0 - o o ?T © N ®

Motif 2 : = a été appelé par la suite

- E-value : 4,1.18 24- ) la
- nombre de sites : 17 CI séqguence consensusin
alc

-
o ~ ®

= n

MEME (no 55C)21.5.2013 04:08

2_
Motif 3 : "
- E-value : 1,8.10 21-
- nombre de sites : 9
0- - o~ ™ < o) ©

MEME (no SSC)27.5.2013 0604

Pour chaque motif trouvé, MEME donne la E-values ledtres dans les logos sont toujours coloréda de&&me facon
(Adénine en rougeCytosine en bleu JeThymine en veit
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Figure 46 : Alignement des séquences sur Excel (exale sur le motif 2)
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GCTTGACATTTCACGCGTTACCC x G CT T G AC A TT T c A C G CGTTACCCTGG
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ATAGGTGCGEAGAGTTCATCACAX ATAGGT GC GGAGAGTTTC A T C A c A C G G
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COGTGTGLAGAGCCATCTCACGE X C 66T GT GGAGAGTCT C A T C T c A C G G NAC
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CTCCCCGCHACACACCANTCCAC x C T CCCCGCAACATCATCTC A G T c c A C G cC A
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GIGETGCGGEAACATGCTTCCAC X G TG6G6T G6CGGGAACATG C TT c c A C G G T
CGETGTGCAGAGCCATCTCACGE x C 66T GTGGAGAGTCC A T C T c A C G G C AC
AGGCCGCTTTCCECCGGGEEGCGE X AGGCCGCTTTCCGCCGGG G G C G c A C G
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Toutes nos séquences ont été alignées manuellesmeBixcel en repérant les bases du/des motif(sdfades lettres
les plus occurrentes). Par rapport a I'analyseM@ME, cette analyse permet d’inclure les séquenicesjuées, les
motifs qui se répetent plusieurs fois dans uneesgep) les motifs un peu plus longs.

Figure 47 : Diagramme combiné des séquences congens’ 1 et 2

Lorsque le brin d’ADN est spécifi¢, « + » désigasséquence soumise, et x signifie le brin complémentaire de cette
séquence.
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Figure 48 : Tableaux des occurrences aprés alignemtades séquences

Un tableau d’occurrences a été construit pour ahawptif consensus trouvé : il donne le pourcentigehaque base
pour chaque position.

Motif 1 (aligné sur GGNNNGG) :

A O] 0|33 0| 0] 0/13| 9 |16
T O(0O0j17/1}12| 0| O 3| 3| 4
C 0| 0|2 1j11| O] O 1| 1| 2
G 23|23 1|18/ 0 |23|23| 6|10 | 1

Total 23| 23| 2323| 23| 23| 23| 23 23| 23
Consensus G | G | T|GI|T/IC| G | G| A |AIC|A
Pourcentag

du plus |100|100|74|78| 52 | 100 100| 57| 43 | 70
occurrent

(1%}

Consensus n° 2 : GGTG[T/C]GGAJA/C]A ou GGTGYGGAMA

Motif 2 (aligné sur CACG) :

0 |13]| 2| O 21 0]21]| O
0 116/ 10| 12| 0| O] O
111 6 |21 0| 21
7 12 O 1| 0] O 021|1
Total 21| 21} 2121 | 21| 21 21 21 21

Consensusg C A |T|TIC| T C|A|C|G|G
Pourcentag

du plus |66,7/61,9/76|52,4/57,1| 100/ 100| 100|100|89
occurrent

OO >
=

~

(o]

N[N |

(1%}

Consensus n° 1 : CAT[T/C]JTCACGG ou CATYTCACGG
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2. Résultats pour STOX1B (contrdle négatif)

L’analyse des résultats a été faite sur les 44 es&mps obtenues, en utilisant les mémes
réglages que pour Flag-STOX1B :
- distribution des occurrences de motifs : n’'impaytel nombre de répétitions.
- nombre de différents motifs : 3
- largeur minimale de motif : 6
- largeur maximale de motif : 8
Aucune séquence significative n'a été trouvée pAEME (Figure 49). Cela confirmait qu’en
'absence de protéine « flaguée », les oligonuést n'étaient pas sélectionnés sur un motif
particulier.

Figure 49 : Séguences obtenues avec le logiciel MIEEM partir des séquences issues de la
PCR-sélection réalisée sur la protéine STOX1B.

Motif 1 :

- E-value : 3,4.1% 214

- nombre de sites : 1C
A C
C A

0 - &N MO & 0 O ~ ®©

2_
Motif 2 :
- E-value : 5,2.1t 21
- nombre de sites : 2|

o_.

Y N OO = 0 O

MEME (no SSC)28.5.2013 08:50

MEME (no SSC)28.5 2013 08:51

2_
Motif 3 :
- E-value : 5,2.11¢ 21
- nombre de sites : 2|

o_

Y N OO = 1 O

MEME (no SSC)28 52013 08:52

Noter I'absence de E-value faible (pas de motisificativement enrichis).
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3. Bilan

La PCR-sélection réalisée avec la protéine 4Fla@rSIB a fait ressortir 2 séquences
consensus possibles de 10 paires de bases. Censégjwont étre appelées dans la suite de
ce rapport STRE1 et STRE2 (p&ifFOX1 Reponsive Elemgnt

STRE1 : CATYTCACGG
STRE2 : GGTGYGGAMA

D. Validation en retard sur gel

L’expérience de retard sur gel a permis de valitt@eraction physique entre la protéine et
les séquences consensus trouvees.

J’ai donc commandé des sondes biotinylées et numpliées contenant soit 3 sites STRE1
(sonde 3xSTREL1), soit 3 sites STRE2 (sonde 3xSTRER)r la mise au point des conditions, j'ai
commence par préparer 3 mélanges pour chaque ssndde biotinylée seule ; sonde biotinylée +
extraits protéiques ; sonde biotinylée + extraitstgiques + la méme sonde non biotinylées en
exces molaire (200 fois).

Dans cette premiére expérience, les sondes usliétgent : la sonde fournies dans le kit
servant de témoin (appartenant au systeme EBIEAstein-Barr Nuclear Antiggn la sonde
3XSTREL et la sonde 3xSTREZ2. Jai ensuite déposegsl ces différents mélanges. Cette
expérience a été réalisée deux fois indépendametentionné le méme résultat (Figure 50). On a
observé dans un premier temps que la séquencensmssd 2 ne semblait pas créer de retard.
Nous nous sommes donc concentrés sur la séquérigeqai nous donnait déja des résultats
préliminaires intéressants. En effet, il y avaipaition d’'un retard lorsque I'on incubait la sonde
biotinylée avec des extraits protéiques, retarddigparaissait lorsqu’on rajoutait cette méme sonde
non-biotinylée en exces molaire (expérience de @itigm).

Figure 50 : Premiere expérience de retard sur gel

: Description des puits :
1 : ADN biotinylé contréle EBNA
2: ADN biotinylé contréle EBNA
i~ 3 : + extraits protéiques EBNA
~ 3: ADN biotinylé contréle EBNA
+ extraits protéiques EBNA + ADN non-
biotinylé contr6le EBNA en excées

H molaire (200 fois)
4 : STRE1biot
— 5: STRElbiot + extraits  protéiques

(contenant 4Flag-STOX1B)
6: STRElbiot + extraits protéiques

b (contenant 4Flag-STOX1B) + STRE1
= U 7 : STRE2biot
. 8: STRE2biot + extraits  protéiques
(contenant 4Flag-STOX1B)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 9: STREZ2biot + extraits protéiques
(contenant 4Flag-STOX1B) + STRE2
La fleche indique le retard observé avec
la protéine 4Flag-STOX1B.
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J'ai ensuite réalisé une autre expérience afiregiet si la bande retard était bien spécifique
de notre protéine d’intérét. Ainsi, j'ai prépar@igieurs melanges utilisant la séquence consensus
n°1: un mélange contenant uniquement de la sonatnylée, un mélange contenant la sonde
biotinylée et des extraits protéigues, un mélangaenant la sonde biotinylée avec des extraits
protéiques et la méme sonde non-biotinylée en exadaire (200 fois), un mélange contenant la
sonde biotinylée avec des extraits protéiques etsamde mutée non-biotinylée en exces molaire
(200 fois), et un mélange contenant la sonde hjld@avec des extraits protéiques et I'anticorps
anti-Flag (Figure 51). Pour ce dernier puits, Sdguence que nous avons trouve était spécifique de
notre protéine, nous aurions di obtenir un « siiferss (c’est-a-dire une bande plus haute que celle
apparue avec la sonde biotinylée et les extraiéégues seuls, en raison de la formation de
complexes ADN-facteur transcriptionnel-anticordspbsence de « supershift » a suggéré que ce
n’était pas STOX1 qui se liait directement a lausdge d’ADN ; en revanche, la bande retard qui
apparaissait sur tous nos gels semblait étre sgpéeitie la séquence STREL, car elle disparaissait
lorsqu’on ajoutait la sonde non-biotinylée en excedaire et elle réapparaissait lorsqu’on ajoutait
la sonde mutée non-biotinylée en exces molaire.

Figure 51 : Retard sur gel sur la séquence conserssef 1

V L Mo B W

H h hd P— Description des puits :

: STRE1biot

: STRE1biot + 4Flag-STOX1B

: STRE1biot + 4Flag-STOX1B + STRE1

: STRE1biot + 4Flag-STOX1B + mSTRE1
STRE1lbiot + 4Flag-STOX1B + Anticorps
anti-Flag M2 (Sigma F3165)

La fleche indique le retard observé avec la
protéine 4Flag-STOX1B.

abhwnNBE

Ces premiéres expériences de validation en gebrataus ont permis de dire que :
- la séquence consensu$ 2 n’était pas fixée par une protéine contenue daass extraits
nucléaires dans les conditions utilisées pour edesur gel.
- La séquence consensu$ h liait spécifiguement un facteur contenu dans lextraits
protéiquesA priori, ce facteur n’était pas STOX1.
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E. Premier essai luciférase

Je n'ai pas encore réussi a obtenir tous les pthessmiecombinants : j'ai pu intégrer (« F »
désigne une intégration dans le bon sens, « Rs tarsens inverse) : STRE1-F, STRE1-R,
MSTRE1-R, STRE2-F et mSTRE2-F. J'ai pu réaliseptemier essai luciférase avec le vecteur
inducteur pPCMX-STOX1A (en effet, méme si la PCResébn a été faite avec STOX1B, c’est
l'isoforme A qui contient un domaine de transadima et est censé avoir un effet biologique), dont
les résultats sont présentés en Figure 52. Cedtatdsumontraient que le motif°d semblait

induire une activité plus importante de la lucif&r42 fois), ce qui concordait avec les résultats d
retard sur gel.

Figure 52 : Premier essai luciférase
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Les histogrammes représentent le taux d’inductienl’dctivité luciférase, c’est-a-dire le rapporttrenl'activité
luciférase en présence de STOX1A (expression viplésmide pCMX-STOX1A) sur l'activité sans STOX1A
(transfection d’un vecteur pCMX vide). * : Test MakiVhitney orienté significatif (p < 0,05).
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V. Discussion

STOX1a été clairement montré comme un gene importams ¢ physiopathologie de la
prééclampsie. En effein vitro, sa surexpression dans un modele cellulaire geéhdidaste (les
cellules de choriocarcinome JEG-3) mime une paiei effets de la prééclampsie (corrélation des
altérations transcriptomiques). De pl&TOX1la été montré surexprimé dans des biopsies de
premier trimestre de femmes qui ont développé wééaglampsie par la suite. Enfin, des études
vivo ont montré que la surexpression de ce geéne chegolais reproduit un phénotype
prééclamptique. En revanche, I'étude du réle préeiSTOX] aussi bien a I'échelle cellulaire qu’a
I'échelle de 'organisme est balbutiante. Il apjtadanc aujourd’hui important d’investir un effort
de recherche sur ce gene pour aider & avancea sonipréhension globale de la physiopathologie
de la maladie, et envisager des thérapeutiquesplid® il s'agit d'un géne exprimé de fagon
ubiquitaire, donc une meilleure connaissance dsesa(fonction(s) pourrait également avoir un
impact sur I'étude d’autres maladies.

Mon travail au cours de mon stage de recherchensisté a identifier le site de fixation a

I’ADN de la protéine STOXL1. Le but ultérieur de tecbpération était de pouvoir prédire les genes
que STOX1 régule de facon directe en tant que daate transcription, en croisant nos données
avec les séquences promotrices de genes d'inté&gtésultats de PCR-sélection obtenus ont mis
en évidence deux séquences possibles pour le ssifexation de STOX1. Une de ces séquences
semble intéressante a investiguer au vu des premésultats encourageants de validation en retard
sur gel et essai luciférase. Cependant, ces résyitéliminaires ne sont pas suffisants et les
recherches méritent d’étre poursuivies. Toutefi@is)’ai pas obtenu d’évidence que les séquences
trouvées étaient des sites de fixation directsT®)SL. A partir de 13, plusieurs hypothéses peuvent
étre envisagées.

Tout d’abord, la sélection spécifique de nos olighdéotides peut ne pas avoir fonctionné :
en effet, il est possible que la séquence Flagitégpen N-terminal ait géné le repliement correct d
la protéine ou encombré le site de fixation a 'ADDe plus, nous avions observé, lors des
validations en Western blot, une bande de dégradati cette protéine dégradée pouvait
possiblement interférer avec les expériences dgpershift » en générant une forme sans Flag
capable d’interagir avec la séquence cible saegétonnue par I'anticorps.

Si I'expérience de sélection a fonctionné, il esttta fait possible d’avoir mis en évidence
un partenaire de STOX1 interagissant directemest vséquence et aussi avec STOX1. C’est une
hypothése qui vient assez vite a l'esprit quandregarde la co-sélection de deux séguences
consensus (Figure 47) : s’agit-il de deux part@saite STOX1, chacun étant sur un site different ?
Ceci pose des questions sur le mécanisme d’acBoB8TDX1 : comment STOX1 agit-il sur la
transcription ? A-t-il besoin de co-facteurs oupiatenaires ? Interagit-il avec d’autres facteurs
transcriptionnels ? Se lie-t-il directement a I’AIMNFinalement aujourd’hui, quels sont les
arguments pour dire que STOX1 est un facteur desdrgption ? Nous avons I'analyse bio-
informatique nous prédisant un domaine de liaistdea mais nous avons aussi les modifications
transcriptomiques suite a sa surexpression dansadele cellulaire. Méme si de fortes preuves
existent donc pour dire que STOX1 est un factensiriptionnel, rien ne nous prouve gu'il se lie
directement a I’ADN, et rien ne nous le prouvera tu’il N’y aura pas de validatian vivo (via les
essais luciférase). C’est dailleurs pour cela §li®©X1n'est toujours pas référencé comme facteur
de transcription dans les bases de données. Gegbiments suggereraient méme une action de
STOX1sur I'état chromatinien (article en cours de peddion), ce qui pourrait expliquer les
nombreuses modifications transcriptomiques obsenl@s de sa surexpression dans des cellules
trophoblastiques. Mais a ce moment-la, pourquoi X Re fonctionne-t-il pas en retard sur gel car
normalement, elle n’a pas été sélectionnée pouar?iEst-ce que la protéine reconnaissant STRE2
ne s’y fixe qu’en présence d’'un partenaire attacBdRE1 ?
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Pour poursuivre ce travail, la premiere approcheitsde tester les promoteurs de géenes trés
dérégulés palISTOXL1 (issus des expériences de transcriptomique) disami MEME. Nous
pourrons ainsi comparer ces séguences avec ceallesngus avons trouvées et analyser leur
environnement. Pour aller plus loin dans nos ratultde retard sur gel, il serait bon de faire
'expérience en utilisant de la protéine purifiGupétre slr que I'interaction est indirecte. lupe
étre également intéressant de tester le retarged@vec des sondes plus longues contenant les deux
séquences consensus trouvées STREL et STRE2. fieteires expériences nous orientent vers
la recherche de partenaires, nous pouvons enviskgeexpériences de co-immunoprécipitation
suivies de spectrométrie de masse afin d’essayksdi#eterminer. Concernant les essais luciférase,
je n'ai eu le temps de faire qu'une expérience geegt trop peu pour conclure. Méme si les
résultats sont encourageants, il faudra en pagatl@htinuer ces expériences.

Ce travail surSTOX1s'intégrait donc au sein d’études menées pour cendgoe de facon

intégrée la fonction de ce gene majeur de la ptaten, et sa dérégulation dans les cas de
prééclampsie.
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CONCLUSION

La diversité des réponses génétiques a un endrent, que I'on peut observer dans les
cellules des mammiferes, est en grande partiesidted de facteurs de transcription qui régissant |
facon dont les génes sont transcrits et dont I'ApdNymérase |l est recrutée. Grace a leurs
mécanismes complexes, les facteurs de transcriptmmirélent des aspects importants du
développement et du métabolisme des mammifereedartoire des domaines de liaison a I’ADN,
les interactions avec d’autres facteurs de trapon et des protéines associées a la chromatine, e
les moyens de modifier la transcription s’agrargtissd’année en année, complexifiant ainsi le
modele initial des scientifiques de la lecture’oddrmation génétique par les cellules eucaryotes.

La quantité de données toujours croissante préseéatnouveaux deéfis et ouvre de
nouveaux horizons dans I'analyse des facteursatesdription, de leurs mécanismes complexes et
variés, et de leurs fonctions, et ce pas seulentes? les mammiferes, mais aussi chez les plantes,
chez les champignons et chez les procaryotes. Ea,aans cette these, je n’ai pas considéré les
complexités supplémentaires de remodelage de lanaime, de la régulation de la stabilité de
I'ARNmMm, et du contrdle de la traduction, qui papent a la variété des réponses génétiques aux
signaux environnementaux que I'on peut observezr deemammiféres.

Les études poussées de ces protéines et la canpiéh de leur mécanisme d’action
permettent d’entrevoir aujourd’hui les premiéreplaations scientifiques : I'induction de cellules
souches pluripotentes par I'équipe de Yamanakaéauée découverte révolutionnaire qui a
compléetement changé notre vision du développentatd & spécialisation cellulaire et qui ouvrent
de nouvelles voies de thérapeutiques. Les résuftabsnetteurs sur les nouveaux champs
d’applications de ces protéines aux actions digerseus font persévérer dans la recherche et
I'étude plus poussée de leurs mécanismes d’agtimur, faire encore et toujours avancer la science
au service de I'’humanité.
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Annexe 1 : Régulation de I'expression génique chézs eucaryotes

| Niveau Chromatinien

« DNase | et sites hypersensibles @
- Remodelage de la chromatine
*DNAZ (2

= Modifications post-traductionnelles
des histones

+ Méthylation des cytosines (3) LUNAN TN
+ Reconfiguration Cytosmes methy!ées@
[Il Niveau Transcriptionnﬂ' Promoteurs
multiples (8) Enhancer(4)

+ Régulation en cis (Enhancer) (4) TR R AYRYAYR
* Régulation en trans  (5)

+ Choix de promoteur (6) @
Facteur AR
s s BRI NN
+ Atténuation Trans 7
, M
Epissage altemat;f@

LHI Niveau Post- Transcnptlonne

- Epissage alternatif (7)
« Site de polyadénylation
Mutation dans le mRNA
Transport nucléo- (An

cytoplasmique
= Durée de vie .
Stockage (9)
Interférence ARN

°

.

» . Destruction
Stockage@

Traductxon ‘iO

l IV Niveau Traductionnee?l

- Modification des facteurs d'initiation
» Surveillance des RNA (NMD)

* Interactions protéines/RNA

Modifications

| V Niveau Post«TraductionneiI post-traductionnelle Protéines

+ Glycosylation etc... @
- Peptide signal ({2

» Likération d’une protéine Peptid

séquestrée dans un signal Glycosylation @
complexe @
* Protéolyse Stmlulus E Bratiing datioe
* Interactions [PTr> R o
protéine/protéine —_—— (E) [D Inhibition
- inactif

D’apres (Kaplan et Delpech, 2007). Chez les eudasyal existe une multiplicité de niveaux
successifs de régulation de la transcription, quitvdu niveau chromatinien (niveau élevé de
régulation) au niveau post-traductionnel (derniads possible de régulation).
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Annexe 2 : Tableau de maladies héréditaires duesua facteur de transcription chez 'homme
et la souris

Geéne
Anciennes appellations
Chromosome chez 'homm&hromosome chez la souris

Maladie associée chez 'homme

Aire (Autoimmune regulatQr

autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodérmg

dystrophy
2110

Polyendocrinopathie auto-immune de type |

Ar (Androgen receptQr +
XIX Amyotrophie bulbo-spinale liée a I’X ou maladie ¢
Kennedy

Syndrome d’insensibilité aux androgenes

e

Arx (Aristaless related homeobjox
X/IX

L’encéphalopathie épileptique infantile précoce o
syndrome d'Ohtahara
+

Lissencéphalie liée a I'X

c

Cebpa(CCAAT/enhancer binding prote{€/EBP)alpha)
Cebp, C/ebpalpha, C/EBP alpha
19/7

Leucémie Aigué Myéloide

Crx (cone-rod homeobox containing géne
Crx1
197

Amaurose congénitale de Leber

Egr2 (early growth response) 2
Egr-2, Krox20, Krox-20, NGF1-B, Zfp-25
1010

Neuropathie hypomyélinisante congénitale

Foxc2(forkhead box CP
Fkh14, Hfhbf3, Mfh1, MFH-1
16/8

Syndrome lymphcedéme-distichiasis

Foxel(forkhead box EXL
thyroid transcription factor 2, Titf2

Hypothyroidie congénitale avec cheveux bouclés
fente palatine

et

9/4
Foxe3(forkhead box EB o . .
FREACS, rct Dysgénésie mesenchyn’]at.euse du segment anté
14 de l'cell

ieur

Foxil (forkhead box I
Fkh10, Hfh3, HFH-3

Syndrome de Pendred

5/11
Foxi2 (foré?riad box LP Syndrome blépharophimosis-ptosis-épicanthus|
3/9 inversus

Foxnl(forkhead box N
D11Bhm185e, Hfh11, whn
17/11

Immunodéficience sévére en cellules T - alopéci
congénitale - dystrophie des ongles

[¢)

Foxp2 (forkhead box PR
2810043D05Rik, DOKist7

Trouble du langage et de la parole de type 1

716
Foxp3(forkhead_box PR Syndrome IPEX (Immuno-dérégulation, Poly-
JM2, scurfin ) . , O )
X/X endocrinopathie, Entéropathie, liée a I'X)
Gata3(GATA binding protein 3 Syndrome de Bartter (syndrome « reins-oreilles
Gata-3, jal avec hypoparathyroidisme, surdité sensorineurale
10/2 insuffisance rénale)
Gata4 (GATA binding protein %
Gata-4 Communication inter-auriculaire de type 2
8/14
Gcem2(glial cells missing homolog 2 (Drosophija)
Gem1l-rs2 Hypoparathyroidie isolée familiale
6/13

v
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Geéne
Anciennes appellations
Chromosome chez 'lhomm&hromosome chez la souris

Maladie associée chez 'homme

Gfil (growth factor independeni 1
Gfi-1, Pall, Pal-1
U5

Neutropénie congénitale sévere de type 2,
autosomique dominante

Gli3 (GLI-Kruppel family member GL)3
Bph, brachyphalangy
7/13

Syndrome de Greig
+

Syndrome de Pallister-Hall

Glis2 (GLIS family zinc finger @2
MGC:36775, Nkl
16/16

Néphronophtise de type 7

Glis3 (GLIS family zinc finger3
4833409N03Rik, E330013K21Rik

Diabéte sucré néonatal avec hypothyroidie

9/19 congeénitale
Hmx1(H6 homeobox )1
Nkx5-3 Syndrome oculo-auriculaire
4/5

Hnfla (HNF1 homeobox)A
hepatocyte nuclear factor 1, Hnf-1, HNF1, HNF1[a],
Hnflalpha, HNF1-alpha, LFB1, Tcfl
125

Diabete sucré non-insulino-dépendant
+

Diabete du jeune de type 3

Hnfda (hepatic nuclear factor 4, alpha
Hnf4, HNF-4, HNF4 alpha, MODY1, Nr2al, Nuclear rpto
2A1, Tcfl4, Tcfd

Diabéte du jeune de type 1

20
Hesx1(homeobox gene expressed in ES Yells
HES-1, Rpx Dysplasie septo-optique
3/14
carly re?iﬁ%}ér;%?&?%b;,:fﬂ Hox-1.6 Syndrome dedijsgénésie de tronc cérébral
716 Athabascan
Hoxal3(homeobox A1)3
Hox-1.10 Syndrome main-pied-utérus
716
Hoxd13 (homeobox D13
Hox-4.8, spdh Sympolydactylie de type 1
2/2
Pelade universelle congénitale
Hr (Hairless +
ba, bldy, N, rh, rh-bmh Atrichie avec lésions papulaires
8/14 +
Hypotrichose de type 4
Hsf4 (heat shock transcription factor 4)
Idis1 Cataracte de Marner
16/8

Irf6 (interferon regulatory factor 6
E230028I05Rik
vl

Le syndrome du pterygium poplité
+

Syndrome Van Der Woude de type 1

Lhx3 (LIM homeobox protein)3
Lim3, mLim-3, P-LIM
9/2

Déficit hypophysaire combiné multiple de type 3

Lmx1b(LIM homeobox transcription factor 1 béta
LMX1.2
9/2

Syndrome ongles-rotule

Maf (avian musculoaponeurotic fibrosarcoma (v-maf) AS4
oncogene homolgg
2810401A20Rik, A230108G15Rik, c-maf

12

16/8

Cataracte de type 21
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Geéne
Anciennes appellations
Chromosome chez 'lhomm&hromosome chez la souris

Maladie associée chez 'homme

Mecp2(methyl CpG binding protein)2
1500041B07Rik, D630021H01Rik, Mbd5, WBP10
XIX

Syndrome de Rett

Men1(multiple endocrine neoplasig 1
menin
11/19

Néoplasie endocrinienne multiple de type |

Mitf (microphthalmia-associated transcription factor
BCC2, bHLHe32, Gsfbcc2, mi, wh
3/6

Albinisme oculaire avec surdité sensorielle tardivie
+

Syndrome de Tietz
+

Syndrome de Waardenburg de type 2A

Msx1(msh homeobox)1
Hox7, Hox-7, Hox7.1, msh, muscle-segment homeobo
4/5

Fente oro-faciale de type 5
+

Agénésie dentaire sélective de type 1

Msx2(msh homeobox)2
Hox8, Hox-8, Hox8.1
5/13

Craniosynostose de type 2
+

Foramen pariétal

Myc (myelocytomatosis oncogégne
bHLHe39, c-myc, Myc2, Niard, Nird
8/15

Lymphome de Burkitt

NrOb1(nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1

Ahc, Ahch, AHX, Dax1, DAX-1
XIX

Hypoplasie congénitale des surrénales

Nr2e3(nuclear receptor subfamily 2, group E, membjer 3

photoreceptor-specific nuclear receptor, Pnr, RNR
159

Syndrome d’augmentation des cénes bleus ou
syndrome de Goldman-Favre

Nr3c2 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2

aldosterone receptor, mineralocorticoid receptoiy NIR

Pseudohypoaldostéronisme de type |, autosomigue

4/8 dominant
Pax2 (paired box gene)2
Opdc, Pax-2 Syndrome papillo-rénal
10/19
Pax3(paired box gene)3 Rhabdomyosarcome de type 2
Pax-3 +
2/1 Syndrome de Waardenburg de type 1

Pax6(paired box gene)6

Aniridie de type 2

. 20 +
1500038E17Rik, AEY11, Dey, Dickie's small eye, &y4fh, Kératite héréditaire
Pax-6
112 T .
Glaucome congénital de Peters ou anomalie de Peters

Pax8(pa|r(;</12box gene)s Hypothyrodié congénitale sans goitre de type 2
Pax9(paired box gene)9

Pax-9 Agénésie dentaire sélective de type 3

14/12

Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobpx 1
IDX-1, Ipfl, IPF-1, Mody4, pdx-1, STF-1
135

Diabete sucré du jeune de type 4

Phox2b(paired-like homeobox 2b
Dilp1, GENA 269, NBPhox, Phox2b, Pmx2b
4/5

Syndrome d’Ondine ou syndrome d’hypoventilatian
alvéolaire centrale congénitale ou ondinisme

Pitx1 (paired-like homeodomain transcription factor 1
Bft, Potx, P-OTX, Ptx1
5/13

Pieds bots congénitaux ou déformations congénitales
des pieds avec ou sans déficience des longs as €t/o
polydactylie miroir

Pitx2 (paired-like homeodomain transcription factor 2
Brx1, Brxla, Brx1b, Munc30, Otlx2, Pitx2a, PitxHitx2c,
Ptx2, Rieg, solurshin
4/3

Syndrome d’Axenfeld-Rieger de type 1
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Geéne
Anciennes appellations
Chromosome chez 'lhomm&hromosome chez la souris

Maladie associée chez 'homme

Pitx3 (paired-like homeg(tj)?smam transcription fac®)r Dysgénésie mésenchymateuse du segment anté
1019 de I'ceil
Pou3f4(POU domain, class 3, transcription factor 4

Brn4, BRN-4, Otf9
XIX

Surdité liée a I'X de type 2

Pparg (peroxisome proliferator activated receptor gamyma
Nrlc3, PPARgamma, PPAR-gamma, Ppar-gammaz2,
PPARgammaz2
3/6
Propl (paired like homeodomain factoj 1

Lipodystrophie partielle familiale de type 3

Prop-1, prophet of Pitl, prophet of Pit-1
5/11
Runx2(runt related transcription factor)2

Déficit hypophysaire combiné multiple de type 2

AML3, Cbfal, Osf2, PEBP2aA, PEBP2 alpha A, Pebpa?2|
polyomavirus enhancer binding factor 2 (PEBP2),-8SL3
enhancer factor 1

6/17

Dysplasie cléidocranienne

Salll(sal-like 1 (Drosophila)
Msal-3
16/8

Syndrome de Townes-Brocks

Sall4 (sal-like 4 (Drosophilg)
5730441M18Rik, C330011P20Rik, Tex20
202

Anomalie de Duane-Radial Ray ou syndrome d¢
Okihiro

D

Sim1(single-minded homolog 1 (Drosophija)
bHLHe14
6/10

Obésité sévere

Six3 (sine oculis-related homeobox 3)
E130112M24Rik
2/17

Holoprosencéphalie de type 2

Smad4(SMAD family member)4
D18Wsu70e, Dpc4, DPC4, Madh4, Smad 4
18/18

Polypose gastro-intestinale juvénile

Smad9 (SMAD family membér 9
MADH®6, Madh9, SMADSA, SMADSB
133

Hypertension artérielle pulmonaire primitive dedyy

1

Snai2(snail homolog 2 (Drosophild)
Slug, Slugh, Snail2

Syndrome de Waardenburg de type 2D
8/16
Sox9(SRY-box containing geng 9
2010306G03Rik Dysplasie campomélique
17/11

Sox18(SRY-box containing gene)18

Ragl, Sry-related HMG-box gene 18

Syndrome hypotrichose - lymphoedéeme -

20/2 télangiectasie
Tbx;g-lzox ) Syndrome de DiGeorge ou syndrome vélocardiofal
Thx19(T-box 19

cial

D1Ertd754e, Tpit
vl

Déficit congénital isolé en ACTH

Thx22(T-box 22
D230020M15Rik
XIX

Fente palatine et ankyloglossie liées a I'X

Tbhx3(T-box 3
D5Ertd189e
12/5

Syndrome ulnaire-mammaire

Tbhx5(T-box §
12/5

Syndrome de Holt-Oram

ieur
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Geéne
Anciennes appellations
Chromosome chez 'lhomm&hromosome chez la souris

Maladie associée chez 'homme

Tfap2b(transcription factor AP-2 bé)a
AP-2(beta), E130018K07Rik, Tcfap2b
6/1

Syndrome de Char

Thrb (thyroid hormone receptor béta
c-erbAbeta, Nrla2, T3R[b], T3Rbeta, Thrbl, ThrbR,eta

Résistance généralisée aux hormones thyroidien
autosomique récessif

3/14
Cancer du sein
Trp53(transformation related protein 53 +
p44, p53 Syndrome de Li-Fraumeni de type 1
17/11 +

Cancer du pancréas

Trp63 (transformation related protein §3
deltaNp63, KET protein, p51/p63, p63, p73L, TAp63,

Ankyloblépharon - anomalies ectodermiques - fer]
labiopalatine ou syndrome de Hay-Wells
+

TrpS3rpl Syndrome Ectrodactylie - dysplasie ectodermiqug
3/16 ; .
fente labiopalatine de type 3
Trpsl(trichorhinophalangeal syndrome | (human)
D15Ertd586e Syndrome tricho-rhino-phalangien de type 1
8/15

Twistl (twist basic helix-loop-helix transcription factoy 1
bHLHa38, charlie chaplin, M-Twist, pdt, Pluridigjt&kal0,

Syndrome de Saethre-Chotzen

D

nes,

Ska
7/12
Vdr (vitamin D receptoyr Ostetiporose
Nriil Rachitisme hypocalcémique vitamine D-dépendant de
12/15
type 2A
Zebl(zinc finger E-box binding homeobok 1
de

3110032K11Rik, AREBS, [delta]EF1, MEBL1, Nil2, T¢f18
Tcf8, Tw, ZEB, Zfhep, Zfhxla, Zfxla
10/18

Dystrophie postérieure polymorphe ou dystrophie
Schlichting

Zeb2(zinc finger E-box binding homeobok 2
9130203F04Rik, D130016B08Rik, mKIAA0569, SIP1,&fh
Zfx1b

212

Syndrome de Mowat-Wilson

Zfpm2 (zinc finger protein, multitype 2)
B330005D23Rik, FOG2, FOG-2
8/15

Tétralogie de Fallot

Zic2 (zinc finger protein of the cerebellun 2
GENA 29, Ku, odd-paired homolog
1314

Holoprosencéphalie de type 5

Zic3 (zinc finger protein of the cerebellur 3
X/IX

Hétérotaxie viscérale liée a I'X de type 1

Whsc1(Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 (human)
5830445G22Rik, 9430010A17Rik, C130020C13Rik,
D030027006Rik, D930023B08Rik, mKIAA1090, Whscl
4/5

Syndrome de Wolf-Hirschhorn

Wt1 (Wilms tumor 1 homolqg
D630046119Rik, Wt-1
112

Syndrome de Denys-Drash
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Annexe 3 : Transcrits et séquences protéiques desférentes isoformes deSTOX1

D'apres les bases de données NQO¥Htional Centre for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/let Ensemblhttp://www.ensembl.org/index.htinl par
épissage alternatif de I'exon 3 (complet ou pgritlde I'exon 5, cing transcrits différents sont
géneérés et codent pour quatre isoformes (A, B, XC,LBs couleurs identiques a l'intérieur des
exons indiquent des séquences de protéines idestiqu
Légende :

NLS (Nuclear Localization SequenceSéquence de localisation nucléaire
i DBD (DNA Binding Domaih: Site de fixation a ’TADN

NES Nuclear Export Signal: Signal d’export nucléaire.
TA (Transactivator domain: domaine transactivateur.

Isoforme A
Transcrits : deux transcrits légérement différentscodent pour la méme isoforme
NLS DBD | NES | TA 3'UTR
| v |
\ : 1 ~ ) v
I s /! / 3 vl oW i
N i \\ b \\\ \//" p W
\// \/ W/
L P f_J-—i L
SR L Vs
"\\‘\ S \/ \\//

Séquence protéique :
MARPVQLAPGSLALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRAFRRANARCFWNARLARAASR
LAFQGWLRRGVLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRGFRIRAVGDVFPVOINPITQSQF

VPLGEVLCCAISDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGIAIPSEDILYTTLGTLIKERKIYHTGE]

|GYFIVTPQTYFITNTTTQENKRMLPSDE SRLMPASMTYLVSMESCAESAQREAAPISHCQS
CQCFRDMHTQDVQEAPVAAEVTRKSHRGLGESVSWVQNGAVSVSAEHHICETKPLPYTR
DKEKGKKFGFSLLWRSLSRKEKPKTEHSSFSAQFPPEEWPVRDEDDLDNRBVEHEIIKRI
NPILTVDNLIKHTVLMQKYEEQKKYNSQGTSTDMLTIGHKYPSKEGVKKRQGLSAKPQGQ
GHSRRDRHKARNQGSEFQPGSIRLEKHPKLPATQPIPRIKSPNEMVGQKBEITTVLGSHLI
YKKRISNPFQGLSHRGSTISKGHKIQKTSDLKPSQTGPKEKPFQKPRSLBRIFDGKAKEPY
AEQPNDKMEAESIYINDPTVKPINDDFRGHLFSHPQQSMLQNDGKCCPFMEMLRYEVYG
GENEVIPEVLRKSHSHFDKLGETKQTPHSLPSRGASFSDRTPSACRLVDMIQFQNLGLLD
YPVGVNPLRQAARQDKDSEELLRKGFVQDAETTSLENEQLSNDDQALYQNKFEDDDGAC
SSLYLEEDDISENDDLRQMLPGHSQYSFTGGSQGNHLGKQKVIERSLTEYSNNMERVESQV
LKRNECYKPTGLHATPGESQEPNLSAESCGLNSGAQFGFNYEEEPSVAKQASAPADERI
FDYYSARKASFEAEVIQDTIGDTGKKPASWSQSPQNQEMRKHFPQKFQLFISHMPVLAQ
DVQYEHSHLEGTENHSMAGDSGIDSPRTQSLGSNNSVILDGLKRRQNFLQREGTKSSQPL
TSNSLLPLTPVINV

=> |l s’agit de la plus longue isoforme de STOXL1.
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Isoforme B

Transcrit :
NLS DBD | NES | TA 3'UTR
1 - '
— W \

. A
\/ iy o U e

Séquence protéique :
MARPVQLAPGSLALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRAFRRANARCFWNMARLARAASR
LAFQGWLRRGVLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRGFRIRAVGDVFPVRINPITQSQF

VPLGEEVLCCAISDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGIAIPSEDILYTTLGTLIKERKIYHTGE]
[GYFIVTPQTYFITNTTTQENKRMLPSDE SRLMPASMTYLDTESGI

=>» Une modification post-transcriptionnelle de 'ARNIlisant un site donneur d’épissage au niveau
de l'avant-dernier exon provoque un décalage duecde lecture d’ou la formation d’'une plus
courte isoforme avec une extrémité C-terminalarditg de I'isoforme A.

Transcrit :
NLS DBD | NES | TA 3'UTR
| 1 ] |
v —— ¥ W i
RHEHH _f_,-ff”"

Séquence protéique :
MARPVQLAPGSLALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRAFRRANARCFWNARLARAASR
LAFQGWLRRGVLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRGFRIRAVGDVFPV@INPITQSQF

= Un épissage alternatif méne a la perte de I'exteer@i de I'ARN, d'ou la formation d’une
isoforme plus courte avec une extrémité C-termidaencte de 'isoforme A.
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Isoforme D

Transcrit :
NLS DBD | NES | TA 3'UTR
| r 1 ] !
W r—‘—\

Séquence protéique :

MNPITQSQFVPLGEVLCCAISDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGIAIPSBILYTTLGTLIK |

[ERKIYHTGEGYFIVTPQTYFITNTTTQENKRMLPSDI SRLMPASMTYLVSNESCAESAQEN
AAPISHCQSCQCFRDMHTQDVQEAPVAAEVTRKSHRGLGESVSWVQNGAWSAEHHICE
STKPLPYTRDKEKGKKFGFSLLWRSLSRKEKPKTEHSSFSAQFPPEEWPVRDDLDNIPRD
VEHEIKRINPILTVDNLIKHTVLMQKYEEQKKYNSQGTSTDMLTIGHKYP SKEGVKKRQG
LSAKPQGQGHSRRDRHKARNQGSEFQPGSIRLEKHPKLPATQPIPRIKSEMVGQKPLGEI
TTVLGSHLIYKKRISNPFQGLSHRGSTISKGHKIQKTSDLKPSQTGPKEKIFQKPRSLDSSRIF
DGKAKEPYAEQPNDKMEAESIYINDPTVKPINDDFRGHLFSHPQQSMLQNBKCCPFMES
MLRYEVYGGENEVIPEVLRKSHSHFDKLGETKQTPHSLPSRGASFSDRTRERLVDNTIHQ
FONLGLLDYPVGVNPLRQAARQDKDSEELLRKGFVQDAETTSLENEQLSNDQALYQNEV
EDDDGACSSLYLEEDDISENDDLRQMLPGHSQYSFTGGSQGNHLGKQKVRESLTEYNSTM
ERVESQVLKRNECYKPTGLHATPGESQEPNLSAESCGLNSGAQFGFNYEEREVAKCVQAS
APADERIFDYYSARKASFEAEVIQDTIGDTGKKPASWSQSPQNQEMRKHRPKFQLFNTSH
MPVLAQDVQYEHSHLEGTENHSMAGDSGIDSPRTQSLGSNNSVILDGLKRBNFLONVEG
TKSSQPLTSNSLLPLTPVINV

= L'extrémité 5’ de cet ARN est différente des autiess qui conduit a l'initiation de la traduction
au niveau d’'un AUG plus en aval mais dans le méatkrecde lecture, d'ou la formation d’une
isoforme avec une extrémité N-terminale plus copaterapport a I'isoforme A.
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Annexe 4 : Alignement des séquences protéiques F@Xec la protéine STOX1

HELIX 1 s1 HELIX 2 LOOP HELIX 3 s2 s3 WING 2

A 1 FOXN1 KPI!_S YSILIFMALKNSKTGSLPVSEIYNFMTEHFP)#3 SKNSVRHNBGLNKCREKVENKS - - -GSSSRKGCLWALNP - - - - AKIDKMQEELQKWKRKDPIA
2 FOXN4 KPIY¥YYPSCLIAMALKNSKTGSLPVSEIYSFM SVRHNIAS WALNL -—- - ARIDKMEEEMHKWKRKDLAA
3 FOXN2 KPPY¥YFSLLIYMAIEHSPNKCLPVKEIYSWINDHF QKNSVRHNIES WQVDP- - - -EYKPNLIQALKKQPFSSASS
4 FOXN3 KPPYYFSCLIFMAIELSPTKRLPVKDIYNWIN IKNSVRH] ‘Lg WQIDP- - - -EYRQNLIQALKKTPYHPHPH
5 FOXF1 KPPY4YIALIVMAIQYSPTKRLTLSEIYQFL(] QKNSVRHNMI] WRIDP- - - -ASEFMFEEGSFRRRPRGFRR
6 FOXF2 KPPYSYIALIVMAIQYSPSKRLTLSEIYQFL( JKNSVRH] ‘Lgt?el WYIDP- - - -ASEFMFEEGSFRRRPRGFRR
7 FOXQ1 KPPYQYIALIAMAIRISAGGRLTLAEINEYLM JRNSVRHNISGLNDCH WNLNP - - - -NSEYTFADGVFRRRRKRLSH
8 FOXAl KPPY YISLITMAIQQUAPSKMLTLSEIYQWINDLE QORQONS IRHSIASFNDCHY WYLHP - - - -DSGNMFENGCYLRRQKRFKC
9 FOXA3 KPPYSYISLITMAIQUAPGKMLTLSEIYQWIN QORQONS IRHSIASFNDCHy WALHP - - - -SSGNMFENGCYLRRQKRFKL
10 FOXA2 KPPYSYISLITMAIQ(SPNKMLTLSEIYQWINDLFPIRRONQQORRONSIRHSI#SFNDCH WYLHP- - - -DSGNMFENGCYLRRQKRFKC
11 FOXBl1 KPP;YE YISLTAMAIQYSPEKMLPLSEIYKFIN Y| QRAONSLRHNI#SSFNDCIIIKI PR WALHP - - - - SCGDMFENGSFLRRCKRFKV
12 FOXB2 KPP;YE YISLTAMAIQ LSDIYKFIMERFP@IREHTQRRONSLRHNISSFNDCIJIKIPR WALHP- - - -DCGDMFENGSFLRRRKRFKV
13 FOXD1 KPPiE YIALITMAT AQONS TRHNI® 'w? WYLDP- - - -ESADMFDNGSFLRRRKRFKR
14 FOXD2 KPP:"i:E’YIALITMAI ARONS IR L! DCiY WILDP- - - -ESADMFDNGSFLRRRKRFKR
15 FOXD3 KPPXE YIALITMATL(QS PQKKLTELSGICEFIYNREP)S ARONS TRH? WILDP- - - -QSEDMFDNGSFLRRRKRFKR
16 FOXD4 KPP_Q:SYIALITMAI SPHKRLTLSGICAFIYDRE! AONS TRH] WYLDP- - - -ASQDMFDNGSFLRRRKRFQR
17 FOXEl KPP::Y:E’YIALI PERRLTLGGIYKFITERFPI@IRDNPKKAONS IRH) WALDP- - - -NAEDMFESGSFLRRRKRFKR
18 FOXE3 KPP§5 YIALL GRRLTLAAIYRFIT A PRKQONS IRH] WYLDP- - - - AAADMFDNGSFLRRRKRFKR
19 FOXC1 KPP¥YS§ LNGIYQFIN QGRONSIRH] KVPROD- - - KKPG- KGSYWILDP- - - -DSYNMFENGSFLRRRRRFKK
20 FOXC2 KPP&E' LNGIYQFINDRF ENKQGONS IRH! KVPROD- - - KKPG-KGSKYWTLDP- - - -DSYNMFENGSFLRRRRRFKK
21 FOXL1 KPPYS LNGIYQFINDRF QGRONSIRHI KVPREK - - ~-GRPG-KGSKWTLDP~- - - -RCLDMFENGNYRRRKRKPKP
22 FOXG1lA KPP:HE' LNGIYEFINKNEP ENKQGRONSIRH] KVPRHY - - -DDPG - KGNY'WNLDP~ - - -SSDDVFIGGTTGKLRRSTT
23 FOXG1B KPPF{ LNGIYEFINKNEP)¢ GRQNSIRH] PRHY - - -DDPG- KGNYWNLDP- - - - SSDDVFIGGTTGKLRRRSTT
24 FOXI1 RPPY$ LSQIYQYVA GRQONSIRHI KVPRIOE - - -DDPG~ KGNYWTLDP - - - -NCEKMFDNGNFRRKRKRKSD
25 FOXL2 KPP?_{S’ LSGIYQYIZAKEP KGQQNSIRHI LE LNEQIKVPREG - - ~-GGER - KGNKYWTLDP - - - - ACEDMFEKGNYRRRRRMKRP
26 FOXJ1 KPPY$ LSATYKWIY QONSIRHI ‘L! )JIKVPREK - - -DEPG-KGGFWHRIDP- - - -QYAERLLSGAFKKRRLPPVH
27 FOXJ3 KPPY$§ LSEIYQWIQDNE SGYKNSIRHI LEDFI KVPRYK - - -DDPG-KGSKWAIDT - - - -NPKEDVLPTRPKKRARSVER
28 FOXK1 KPPE§ LSGIYAHITKHYPPYRTADKGRONS IRHI L.NR IFIKVPRSQ - - -EEPG-KGSFWRIDP- - - -ASEAKLVEQAFRKRRQRGVS
29 FOXK2 KPPY$YAQLIVQAT PDKQLTLNGIYTHIT DKGRONS IRHI L! RYIJIKVPRSQ- - -EEPG-KGSFWRIDP- - - -ASESKLIEQAFRKRRPRGVP
30 FOXHl KPPY_’J PSRRLKLAQI IRQVQAVEPIFIREDFEGRKDSIR L! NRCJRKVPKOP - - - AKPQAKGNFWAVDVSL I PAEALRLONTALCRRWONGGA
34 FOXP2 RPPF] LNEIYSWFYRTEAN WKNAVR L! LHKCQJVRVENVY VWIVDE- = = = = == VEYQKRRSQKITGSPTL
35 FOXP4 RPPF] L.NEf[YNWF"'RME WKNAVRHI LHK IFVRVENV] VWIVDE- - - -REYQKRRPPKMTGSPTL
36 FOXP1 RPPE] LNEIYNWF] g WKNAVRH] LE KQ3VRVENY] WIVDE- - --VEFQKRRPQKISGNPSL
37 FOXP3 RPP?‘ PATRKNAIRH] L.HK IFVRVES! VWIVDE- -~ - - - - - LEFRKKRSQRPSRCSNP
38 FOXR1 RPPQ'YF’HLI PEGQIKI RH] FRDS KVPVSMQGGASTRPRSCLWHLTEEG - - - ~-HRRFAEEARALASTRLES
39 FOXR2 RPPLN PDGRKSTI LE FLDSIFEKVPDSLKDEDNARPRSCLWHLTKEG - - - -HRRFWEETRVLAFAQRER

.

B Rat_A PDILYSTLGTLIQQORKIYHTGEGYFIVTPNYTYFITNTTMOGNKRALLSDE XP_228160
Mouse_A PDILYSTLGALIQOERKIYHTGEGYFIVTPSYYFITNTPMOGNKSALLSNE XP_125685
Human_A BEDILYTTLGTLIKERKIYHTGEGYFIVTPQYYFITNTTTQENKRMLPSDE  This study
Gallus_A QKILYNILGTLIKERKIYHTGEGYFIVTPNYYFVTNDAAEYNKRVWQKDS XP_421573
Mouse_B $QEILRHTLNTLYRERKIYPTPDEYFIVTPQFYFITPSLIRTNSKWYHLDE BAC98156
Rat_B TQHPGVPTP$OEILRHTLNTLYRERKIYPTPDEYFIVTPQYYF TPSLIRTNSKWYHLDE XP_224852
Human_B FQEILRHTLNTLVYRERKIYPTPDEYFIVTPQTYFITPSLIRTNSKWYHLDE XP_048721
Xenopus_B PEVLRHTLNMLMRERKIYPTPDEYYIVTPQYTYYITPSLIRTNSKWYHLDE AAH77530
Drosophila_B EALCHVIMDLTAEG) }TEVIYDSLAQ QEQKIYQTSK! FIFTPE'QRR*SRPRSNHHQLNGSLA AAT94440

A. L'alignement du domaine de I'hélice ailée de®dtpines FOX chez 'homme montre une

conservation des acides aminés hydrophiles (e guiscontrélent la stabilité de l'aile 2 et ainsi
contrdle la spécificité de liaison a I'ADN. En ositrtoutes les protéines FOX suivent un schéma
Y/FY/F-6-W-7-L-4-F absolument conservé (marqué eir)nDans le cas des protéines FOXO, ce
schéma est Y/FY/F-11-W-7-L-4-F (omis dans le tablpaur plus de clarté).
B. La protéine Cl10orf24 (Human_A, qui a été nomnmi@X1 par la suite) a une structure
secondaire similaire, caractéristique d’'un domainewinged helix » comprenant la conservation
de ces acides aminés hydrophobes. La regle Y/Hfisp&cpour les protéines FOX est absente dans
C10orf24 et ses homologues, ce qui indique queére geprésente un nouveau membre de la
famille des protéines a « winged helix ». Le payal® humain (DKFZp762K222) sur 4935 est
indiqué par Human_B. Le SNP identifié€ comme li@aapitééclampsie est indiqué en rouge : cette
mutation (Y153H) implique le remplacement d'un @&cidminé tres conservé au cours de
I'évolution comme en atteste cet alignement (Y ou ef trouvé dans 46 des 48 femmes
prééclamptiques.
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Annexe 5 : Ségquence en acides aminés des protéiokisnériques 6Flag-STOX1A et 4Flag-
STOX1B
Légende :
B Séquence Flag
Séquence STOX1A ou STOX1B
| | DBD DNA Binding Domain) : Site de fixation & I'’ADN

6Flag-STOX1B

uS_SSEFM_BS_ESEFM_G
SEFMARPVQLAPGSLALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRFRRANAR
CFWNARLARAASRLAFQGWLRRGVLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRERIRAVGD

VFPVQMNPITQSQFVPLE EVLCCAISDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGAIPSEDILYTTL|

[GTLIKERKIYHTGEGYFIVTPQTYFITNTTTQENKRMLPSDH SRLMPASM¥YLVSMESCAES
AQENAAPISHCQSCQCFRDMHTQDVQEAPVAAEVTRKSHRGLGESVSWV@BAVSVSAE
HHICESTKPLPYTRDKEKGKKFGFSLLWRSLSRKEKPKTEHSSFSAQFPE®WPVRDEDDLD
NIPRDVEHEIIKRINPILTVDNLIKHTVLMQKYEEQKKYNSQGTSTDMLTI GHKYPSKEGVK
KRQGLSAKPQGQGHSRRDRHKARNQGSEFQPGSIRLEKHPKLPATQPIRBPNEMVGQK
PLGEITTVLGSHLIYKKRISNPFQGLSHRGSTISKGHKIQKTSDLKPSQTRKEKPFQKPRSLD
SSRIFDGKAKEPYAEQPNDKMEAESIYINDPTVKPINDDFRGHLFSHPQQBLQNDGKCCPF
MESMLRYEVYGGENEVIPEVLRKSHSHFDKLGETKQTPHSLPSRGASFSORSACRLVDN
TIHQFQNLGLLDYPVGVNPLRQAARQDKDSEELLRKGFVQDAETTSLENEQSNDDQALY
QNEVEDDDGACSSLYLEEDDISENDDLRQMLPGHSQYSFTGGSQGNHLGKYIERSLTEY
NSTMERVESQVLKRNECYKPTGLHATPGESQEPNLSAESCGLNSGAQFGFREEPSVAKC
VQASAPADERIFDYYSARKASFEAEVIQDTIGDTGKKPASWSQSPQNQEMRHFPQKFQLF
NTSHMPVLAQDVQYEHSHLEGTENHSMAGDSGIDSPRTQSLGSNNSVILOGRRQNFLQ
NVEGTKSSQPLTSNSLLPLTPVINV-> 1 035 acides amines

4Flag-STOX1B

MBYKDBDBKG s PYKDBBDKE SE -MBYKBDBDKG SBYKBBBBKG SEFMARPVQLAPGS
LALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRAFRRANARCFWNARLARAASRLAFQGWLRRG
VLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRGFRIRAVGDVFPVQMNPITQSQFVLd EVLCCAI|
SDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGIAIPSEDILYTTLGTLIKERKIYHTG EGYFIVTPQTYF‘
TNTTTQENKRMLPSDEIESRLMPASMTYLDTESGB 273 acides aminés.
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Annexe 6 : Composition des gels et des tampons duedtern blot

% Composition d’'un gel a 10 % d’acrylamide :

Ingrédients Gel de séparation| Gel de concentration
(x 2) (x2)

Acrylamide/bisacrylamide 30% 2,3 mL 1,3mL
Tampon de séparation 4X 1,5mL -
Tampon de concentration 4X - 2 mL
Glycérol 50% 1,2mL 0,8 mL

Eau 5mL 3,9 mL

APS 10 % (100 mg/mL) 60 pL 60 pL
Temed 10 pL 10 pL

Remarque : APS (= Ammonium Per Sulfate) et TEMELDEraMethylEthyleneDiamine) sont de
réactifs qui vont permettre la polymérisation declylamide.

Ou:
Tampon de séparation 4X Tampon de concentration 4X
Tris base 1,5 M -
Tris HCI 0,5 M Tris HCI 0,5 M
SDS 0,4% SDS 0,4%

Annexe 7 : Composition d’'un gel & 6 % d’acrylamideen condition non-dénaturante utilisé
pour TEMSA

Pour 10 mL (=1 gel) :

e 2 mL du mélange 30% stock (29 % Acrylamide/1% Bisytamide)
* 0,5mL TBE 10X

* 7,5mLH20

e 100 pL APS 10 % (Ammonium PerSulfate)

e 10 uL TEMED
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Annexe 8 : Séquences obtenues a I'issue de la PGHestion

Légende :
STRE1 (ou son complémentaire)
STREZ2 (ou son complémentaire)
Chevauchement des deux séquences

Séquences obtenues avec la protéine 4Flag-STOX1B

gueBées obtenues avec la protéine STO

>seql

GT[GGTGCGGGAACA [ IOREE > T

>seq2

GACGCCATAAGTCTGTGTGCCCGGTT

>seq3

CCACATGGCCCTAAGAGCAAGCATTT

>seq4

CGGTGCGGAAATAATIIICROEE

>seq5
TCGACTACGACATGGATTACATCTGAGCAACTGCAGCAAGGGCG
>seq6

GGTGTTNCTGGAGGGAGGTGGTCATG

>seq7

ACGCCGAAGGTTATGTTTAGTACTCA

>seq8

TGCGCAGCGTTCTCGTCGGAAATTGC

>seq9
|GGTCTGGAATGGGTGCAAATTGCAGT (deux fois le motif 1)
>seql0

CGGTGTGGAGA G (IBIOREEI> CAC

>seqll
GT[GGTGCGGGAACA [ IOREE > T
>seql2
ATTTCGGACTTGCCGAGTTCCAGAGT
>seql3
CGGTGTGGAGA G (IBIOREEI> CAC
>seqld
GTCCGCTCTCTGTCTGTTGCCGTAGG
>seql5
CTTTTGTAGCATGTATGTATGAGGGG
>seql6
CTTTGGGTCCTGGACGTCCGTTGTCA
>seql7
CTTTGGGTCCTGGACGTCCGTTGTCA
>seql8

GCTTGAURIOABEE GTTACCCTGG
>seql9
ATGCAAAATCTGCCAAGATCCACCAA
>seq20
ATGCAAAATCTGCCAAGATCCACCAA
>seq21
ACAAAAAAACCAATACCGCCTACACC
>seq22
CAGTTCGGAACCCAACGATAACATAC
>seq23

ABBEIEEMAEE A TG TTCCCGCGCLAC (les 2 motifs sur le brin

complémentaire)

>seq24

ATAGGTGCGGAGAGT ORICACACEE:

>seq25
CGGTGTGGAGA G (IGIBABEI CAC
>seq26
TGCCGTTCGGGATTAGGGCAATCGNG
>seq27
CGCGTTGGCAGGTTTGTCGCCACCAT
>seq28
CGGTGGGCGCGCTTGACTTATCCTGT
>seq29

CJGGTGTGGAGA G IEICIORBE! > NAC

>seq30

>seql
GTTCCCTGTGATATTGTGGGATCGGT
>seq2
AAGGTTGAGCCTATGTGTGTGCCATT
>seq3
GGGGCGTTAGTCCAATTCAGCCTTGG
>seq4d
GGCCTTCCGTTCAGCCAGATAGGTAG
>seq5
ACTGTAAGCGCATTCCGGATTATTTG
>seq6
GAGAGTCGCTGTTTATGAAGAGTGAT
>seq7
GTGACGTTTCAATTTGGGTATTGGTC
>seq8
TGCCCTGGACTTAGAGTCGTTAGTTG
>seq9
ATCGGTATTGTAATATGCTGTGAGAC
>seql0
GCGGTCGGGATCGTGTAGATTGATCC
>seqll
GAAGTGCATGAGTATGCTGGATGGTA
>seql2
TGAGGGTGGCGGTAGACTTGACTTCA
>seql3
TGTGGTAGAACTGCGGATGCGGGTTC
>seqld
GCGGGGATGAGCGATGGTCTGCTCTG
>seql5
CGTGTTGGGCGGGTTTGGCATAGC
>seql6
AGCTTGCTGATTTGTGCTGATCAATT
>seql7
TCAGAGGTCATCAGCTCGAGCGAGC
>seql8
TCAACAGCCACCCCCAAAAACTTAAC
>seql9
CACCTTAACCCACCCTTGATGTAACA
>seq20
GGAGCGTGATACCTCAACCGCCCATC
>seq2l
AAACACATTTAATACCACTGTAAAAT
>seq22
TATAGGAAAGCACAGGTGATCCAACA
>seq23
GGTAGCGTTTCTGTTCAAGTCGCCAG
>seq24
CTCTGATTATGCTTGTTATGTCGGGG
>seq25
GTACTGGTTGAAGAGTATAAGTGGTC
>seq26
CGCTAGTGTAGAGGAGCGGTACGCCA
>seq27
TGTGGGTTCGTGCGGGTGGGTGTGCT
>seq28
GAGCATCGAGGGGGGCTATTTGTTCT
>seq29
GACGTCTTTTGCTTTATGTTTTCTAC
>seq30
TAAGCGGGGTATAAATTAGGCTGAGG
>seq3l
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ATAGTANTGGCGCANGTATGCGGGTG

>seq31l

GAATAGTTAGTGTTCGTTTGCNTCNN

>seq32

JGGTGTGGAGA G IBIBREEI> CAC

>seq33

TGAACCTACA ATGAT

>seq34

[GGTGCGGATTGGTCARBIBRBEI: ACT (deux fois le motif 1 ete fois
le motif 2)

>seq35

CTABBBERBABEE G TCAATACAGATC

>seq36

CTCCCCGCNAGACACCAGTCEBBBL A (motif 1 sur le complémengair
motif 2 sur ce brin)

>seq37

GCGCTCTCNGGNGCATTGGAGGTGCA

>seq38

GTIGGTGCGGGAACA EINBOROEI A

>seq39

AGATTGGTGGCACATGCCAGGTGGAA

>seq40

ATTTTGGATTTTGAGTATACTCTGCC

>seq4l

ACGAIGAGCCATGCGTTGGGCGTCCAG (sur le brin complémentaire)
>seq42

AATTGGGCATCTTAATGGTTTTAACT

>seq43

TGGGAACTTGTTAGCGCTGGCCAAGT

>seq44

ATGTCAATGGTCCCCTGTGTTATGGT

>seq45

GTTAGCAGTGTACGTTGACATCTAT

>seq46

GAAGAGATCAAATGTTGGATTTTTGT

>seq47

GTCTGCTATGTTCCGTTTGTAGAAAT

>seq48

GTTGCCAAGAATTTTAATGTGGCTCT

>seq49
AABEEIEAEIS GACAATTCCGCACG (les 2 motifs sur le brin
complémentaire)

>seq50

GTBBEIERAEAIE G TCTCCACACEG (les 2 motifs sur le brin

complémentaire)

>seq51
AGTAGACACACAACAGCCATTATATA
>seq52
TCTGACTGCGAAGAACTTTCTCGTTT
>seq53
ATGGTGGCGACAAACCTGCCAACGCG

>seq54
BEREARRAE TAAATTTTCCGCCCACA (les 2 motifs sur le brin
complémentaire, motif 2 tronqué)

>seq55

ABBEIEEAAEE A TG TTCCCGCACEAC (les 2 motifs sur le brin
complémentaire)

>seq56

GTDBEIGREAIE GC TCTCCACACKG (les 2 motifs sur le brin

complémentaire)

>seq57

AGGCCGCTTTCCGCCGHEEBBBORE G (motif 2 tronqué)
>seq58

TTTGGTCGCGTTGGGTTTCCAAGATG

GTAGCCTTGTGATGGCGAGGATCGTA
>seq32
GCCTCTGCCCATTGGGCTGGTTTTGG
>seq33
CGCAGGTGAGTACAATCGTCGTTCGT
>seq34
GTCAAAGCGTCAGATATGACATTTTT
>seq35
CGGTTCGTTAATCTCTTGTGGCATCT
>seq36
TGCGTGGNCTAGTCATTTAGGCCTTG
>seq37
AGTGTGGGCAATATATTTATTTAAGG
>seq38
TCAATAGCAACGCGAACGAGTGGCCC
>seq39
TTGTGAAGATAGCTTACCCGATTCN
>seq40
GGTTTATTGGAGATAATTATCCGGGA
>seq4l
CTGGTACTCCCATTCCTACCCTAGAA
>seq42
TATCGGGATTTGGTTTTGGGTGCGGT
>seq43
GGGGGGTTACAACGAAAGGGGCGTTC
>seqd4
ATGTAGGCTTGTCAATCTACGAATTT
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LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION CHEZ
LES MAMMIFERES, MALADIES ASSOCIEES,
METHODES D'’ETUDE ET APPLICATION DE LA

PCR-SELECTION SUR STOX1

Aurélien DUCAT
Résumé

Les facteurs de transcription sont classiqguemefmidé&comme des protéines ayant la
capacité de se lier a des séquences spécifiqué&Ngt de réguler la transcription des genes.
Les facteurs de transcription ont longtemps fastésébiologistes moléculaires de par leurs
actions dans la régulation complexe de I'expresgiénique et leur importance dans les
processus biologiques tels le métabolisme celkilair la différenciation des cellules au cours
du développement embryonnaire. Ainsi, des mutateansiveau de ces protéines entrainent
souvent des répercussions importantes sur l'orgeniset sont notamment la cause de
plusieurs maladies héréditaires potentiellementdstchez les mammiferes. Au cours de mon
stage de recherche dans le laboratoire du doctanieDVaiman a I'Institut Cochin, jai
travaillé sur un facteur de transcription réecemnug&touvert : STOX1Storkhead box)1 Un
polymorphisme de cette protéine a été associé amaladie humaine de la grossesse,
potentiellement Iétale : la prééclampsie. Mon tilea@onsisté a identifier le site de fixation a
'ADN de la protéine STOX1 en essayant de détermumee séquence consensus via la
méthode de PCR-sélection. Le principe de cettentquke est de purifier, au sein d’'une
banque d'oligonucléotides aléatoires, des oligadatales sur lesquels un facteur de
transcription se fixe. L’analyse bio-informatigu€anpermis de mettre en évidence deux
séquences consensus majoritaires que j'ai commeena@der par deux méthodes : du retard
sur gel et des essais luciférase. Les études mmidseces protéines permettent d’entrevoir les
premiéeres applications scientifiques comme l'inchuctle cellules souches pluripotentes.
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TRANSCRIPTION FACTORS IN MAMMALS,
ASSOCIATED DISEASES, METHODS AND
APPLICATION OF PCR-SELECTION ON STOX1

Aurélien Ducat

Summary

Transcription factors are proteins typically definas having the ability to bind to
specific DNA sequences and regulate gene trangworipranscription factors have long
fascinated molecular biologists through their awidn the complex regulation of gene
expression and their importance in biological psses such as cellular metabolism and cell
differentiation during embryonic development. Thomjtations in these proteins often have a
large impact on the organism, and include the cafiseveral potentially lethal hereditary
diseases in mammals. During my research trainingenaboratory of Dr Daniel Vaiman at
the Cochin Institute, | worked on a transcriptioactbr recently discovered: STOX1
(Storkhead box)1 A polymorphism of this protein has been assedatith a human disease
of pregnancy, potentially lethal: preeclampsia. Btpject aimed at identifying the DNA
binding site of STOX1 protein, by trying to detemaia consensus sequence using the PCR-
selection method. The principle of this technigeed purify oligonucleotides on which a
transcription factor binds, in a library of randofigonucleotides. The bioinformatics analysis
allowed me to highlight two major consensus segeertbat | started to validate by two
methods: the gel shift assay and the luciferassyagxtensive studies of these proteins allow
a glimpse of the first scientific applications suhinduction of pluripotent stem cells.
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