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Résumeé

Mise au point d’un dosage de l'activité kinase dealprotéine DYRK1A : un candidat pour le
retard mental et la dégénérescence dans le Syndrorde Down.

Le Syndrome de Down est une maladie chromosomiquigénitale ayant pour cause premiére la
présence d’'un chromosome 21 surnuméraire. Ce clammm comporte plus de 271 géenes dont un certain
nombre sont essentiels au cours de I'embryogé@@est I'aneuploidie la plus courante avec une gehee de
1/700 naissances ; elle est caractérisée par wembihs de défauts développementaux incluant des aliesm
cardiaques congénitales, un retard mental avecuotient intellectuel compris entre 25 et 80, desnaalies
cranio-faciales. Par ailleurs, on observe chez matients une précocité dans I'apparition de patiiel
dégénératives et neurodégénératives (signes diéissminent dés 8 ans, maladie d'Alzheimer dés ). an
L'établissement des cartes de corrélation génotghéaotypes chez les patients atteints du Synddsri2own
a permis de mettre en relief la région DCR-1 sucHeomosome 21. Parmi les 20 génes présents d#mes ce
région, le gen®YRK1Aconstitue un bon géne candidat dans I'apparitionetiard mental. Il code une protéine
kinase tyrosine-sérine/thréonine qui appartientaafdmille des DYRK ou « Dual specificity tyrosine-
phosphorylation-regulated kinase », cette enzynys® la phosphorylation de protéines cibles si& $érine
ou une thréonine, comme des facteurs de trangmipdies protéines d’épissage et des protéines guesp.

Afin de comprendre le rdle et la régulation de DYFKdans le développement normal et pathologique
et d'analyser I'effet géne/dosage de DYRKZ1A, il essentiel d’avoir a sa disposition un test d'atéivobuste
de I'enzyme. Pour cela, je me suis tout d'abordigpge a produire des protéines recombinantescheditions
de production étant optimisées, nous avons cheachgettre en place une nouvelle méthode de dosage de
I'activité kinase de DYRK1A. Les méthodes de dosagistantes jusqu’alors et qui ont permis de dégouv
certaines propriétés de DYRKI1A, utilisaient la ceditivité, la polarisation de fluorescente (FP)irinsfert
d’énergie par résonance de type Forster (TR-FRETlaométhode de I'ELISA. Pour différentes raisoles,
méthodes actuelles ne se sont pas révélées iditateris avons di mettre au point une nouvelle ndétluz
dosage utilisant la chromatographie a haute pnegsi®LC). Le principe en est de séparer le pemidestrat
(non phosphorylé) du peptide produit (phosphoryig)plupart des tests actuels ne s’intéressentugctaiple
substrat/produit ATP/ADP ou GTP/GDP. Pour augmeidesensibilité du dosage, nous avons greffé sur le
peptide un Tag (ou étiquette) fluorescente. Cetithode de dosage s’est révélée tres rapide, peauseéet trés
sensible.

La suite de ce travail fut donc de confirmer lesmiEes existantes sur I'activité DYRK1A en utilisant
notre nouvelle méthode de dosage. L'activité kinaséout d'abord été testé@ vitro avec la protéine
recombinante et les résultats obtenus confirmenatare Michaélienne de la cinétique de I'enzymeudNavons
également caractérisé le comportement d’inhibitearsnus de DYRK1A (notamment avec I'harmine) et les
résultats obtenus sont tout a fait en adéquati@c & littérature. En collaboration avec I'équipel. Dodd
nous avons criblés des dérivés hétérocyclique®sats faible poids moléculaire comme inhibiteurepiiels
de DYRK1a. Le test d’activité a également été tastévo sur des extraits de cerveau de souris.

Ces résultats nous indiquent que ce nouveau tedbsiege d’activité est spécifique, qu'il est repiciible et
rapide. Le principe de ce test peut s’appliquent#eidemment a d'autres kinases et phosphatasphiet
largement a d’autres enzymes catalysant la réadéanodification de protéines (acétylation, méttigta...).



Régulations épigénétiques de I'expression du génedant ISL1, un facteur essentiel a la
différenciation du lignage gonadotrope et a I'exprssion du récepteur de la GnRH.

La fonction de reproduction est contrlée par é&ye nerveux centrala le complexe hypothalamo-
hypophysaire. Au sein de ce complexe, la GnRH, atearmone d'origine hypothalamique, en activant son
récepteur (GNRHR) spécifiquement exprimé a la sarfdes cellules gonadotropes de I'hypophyse, régule
synthése et la sécrétion des deux hormones LH ldt E8s deux hormones hypophysaires, a leur toar|avi
circulation générale, agissent sur les gonadeg@tlent la synthése des stéroides sexuels, la atiaturdes
gametes et le cycle ovarien chez la femelle. L'pwyse antérieure dérive de I'ectoderme oral et cstaps
autres types cellulaires endocrines, les cellukstotropes, somatotropes, corticotropes, thyréesopt
mélanotropes. La mise en place de I'hypophyse etcalmplexe hypothalamo-hypophysaire au cours du
développement embryonnaire exige l'intervention signaux extra-hypophysaires précoces et transitoire
appartenant a la famille des BMP et des FGF. QGgsmak induisent I'expression transitoire ou permsnee
facteurs hypophysaires autonomes comme les pretéihé & homéodomaines (LIM-HD) ISL1 et LHX3, ou
des facteurs comme GATAZ2 et PIT1. L'expression dnegdu récepteur de la GnRAr(rhr) est restreinte aux
seules cellules gonadotropes par le biais d’'un ¢t@descriptionnel impliquant plusieurs facteurs dienfacteur
stéroidogénique SF1 et I'hétérodimére formé par BHX ISL1. Ces protéines LIM-HD seraient ainsi
essentielles non seulement dans les étapes prétwckyeloppement hypophysaire, dés E8.5-E9 cheauas,
mais aussi dans les étapes plus tardives de &etiifiation du lignage gonadotrope, de E13.5 aZdf/dans le
maintien du phénotype différencié chez I'adulte.

D’aprés les données obtenues au laboratoire pagxgpesiences de ChIP on Chipll serait la cible de
FOXL2, un facteur de transcription de la famillerldead. Mon projet initial visait a décrire et &gser les
interactions entre ces deux facteurs, avec I'hgsethque ce mécanisme permettrait le maintien takelif
I'expression dIsl1 au cours du développement et chez I'adulte. J'acdmtrepris de démontrer cette interaction
par une premiére approche en transfection transitmmbinant le promoteur de 5 khsill avec un vecteur
d’expression pour FOXL2 et en utilisant diversemdies cellulaires : gonadotroped 8-1 et LBT2), lacto-
somatotrope (GH3B6), corticotrope (AtT20) hypotiailgue (GT1-7) et neuronale (PC12). Aucun effet de
FOXL2 n'a pu étre décelé suggérant I'existence alude plusieurs partenaires inconnus qui seraiécgssaire
a l'action de FOXL2. Toutefois, de fagon inattendtisurprenante, une activité élevée du promotdsilch été
détectée dans toutes les lignées cellulaires testd@rs qu'un petit nombre seulement de ces lignées
gonadotropes et hypothalamique, exprime les ARNsagers ou la protéine ISL1. Ces données suggérient
le gene endogene codant pour ISL1 était soumissana&canismes de régulation épigénétiques auxquels
échapperait le promoteur transfecté. Ces mécanisprsoqueraient la formation d'une structure
chromatinienne ouverte ou fermée et donc l'activatbu la répression de la transcriptiohsid’ suivant les
lignées considérées. J'ai donc entrepris de détemat d’'étudier la nature de ces régulations égiigues en
utilisant ces modeéles de lignées cellulaires, f@amt I'analyse des marques d’activités et d'indigs des
histones et I'analyse des profils de méthylatio ABN sur le promoteur dsl1. La triméthylation sur la lysine
4 de I'histone H3 (H3K4Me3), I'acétylation sur Isines 9 et 14 de I'histone H3 et I'acétylationm fulysine
14 de l'histone H3 constituent les marques d'ais/zianalysées dans cette étude : ces marques,epar d
mécanismes différents et complexes, favorisenwbowre de la structure chromatinienne et donaéasibilité
de 'ADN aux facteurs de transcription. La préseded’ARN polymérase Il au niveau du site d'initoat de la
transcription, testée avec un anti-Polll-S5-phosylige, est un bon indicateur de I'activité trangtannelle. En
revanche, la triméthylation sur la lysine 27 deistbne H3 (H3K27Me3) est une marque d’inactivité
transcriptionnelle corrélée avec une structure mlatmienne fermée. J'ai ainsi utilisé différentstieorps
capables de reconnaitre ces différentes modificattm immunoprécipitation de chromatine : anti-deegistone
H3K9K14 et anti-acetyl-histone H3K14, anti-methy$thne H3K4 et anti-methyl-histone H3K27. Ces étude
ont été réalisées par PCR semi-quantitative ettgative en temps réel en utilisant comme matrid®N isolé
des différentes immunoprécipitations et des amaspésifiques ciblant plusieurs promoteutsl1, Gnrhr, Cga,
Fshiy Lhb, Hprt, POMC et Prl. Je n'ai pas observé de corrélation évidente eatégylations des histones et
expression des génes ni de corrélation entre lex daticorps anti-acetyl-histone H3K9K14 et angigt
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histone H3K14. En revanche, j'ai pu mettre en éddeune corrélation claire entre la marque d'aétivi
H3K4Me3 et I'expression des génes. Inversememhalajue d'inactivité H3K27Me3 s'est révélée corréiéec

la répression de l'expression des genes. Dansuxiedee temps, j'ai étudié le profil de méthylatida 'ADN

du promoteur #I1 en utilisant les enzymes de restriction Hpall etpMcapables de discriminer les CpG
méthylés des CpG non méthylés au niveau des nBE&G. Cette premiére analyse indique que dans les
lignées exprimantsll (lignéesaT3-1, LBT2 et GT1-7) le promoteur est non méthylé sur lgioré la plus
proximale et partiellement méthylé au-dela. Enarehe, dans les deux lignées qui n'exprimentlglds la
méthylation recouvre complétement le promoteurjuentt I'flot CpG (lignée GH3B6) ou l'excluant (ligm
AtT20). Ces données sont corrélées avec la préslscmarques d'activité et d'inactivité de la clatme.

En conclusion, nous pouvons émettre I'nypothésd'gyeression d'sll est vraisemblablement activée
par des facteurs de transcription ubiquistes, notamt de type SP1, le promoteutsid comportant plusieurs
sites potentiels pour ce facteur. Ce mécanismet sffigace lorsque le promoteur se trouve dans singcture
chromatinienne ouverte ou lorsqu'il se situe enodelile la structure chromatinienne (promoteur femts),
laissant & ces facteurs de transcription libre sséckeur élément de réponse. Un tel processus gibaiétablir
physiologiguement dans les stades précoces duapperhent embryonnaire a 8,5 jours (E8.5) chez laiso
lorsqulisl1 s'exprime de fagon ubiquiste dans toutes lesleslirogénitrices de la future hypophyse ou poehe d
Rathke. Un peu plus tard, entre E9.5 et E11, lesqion dsl1 est progressivement restreinte aux cellules stuée
dans la partie ventrale de I'hypophyse en développé par un gradient dorso-ventral de FGF. L'atitwades
récepteurs aux FGF induirait une fermeture de tarohtine au locus 11 avec la mise en place des marques
d'inactivité H3K27Me3 accompagnée de la méthylatlercertains sites CpG, comme ceci est observéldans
lignées lacto-somatotrope et corticotrope, reptasers des cellules se différenciant dans la @attirsale de
I'nypophyse. En revanche, dans la partie ventfalejvation des récepteurs aux BMPs, induite pagradient
ventrodorsal de BMP2, maintiendrait I'expressidsld'au sein d'une structure chromatinienne ouvertelgar
positionnement des marques d'activité H3K4Me3. @&xanismes persisteraient chez l'animal adulte et
permettraient, entre autres, I'expression ciblé&pétifique dsl1 dans les cellules gonadotropes hypophysaires.
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Partie 1

Mise au point d’un dosage de Pactivité kinase
de la protéine DYRKI1A : un candidat pour le
retard mental et la dégénérescence dans le

Syndrome de Down.
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Mise au point d’'un dosage de I'activité kinase deal
protéine DYRKZ1A : un candidat pour le retard mental et
la degénérescence dans le syndrome de down.

1 Introduction générale

Le Syndrome de Down ou Trisomie 21

1.1 Un peu d’histoire : du concept de « I'idiotie » ad définition méme

de la Trisomie 21.

En 1866 a été publiée une description phénotypdjue syndrome par le Dr Down
sans que celui-ci n'ait une idée précise de I'ndgie cette maladie. Ce syndrome devenu le
Syndrome de Down (SD) est une maladie chromosomaqungénitale ayant pour cause
premiere la présence d’un chromosome 21 surnuraéi@iest en janvier 1959, que Jérdome
Lejeune, Marthe Gautier et Raymond Turpin démoetretorigine chromosomique du SD
(Lejeune et al, 1959a et b). A la méme époque, amepe américaine dirigée par Patricia
Jacobs abouti a la méme conclusion (Jacobs €988 &t 1995). Ces découvertes permirent
de déterminer la cause de « I'idiotie mongoloidau»SD, et Jérdbme Lejeune proposa alors
d’appeler cette pathologie la Trisomie 21, «tpeur trois et « somie » pour pathologie
concernant les chromosomes. C’est la premiere dimgenétique décrite et identifiée chez
'Homme et la premiére pathologie pour laquelledition entre le génotype et le phénotype

était mise en évidence.
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1.2 Epidémiologie, phénotypes et pathologies associees.

1.2.1 Epidémiologie et étiologie de la Trisomie 21.

La trisomie 21 est I'aneuploidie la plus couratlee méta-analyse compilant toutes
les données obtenues a partir des onze systemggrgllance de naissances ameéricaines
entre 1999 et 2001 (Canfield et al, 2006), a déte¥ra prévalence du SD a un cas pour 732
naissances. Une étude plus récente, s’appuyanésutonnées de dix régions américaines,
montre une incidence de 1/800 pour toutes grossestsene prévalence de 11,8/10 000
naissances pour I'année 2003 (Shin et al, 2002 Eampléter ces données, I'étude francaise
réalisée sur la population parisienne entre 20012@25 (Dr Catherine de Vigan et
collaborateurs, 2007 ; http://www.has-
sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/ragperaluation_des_strategies _de_ depistage
de_la_trisomie_21.pdf) montre que la prévalenceerstable et est de 7,1/10 000 naissances.
La prévalence varie en fonction de I'age de la mdmsque celle-ci a 20 ans, elle est de
1/1500 naissances, 1/1000 naissances a 30 and,afeal40 ans, et de 1/28 a 50 ans.

La trisomie 21 se présente sous trois formes pessipigure 1). La trés grande
majorité des patients présente une trisomie lilopd, est causée par la présence d’'un
chromosome entier surnuméraire (95% des persontestas,Figure 1a). Celui-ci est pour
95% des cas d'origine maternelle (Epstein et al,120Galdzicki et al, 2001). Une autre
forme de trisomie est la trisomie par translocatmimertsonienne d’origine parentale (3 % des
personnes atteinteBjgure 1b). Il y a fusion de deux chromosomes 21 par trayation sur le
chromosome 14 ou 21. La formule chromosomique p&et 45, XYder(21)t(21q ;21q) ou
45,XXder(21)t(21q ;21q) ou lorsqu’il s’agit d’'unatrslocation sur le chromosome 14 : 45,
XYder(21)t(14 q;21q) ou 45,XXder(21)t(14q ;21q) (Reani et al, 1989). Et enfin 2% des
cas de trisomie 21 sont des mosaiques cellulaDesix types de cellules sont alors
observées : un des types cellulaires comporte ke rmmmbre de chromosome et l'autre
possede trois chromosomes 21. Ces cas de trisgonesl’origine mitotique et interviennent

au cours de I'embryogénese (Epstein et al, 2001).
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Karyotype From a Female With Down Syndrome (47 ,XX,+21)
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Figure la
Trisomie 21 libre
Caryotype d’'une femme atteinte d’une trisomie Bidj 47, XX, +21.

............ Eﬁiﬁﬁﬁéﬁ . E

Trisomie 21 par translocation
Caryotype d’'une femme atteinte d’une trisomie 2dtgnslocation robertsonienne 45, XXder(21t)(124.q)
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1.2.2 Phénotypes et pathologies associées.

En 1976, JF. Jackson publia un article dans leduelssemblait les descriptions
phénotypiques issues des observations faites p#&r leejeune (Lee et Jackson, 1972 ;
Jackson et al, 1976). Cette liste de signes phpitptgs fut ensuite affinée grace a des
techniques médicales plus précises (Dahmane €988 ; Epstein et al, 2001). Dans une
étude réecente (pour revue Dierssen et al, 2008)éé mis en évidence que les variabilités
phénotypiques observées sont en rapport direct lagecariabilités d’expression de genes se
situant sur le chromosome 21. Chaque individu rdttdu SD présente une combinaison
d’affections et de caractéristiqgues phénotypiquésuijest propre (pour revue Antonarakis et
Epstein, 2006). Les symptbmes suivants représedtamt une énumeération non exhaustive

des malformations les plus couramment observéeslebg@ersonnes trisomiques.

Le visage est rond, large et aplati avec des jouegdes et latéralement étendues. Les
yeux sont plus espacés I'un de l'autre, placés daiéne oblique avec un repli cutané de
'angle interne des paupieres ou épicanthus intetume fissure palpébrale étroite. Le nez est
aplati a son implantation, les oreilles sont bas$esal repliées, la langue est épaisse avec des
fissures transversales et occasionne une géne penteachez les personnes trisomiques qui
ont le réflexe de la pousser vers I'extérieure adbduche (protrusion de la langue). La
machoire est étroite. 90% des personnes concepréssntent une brachycéphalie, ce qui
témoigne d’'une malformation crénienne due a la smugrécoce de la suture coronale
(Down, 1866 ; Epstein et al, 2001 ; Sureshbabl, 204.1).

Les malformations cardiaques qui touchent enviren nhoiti€é des personnes
trisomiques sont la premiére cause de mortalittnPlas anomalies les plus fréquentes il y a
des anomalies du septum auriculo-ventriculaire, @l®esmalies des communications inter
ventriculaires et inter auriculaires de type 2, iainge des anomalies aortiques. (Baptista et al,
2000 ; Barlow et al, 2001 ; Shinohara et la, 20p&ur revue Vis et al, 2009)

Les malformations du tube digestif touchent presl8&6 des personnes. Elles se
manifestent par un duodénum obstrué (Korenberg let1292), des communications

cesophagiennes et trachéennes anormales (pour Texvfgeet al, 1992 ; Bianca et al, 2002),
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d’'une sténose du pylore, d'un pancréas annulaictuste atrésie anale (Levy et al, 1991 ;
pour revue Torfs et al, 1992).

Les dystrophies des membres et les anomalies nairssilet squelettigues sont
également trés fréquentes. Les membres supérieimf@ieeurs sont généralement plus courts
(pour revue Hawli et al, 2009). Les mains sonttpstitrapues, et présentent un pli palmaire
unique et l'auriculaire montre une fréquente bracégophalangie. Les pieds sont également
plus petits avec un espace plus prononcé entr@seagteil et le deuxiéme doigt du pied. Une
clinodactylie peut étre remarquée au niveau desl®u des doigts de la main (Korenberg et
al, 1994 ; Sureshbabu et al, 2011). L’hypotoniaiisculaire ainsi que I'hyperlaxité
ligamentaire sont fréquentes et méme caractéresiges personnes trisomiques et favorisent
I'apparition de scolioses, de luxations et d’indids articulaires. Cela affecte la motricité de
ces personnes. La protrusion de la langue et teldimen, mais aussi 'affaissement de la
volte plantaire sont des conséquences de I'hypmténmusculaire. Ce qui va retarder
I'apprentissage du langage, de la tenue de ladétl station assise et de la marche chez les

enfants (pour revue Hawli et al, 2009).

Chez les enfants atteints du SD, la marche etrigalge sont acquis tardivement,
conséquences frequentes de I'hypotonicité museu@mme vu plus haut, mais également
d’'un dysfonctionnement plus ou moins prononcé dweaa et des fonctions endocriennes
(Epstein et al, 2001 ; pour revue Hawli et al, 200@ retard de croissance et la petite taille
sont des traits communs a toutes les personnasmigees, caractérisés par un déficit
significatif en hormone de croissance (GH) et extefar IGF (Cronk et al, 1988 ; Anneren et
al, 1990). D’autres hormones voient leurs régutetiet leurs fonctions affectées, ce qui va
engendrer divers troubles, tels qu'une hypothyeithngénitale (6% des cas) ou acquise
(25% des cas) (Karlson et al, 1998 ; Unachak €0f)8 ; pour revue Hawli et al, 2009). Des
troubles de la reproduction, du développement gesirails reproducteurs et de la fertilité
sont aussi des traits communs aux personnes tgsesi Chez les femmes, il est observeé de
I'hnypogonadisme accompagné d’'un retard de sécrétiandrogenes entre six et huit ans,
ainsi que d’un retard voir une absence d’apparitiorcycle menstruel (pour revue Hawli et
al, 2009). Chez les hommes, une ambiguité sexpell# survenir se manifestant par une

rétractation du pénis, de petits testicules maiteégant par un retard voir une absence de la
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spermatogénése. Tout cela peut s’accompagner dugmentation significative du taux de
LH et de FSH sanguins (Sakadamis et al, 2002 ; ppvure Hawli et al, 2009).

Les personnes atteintes du SD ont un retard mphtslou moins prononcé. Celui-ci
dépend de chaque personne. Il s’agit d'un troublaatérisé par des dysfonctionnements de
plusieurs fonctions cognitives, mais aussi parrdaormations cérébrales et cranio-faciales.
Ces derniéres ainsi que I'environnement et lesslgociaux qu’entretiennent ces personnes

avec leurs entourages joueront un grand réle dacsehtuation du déclin cognitif.

1.2.3 Le QI et les malformations cranio-faciales

Le Quotient Intellectuel ou QI est un facteur gsi mesuré et utilisé dans le cadre
d’examens psychologiques chez les enfants trisomigu@mme étant une indication
guantitative standardisée liée a la capacité dedgire ou non des taches. Les résultats des
tests de QI ne fournissent que de simples indicatgur les capacités intellectuelles de la
personne et sur les difficultés cognitives qui petére rencontrées. Ces tests doivent étre
interprétés avec précaution. Poser des conclusgpusant uniquement sur des tests de QI est
hasardeux et problématique sur le plan éthiquei €amt dit, des études (Wishart et al,
1993 ; pour revue Delabar et al, 2006) montrent,|'pélisation de différentes échelles et
tests, que le QI mesuré chez des enfants atteintSduwécline progressivement dés la
premiere année de vie. D’autres études ont misviglergce que ce QI variait entre 25 et 80
(pour revue Delabar et al, 2006), avec un moyeitnéesentre 44 et 55 (Vicari et al, 2004 ;
pour revue Delabar et al, 2006). Pour expliquedéelin cognitif, une étude récente (pour
revue Dierssen et al, 2009) a émis I'hypothesel @xXisterait un lien entre les déficits
cognitifs et les déficits linguistiques chez lesrsp@nes trisomiques. Selon des études
cognitives incluant des études linguistiques, hidfecation des mots et leurs intégrations
visuelles ne sont pas déficitaires, en revanche, dempréhension et l'intégration verbale le
sont (pour revue Fidler et Nadel, 2007). Les parssratteintes du SD ont, pour une tres
nette majorité, de grandes difficultés linguistigu€ela se traduit par un discours le plus
souvent aphasique et par l'utilisation limitée detsnde liaisons ou de pronoms (Vicari et al,
2004).

Les malformations cérébrales et cranio-facialesrfurévélées par Ibiais d’études

post-mortemd’études d’électrophysiologies et d’études d’imagenédicale par IRM. Elles

22



sont utilisées a l'appui des observations rendanipte des difficultés de mémorisation et
d’apprentissage que rencontrent les personnesmigses. D’apres les observations
recueillies, il y a une diminution de prés de 25%paids et du volume du cerveau (pour
revue Delabar et al, 2006). Les IRM d’enfants eiddlescents montrent une diminution de
17% du volume total avec une répartition régiorecette diminution qui varie de maniere
hétérogene. Le volume du cervelet est réduit de,3bfppocampe, 'amygdale, les lobes
temporaux et le lobe frontal présentent également néduction de volume (Pinter et al,
2001a/b ; pour revue Lubec et al, 2002), alors ke observe une augmentation de la
substance grise au niveau du cortex cérébrale ebrdex entorhinal de I'hippocampe (White
et al, 2003 ; Teipel et al, 2004). S’associe a ek diminution du nombre de neurones dans
certaines régions du cerveau, en particulier lgedet, I'hippocampe et le cortex frontal, un
défaut de myélinisation des axones, une réductiola daille des dendrites et du nombre des
épines dendritiques (Wisniewski et al, 1990 ; Kbalgl1992 ; Golden et al, 1994 ; Takashima
et al, 1994 ; Guidi et al, 2008). Parmi les malfations cranio-faciales les plus courantes, la
brachycéphalie est détectée chez pres de 90% dampes trisomiques (pour revue Delabar
et al, 2006).

1.2.4 Le vieillissement et la maladie d’Alzheimer

Parler de vieillissement pour des enfants, deseadehtes et des jeunes adultes n’est
pas naturel en soi. Mais le contexte génétiquepdesonnes trisomiques est associé, par le
biais de divers mécanismes, a une diminution de l'espérale vie et I'apparition d’'un
vieillissement précoce. L'espérance de vie, quL@29, était de 9 ans, ne dépassait pas 25 ans
en 1980. Elle est de plus de 55 ans aujourd’h@neiron 25% des personnes trisomiques
dépasseront 60 ans (Glasson et al, 2002). Cetteagsye de vie n’a cessé de croitre depuis les
dernieres décennies grace en particulier aux tquksimédicales évoluant et permettant de

prendre en charge bon nombres de pathologies assatia trisomie 21.

Les signes de vieillissement précoce, fréquentg teeindividus atteints de trisomie
21, affectent des organes trés divers : le thydaupeau, I'eeil, le systeme endocrinien et le
systeme nerveux central. Des défauts dans I'exipreskes enzymes oxydants ainsi que des
perturbations touchant les hormones thyroidienneshypophysaires pourraient étre

impliquées
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On observe chez les personnes trisomiques de pl3% éns des changements neuro-
histopathologiques similaires a ceux observés difez patients atteints de la maladie
d'Alzheimer de forme sporadique, agés de plus dar®0: méme distribution de plaques
amyloides et de dégénérescences neurofibrillaiméme marquage des lésions par
immunohistochimie. Ces modifications sont assocééase démence dans 30 a 40% des cas.
De plus le métabolisme de 'APP, mesuré dans lenpdapar les taux des peptides Abeta40 et
Abeta42 est altéré chez les patients trés jeuressh(dit ans) (Mehta et al, 2003). Les raisons
pour lesquelles les individus trisomiques développms |ésions et présentent des risques
accrus de démence sont inconnues. Bien que lacdtiph du géne APP apparaisse suffisante
pour permettre I'expression de la maladie d’AlzhairtRovelet-Lecrux et al, 2006), d'autres

géenes du chromosome 21 associés a APP pourraiemt@iqués dans ce processus.

1.3 Le chromosome 21

1.3.1 Sa structure

Le bras long du chromosome 21 (21q) fut séquen@.d% en l'an 2000 puis
référencé dans le cadre du séquencage du génomearhlra chromosome 21 est de type
acrocentrique, c’est le plus petit des autosomesadgotype humain. Il possede un bras court
ou 21p et un bras long ou 21q, et couvre 1,5% cwmé humain (Patil et al, 1994 ;
Osoegawa et al, 1996 ; Lapenta et al, 1998 ; Wang, €1998). Plus de 271 génes sont
répertoriés dans les bases de données. Les reekaynhpermis d’'ores et déja de constater
gue la plupart des genes se trouvant sur le chrem®<21 humain se retrouvent sur trois
chromosomes chez la souris : 10, 16 etHigure 2) (Guimera et al, 1997b ; Blouin et al,

1998 ; pour revue Antonarakis et al, 2004).

L’analyse phénotypique et génotypique de patientteprs de trisomies 21 partielles
a permis de définir une région critique du chronmes®1 dont la duplication est associée a
'apparition de 13 signes caractéristiques (seboliste de Jackson, 1976) de la trisomie 21
dont le retard mental. Cette région, appelée DGReinenclature du 6th Intl Workshop, Cold
Spring Harbor) (Korenberg et al, 1996-1997) ou Dasyndrome Chromosomal Region 1,

24



s’étend sur 2,3 Mb et est localisée entre les g&iR et ERG en 21g22.2 (Rahmani et al,
1989 ; Delabar et al, 1993 ; Dahmane et al, 1998).

La DCR-1 Figure 3) représente 1/20° du bras long et contient une trentaine de
genes identifiés a I'heure actuelle. L'importanee atte région a été récemment renforcée
par la publication d’observations portant sur unéranet ses deux enfants porteurs d’'une
petite duplication (13 genes) située a l'intériele la région DCR-1 et qui semblerait
impliquée dans I'établissement d’'un retard merdaine dégénérescence de type Alzheimer,
d’'un retard de croissance, d’'une hypotonicité miasei et d'une hyperlaxité ligamentaire
(pour revue Antonarakis et al, 2004 ; Arron etZ48l06 ; Ronan et al, 2007 ; Rachidi et al,
2008). Une étude japonaise plus récente (Fujital,e2010) semble confirmer I'hypothese
selon laquelle I'expression des genes situés altanide la DCR-1 serait impliquée dans le
développement physiologiqgue et pathologigue du emarvet aurait un lien avec la
dégénérescence de type Alzheimer observée chezpéesonnes trisomiques. Une
microdélétion au sein de cette région a été misévatence lors d’études chez des enfants
trisomiques présentant une microcéphalie sévereetand de croissance, une opacité de la
cornée et un retard mental prononcé. Ces résudtats cohérents avec une autre étude
(Belichenko et al, 2009) mettant en avant dan® aétjion la localisation de génes important

pour le développement neurologique
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Figure 2

Régions synténiques entre le chromosome 21 humainles chromosomes de souris (MMU) 10,
16 et 17(adapté d’aprés Antonarakis et al, 2004).

Le chromosome 21 humain est le plus petit des amtes, il est acrocentrique et compte a I'’heureedietplus

de 271 geénes représentant 1,5 % du génome humasngénes présents sur le chromosome 21 humain se
répartissent sur trois chromosomes chez la sourigl:génes (23,3 Mb) du chromosome 21 se trouwenies
chromosome MMU16, parmi euQYRK1Aet APP. Trois modeéles de souris transgéniques, trisomiqpoes

une partie des génes du MMU16 pour les Ts1Cje &fTHB5 et trisomiques pour tous les génes du MMU16

pour les Ts65Dn.

A droite sont indiqués les modeéles d'études mypirsnettant d’étudier les différents génes du chsome 21.
Certains modeles contiennent la DCR-1 : les sotsisCje, Ts65Dn, Ts16, ES#21 et Tcl sont des souris
transgéniques utilisées pour les études sur lanties21. Les souris 152F7 sont des souris tranggésiportant

un YAC humain comprenant gene codant la kinase DYRK
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Modéles d’études murins pour la trisomie 21

(modifié d’apres Rachidi et al, 2008)

Figure 3
La région DCR-1 « Down Syndrome Chromosomal Regiofi-» (adapté d’aprés Rachidi et
Lopes, 2008).

La région DCR-1 (zone grisée) est localisée ergseldci 21922.13 et 21g22.2. Elle s’étend entregkses
CBR1(codant 'enzyme carbonyle réductaseERG (codant le facteur de transcription de la fandiéss Ets) et
comprend le genBYRK1A(codant I'enzyme kinase a double spécificité Tgrfbhr). Elle est désignée « région
critique » car elle contient certains génes assoeéiéplusieurs phénotypes caractéristiques des rperso
trisomiques. La DCR-1 est impliquée dans le déysdopent du cerveau.
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1.3.2 Genes candidats ? Pourquoi pas !

Plusieurs résultats collectés au cours des vingiigles années laissent penser que
tous les genes portés par le chromosome 21 ngasrninpliqués dans le retard mental et que
seule une petite portion d’entre eux en est laec§usur revue Antonarakis et al, 2004 ; Olson
et al, 2007 ; Lyle et al, 2009). On peut faire l&me analyse pour d'autres signes
phénotypiques comme les malformations cardiaquedesuanomalies de la face. Ces
hypothéses aménent a définir la notion de genedidats en utilisant un ou plusieurs

critéres :

v' Territoires d’expression reliés au phénotype : unegéandidat sera le plus
souvent exprimé dans le territoire d’expressiomplkénotype

v Fonctions : les données fonctionnelles associéegne permettent de classer
des candidats potentiels

v" Niveau de surexpression dans le tissu cible : lesigieénes en trois copies ne
sont pas surexprimés et l'existence d'une suregmesdans le territoire
concerné par le phénotype étudié est constitugéineguis.

v Localisation chromosomique de régions critiques

Selon ces critéres, parmi les géenes susceptibédeedie bons candidatSRYAlest
candidat dans I'apparition de la catara@®D dans I'apparition du vieillissement accéléré et
de déficits immunitairesAPP dans l'apparition de la maladie d’Alzheimerl@YRK1Adans
I'apparition du retard mental mais aussi de la ahala’Alzheimer (Ait Yahya-Graison et al,

2007 ; pour revue Megarbane et al, 2009). Ce degeiee fait I'objet de notre étude

1.3.3 Les modeles d’études murins

Afin de comprendre et d’étudier les effets de leegpression des génes mais aussi
leurs fonctions physiologiques, différents modétearins sont utilisés. Deux stratégies
complémentaires sont actuellement développées podeliser les effets de la trisomie 21

chez la souris. Quelques modeles murins sont repiés laFigure 4
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Figure 4

Les modeles d’études murins du Syndrome de Dowadapté d’apres Pennachio et al, 2003 ;
Delabar et al, 2006)

Le séquencage des génomes humain et murin etlldssétle comparaison des génomes ont permis deerapttr
évidence des segments synténiques conservés. gemgéhomologues du chromosome 21 humain sont
localisées au niveau de trois chromosomes chezilgsgMMU10, MMU16 et MMUL17). La premiere régioa s
trouve sur MMU10 et contient 58 génes, la deuxissme MMU17 et contient 23 génes et enfin la troigém
région s’étend sur 23,3 Mb et comprend plus de d&des. Deux sortes de modeles existent : des nsodéle
murins contenant des génes murins (par exempl&dé5Dn, les TS1Cje et les Ts16) et des modélesnsuri
contenant des génes humains (comme les Tcl, leACHY2F7 et les ES#21).
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1.3.3.1 Trisomies partielles pour un grand nombre de génes murins

La partie distale du chromosome 16 murin est sygqéénd’'une grande partie du bras
g du chromosome 21 humain. Les trisomies 16 coeplsbnt |étales chez la souris. Deux
lignées de souris, porteuses de translocationseqailibrées, aboutissant a des trisomies 16
partielles, ont été créées : les Ts65Dn (Davisgoal,e1993), avec une trisomie pour un
fragment correspondant a 123 genes identifies Bhemme, et les Ts1Cje (Sago et al, 2000)
avec une trisomie correspondant a 91 de ces ménmess gaumains. Ces deux lignées

contiennent la région synténique de la DCR-1.

Les premieres observations effectuées sur les TrsédEhtifient des modifications au
niveau du cerveau et du cervelet proches de cegala celles observées dans la trisomie 21
(Holtzman et al, 1996 ; Haydar et al, 1996 ; Baxtéral, 2000). Certaines, comme la
réduction du volume cérébelleux sont présentes lelseEs1Cje (Olson et al, 2004a).

Ces modifications sont absentes chez un troisieméeha, les Ms1Ts65, contenant
une duplication correspondant a 32 genes 24. Onor dien, chez la souris, des
manifestations morphologiques induites par la aaplon d’un fragment chromosomique qui

sont associées a la duplication d’'une petite rédiot6 murin.

1.3.3.2 Souris transgéniques par insertion de YACs (contenant un ou plusieurs génes

humains)

Smith et Rubin ont utilisé des YACs humains, prarndu contig que nous avons
décrit dans la DCR-1, pour construire des modelasimaction de ces YACs dans des
ovocytes de souris FVB/N (ce sont les YACs 285E2F, 141G6 et 230E8) (Smith et al,
1995). Deux lignées ont été obtenues par YACs (aweca deux copies seulement) et une
premiere analyse a fait apparaitre des modificatioosphologiques et comportementales
pour deux de ces YACs (Smith et al, 1997). Le YA@nhin 152F7 contient cinq genes
connus DSCR5, TPRD, DSCR9, DCRA, DYRK1A dans unrergroximal-distal sur le
chromosome 21. Il chevauche en partie le YAC 14XB6 contient les genes DCRA,
DSCR9, TPRD, DSCR5 et DSCR6. Lorsqu’un phénotygeaegt dans les tgYAC152F7 et
gu’il est absent dans les tgYAC141G6 on peut sugapgse c'est le géne DYRK1A qui est en
la cause ou bien la combinaison de la surexpreskae gene et d’un autre gene porté par ce
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méme YAC. Or plusieurs modifications phénotypigapparaissent dans les souris porteuses
de la lignée 152F7 sur fond génétique FVB/N : unadification globale au niveau du
cerveau observable par des mesures de poids etmdesdications comportementales

accompagneées de la diminution des capacités d’'apgsage.
1.3.3.3 Les modéles monogéniques

Il existe plusieurs types de construction (ADNcne)eutilisées pour la réalisation de
ces modeéles qui permettent d’attribuer un phénogype surexpression d’'un seul gene. En
exemples, nous citerons certains des modéles queavons précédemment construits et/ou

analysés.
Modele SIM2 (BAC, gene humain)

Le gene sim2 (DCR-1) est un facteur de transcripdienype bHLH impliqué dans la
neurogenése précoce. Il est aussi exprimé damstlage et le muscle. La forme courte de ce

gene est un marqueur de tumeurs du colon.

Nous avons construit des souris transgéniques lpaggne SIM2 humain en utilisant
la technique d’injection directe dans les ovocytes. transgéne est un BAC de 200kb
contenant les séquences régulatrices. La premgigréel correspond, par accident d’insertion,
a une invalidation du gene endogene et présentphénotype rappelant une description
précédente d’un modele d’invalidation montrant dexdifications du squelette vertébral et
une forte obésité. La deuxieme lignée surexpringghe sim2 d’un facteur 1,5.

Souris SOD (gene humain)

Ces animaux transgéniques posseédent 16 copiesfrdgment de 11kb contenant le
géne SOD1 entier. (Paris D et al, Mouse Genome,1®®61038-1040). La surexpression est

de 3 a 10 suivant les organes et I'age et produsigurs modifications phénotypiques.
Souris APP (pPRnp -ADNc humain)

Cette construction faite dans le laboratoire deC@rlson utilise un promoteur prion
pour contrdler 'expression d’APP, 28 copies alss#nt & une surexpression de 1,5 (Carlson

et al, 1997).
31



Protéine DYRKI1A : candidat pour le retard mental ket
degénérescence dans le Syndrome de Down

La région DCR-1 contient 20 génes dont la séringdthine kinase, DYRK1A, qui est
I'un des principaux génes candidats. DYRK1A est preg€ine qui appartient a la famille des
Dual-specificity tyrosine-Regulated Kinases ou DY,Rlgrotéines kinases a double
spécificité (Tyr-Ser/Thr kinases).

L’implication de cette protéine dans le retard naket la dégénérescence du SD a été
mise en évidence dans les années 1990, avec di=s gnenées chez la drosophile et les

rongeurs.

Chez la drosophile, le gemainibrain (mnb)code une protéine Ser/Thr kinase qui est
impliquée dans la régulation du nombre de cellogonales. En effet, lorsquanbest muté
et non fonctionnelle, on observe une réductionadietdes lobes optiques et des hémisphéres
cérébraux, un déficit dans l'apprentissage et ugpo#ctivité (Tejedor et al, 1995).
L’homologue demnbchez le rat et la souris d3yrk. Deux transcrits de 6.1 kb et 3.1 kb ont
été identifiés par hybridatioim situ, dans le cerveau, en particulier dans le bulbactff le
cortex cérébral, les cellules pyramidales de I'hggmope et des noyaux de I'hypothalamus.
(Guimera et al, 1996 ; Kentrup et al, 1996). L'emisie des données obtenues sur Mnb et
Dyrk suggéere que cette kinase a un role dans laogenese, un processus tres conservé chez

les Vertébrés.

L’'importance de ce gene a été renforcée par ledtags d’études fonctionnelles et par
I'analyse phénotypique de modeles de surexpreg§iamera et al, 1996 ; Song et al, 1996 ;
Shindoh et al, 1996 ; Smith et al, 1997 ; Ohiraaefl997). La surexpression de DYRK1A
dans un modeéle de souris transgéniques a pernmdtrer que I'activité kinase pourrait étre
impliquée dans certains processus liés a 'apmsage et a la mémoire (Alvarez et al, 2007).
Les études préliminaires chez les souris Ts65Dre\(@e et al, 1995 ; Coussons-Read et al,
1996 ; Dierssen et al, 1997 ; Escorihuela et @81 %our revue Kola et Hertzog, 1998) ainsi
que les TgDyrk1A (Altafaj et al, 2001) et les DyA&T et Dyrk1A"" (Fotaki et al, 2002)
révelent I'importance de DYRK1A. Chez les TgDyrklhg surexpression de Dyrk1A
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favorise un développement tardif des motoneuronesduisant a une hypotonie, et une
hyperactivite, similaire aux Ts65Dn, qui semble eétdépendante des facteurs
environnementaux. Des déficits cognitifs incluamt mémoire spatiale, qui requiert
l'intégration d’informations visuelles et spatiglesans altération de la mémoire de travalil
contrairement aux Ts65Dn, sont décrits chez les yfifDA et révelent un profil de
dysfonctionnement de I'hippocampe et du cortexrpréél (Altafaj et al, 2001). Chez les
Dyrk1A™" et Dyrk1A”, les résultats montrent clairement un défaut desld@pement du
systeme nerveux central, une réduction du nombneedeoblastes et une dérégulation de la
différenciation neurale (Fotaki et al, 2002). L’entble de ces données a conduit a considérer
DYRK1A comme une enzyme contribuant a certains ptygres pathologiques de la trisomie

21 et plus particulierement au déficit mental (Abmaet al, 2007).

1.1 Les kinases

1.1.1 Généralités sur les kinases

Les kinases sont des enzymes du groupe des trase$équi catalysent les réactions
de phosphorylation par addition d'un groupementsphate sur un substrat (protéine, lipide,
sucre) (Hanks et Hunter, 1995 ; pour revue Ubersak 2007).

Le mécanisme de phosphorylation/déphosphorylatsbrue mécanisme de régulation
extrémement courant dans la cellule, on estimeepample qu'environ 30% du protéome est
régulé par ce biais. La famille des kinases esttrigsegrande famille, présentant une grande
diversité tant concernant leurs mécanismes, leursds, le lieu de leurs actions et de leurs
synthéses que leurs actions et leurs interactilfes régulent toutes les fonctions cellulaires
a diverses étapes et permettent d’accélérer desagmet d’amplifier les stimuli (Cheek et al,
2005). Les kinases sont regroupées dans un ensepyxée le kinome, représentant pres de

2% du génome (pour revue Manning et al, 2002 ; powre Taylor et Kornev, 2011).

Une des facons de classifier les kinases est deiéespar homologies et degrés de
similitude. Dans ce cas, les kinases appartienerdeux superfamilles: les kinases

eucaryotes typiques (ePK), qui sont au nombre & et7les kinases atypiques (aPK) au
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nombre de 40. Les superfamilles vont différer mard domaines catalytiques et par leurs
activités kinasiques. Les ePK présentent une oertaimilitude concernant leur domaine
catalytique (Hanks et al, 1988 ; pour revue Manreh@l, 2002). DYRK1A appartient a la
superfamille ePK, du groupe CMGC (DYRK, CDK, MAPKSK, CK21 et SRPK). Ce
groupe contient huit familles et vingt-quatre séasilles (pour revue Manning et al, 2002 ;
Kannan et Neuwald, 2004 ; pour revue Becker etGdl1p

Une autre facon de classer les kinases est dedévesie seul domaine catalytique et
plus précisément le site de fixation du donneugmaeipement phosphate (ATP et/ou GTP).

Avec ce critére, on distingue trois familles :

- Les protéines sérines/thréonines (Ser/Thr) (PSJK)yeprésentent 80% des kinases.
Parmi les plus communes, on peut citer PKA, PKCGPKes CAMK (Kinase C&-
Calmoduline dépendante), les MAPK dont ERK, les G$pour revue Bayer et Schulman,
2001 ; pour revue Ubersax et al, 2007 ; pour rexnierS2009).

- Les protéines tyrosines kinases (PTK), (envird®%2les kinases), qui phosphorylent
des résidus tyrosines d'une séquence consensusubgirat protéine. Elles sont divisées en
deux groupes, d'une part les PTK solubles cytoptases et nucléaires (Pawson, 1995 ; pour
revue Pawson et Kofler, 2009) et d'autre partrédespteurs PTK transmembranaires, qui sont
activées par la médiation d’un facteur de croissatfou d’un ligand qui s'y fixe induisant un
changement de conformation du domaine intracetkilaét une autophosphorylation
intramoléculaire. TRKA sur lequel se fixe le NGR aa exemple de récepteurs PTK (pour
revue Schlessinger, 2000 ; pour revue Hubbard k¢ii2007).

- Les protéines tyrosines-seérines/thréonines (Byfidir) kinases, représentent la
troisieme famille, tres minoritaire en proporti@e sont des protéines a double spécificité qui
sont capables de phosphoryler des résidus Ser/aig aussi Tyr. Elles sont appelées les
Dual-Specificity Kinase (DSK) ou Sérine-Thréoning-dsine Kinase (STYK) (pour revue
Lindberg et al, 1992 ; Becker et al, 1998 ; pomueeDhanasekaran et al, 1998). La famille
des DYRK (dont DYRK1A) appartient a cette familledles s’autophosphorylent sur des
résidus Tyr, situés dans la boucle d’activatioin de phosphoryler des résidus Ser/Thr au

niveau de la séguences consensus des protéines. cibl
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1.1.2 Structures générales des kinases

Les kinases possedent trois domaines :

Le domaine central ou domaine catalytigkég@re 5), est hautement conservé, il
porte l'activité kinase. Les régions Nter et Ctentsdes régions plus variables selon les
kinases (Hanks et al, 1988 ; Hanks et Quinn, 1989&nks et Hunter, 1995 ; pour revue
Kornev et Taylor, 2010 ; pour revue Taylor et Kmn2011). Le domaine catalytique permet
la liaison et I'orientation du donneur de groupemamisphate vers le groupement accepteur

(résidus Ser, Thr, Tyr du substrat).

Le domaine N qui comprend quatre sous-domaines\() &'organise en feuilletg et
hélicesa, conférant une structure trés flexible, il va maper a la formation de la poche
hydrophobe qui va recevoir 'ATP ou le GTP au caluscycle catalytique et va jouer un role

dans le transfert du phosphate (pour revue Korh&agor, 2010).

Le fragment liant les domaines N et C comprend denaine V, formé de deux
feuillets B, il ne posséde pas de séquence consensus, idpassedle d’aide a I'ancrage de
'ATP, participe a la formation de la poche hydrophoet a la liaison du substrat en

établissant des liaisons hydrogénes et ioniquas (gevue Kornev et Taylor, 2010).

Le domaine CKigure 6 et 7 comprend les domaines VI a Xl et va s’organiser
également en feuilletg et hélicesa. Les domaines VIB et VIl contiennent des séquences
consensus et sont formés de feuillptsLes feuillets du domaine VIB forment la boucle
catalytique qui renferme le site actif, c’est-aedies résidus Ser, Thr et Tyr impliqués dans

I'activation de la protéine kinase.
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Substrate

(modifié d’aprés Kornev et Taylor, 2010)

Figure 5
Structure tridimensionnelle d’'une protéine kinase @ la famille des ePK et de son domaine
catalytique (d’aprés Kornev et Taylor, 2010)

Une protéine kinase type est composée d'un lobedue lobe C. 'ATP se positionne et se fixe ains#une
poche plus ou moins profonde formée entre les debgs. Le substrat a phosphoryler se fixe sur tm si
spécifique situé au niveau du lobe C

Le lobe N (vue aérienne a droite) comporte 5 fetd} et une héliceiC. Cette hélice est associée a I'activation

de I'enzyme. Il a une structure flexible par lagaice d’'une boucle appelé « G-loop » associarielgkets 31
etp2
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Gatekeeper

aC

6 ) . 7 (modifié d’aprés Kornev et Taylor, 2010)
(modifié d’aprés Kornev et Taylor, 2010)

Figure 6 et 7
Structure tridimensionnelle du lobe C et des épine€ et R d’une protéine kinase de la famille
des ePK(d’'aprés Kornev et Taylor, 2010)

Figure 6 : Le lobe C est composé d’hélicaset d’'un segment d’activation (en rouge) situé aximité de
I'hélice aC du lobe N. Au sein de la boucle catalytique save le site de phosphorylation primaire, respolesab
de l'activation de I'enzyme.

Figure 7 : La flexibilité de I'enzyme est permise par la giése d’'un modéle en épine et permet et facilite les
interactions nécessaires a la liaison de 'ATPwesubstrat. Ce modéle est composé d’'une épineytigted ou

« C-spine » en jaune et d’'une épine régulatrice B4spine » en rouge. Le résidu Met120 localiséigeau du
feuillet B5 contréle I'acces de I'ATP ou « gatekeeper ».
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1.1.3 Roéles dans le systeme nerveux

Les kinases jouent un réle important dans la m#stsynaptique et entrent dans la
constitution des synapses. La plasticité synaptigpeésente I'ensemble des changements
structuraux et moléculaires intervenant au niveausyaapses au cours de I'apprentissage et
de la mémorisation. Les neurotransmetteurs qui ldoéres dans la fente synaptique vont se
fixer sur leurs récepteurs spécifiques. Le réceppaut étre un canal ionique comme les
NMDAR ou AMPAR, couplé a la protéine G comme lesRBIR, a activité tyrosine kinase
comme TrkA et TrkB et d’autres types. Cette fixatiactive le récepteur ce qui induit la
transduction du signavia les différentes voies de signalisation. Les kisa§8AMKII,
DYRK1A, MAPK, PKA, PKC...) vont alors jouer des rolessentiels et indispensables dans
cette transduction du signal. Les études sur lestesdnurins de la trisomie 21 ont permis
de suggérer le rble probable de ces kinases datablissement d’'un retard mental chez les
personnes trisomiques ainsi que dans I'apparitioplagues amyloides, de dégénérescences

neurofibrillaires et de démence (pour revue Le©620

Ces kinases ont un r6le essentiel dans la LTPuwiéien étroit entre les CAMKII,

PKA, PKC, DYRKI1A et les récepteurs AMPA et NMDA #etduisent la transcription de
nombreux genes par activation de nombreux factdartranscription comme par exemple
I'activation de CREB par DYRK1A. Elles ont un radans la régulation des récepteurs eux-
mémes, c'est-a-dire leur désensibilisation, leurégation membranaire (pour revue
Collingridge et al, 2004 ; pour revue Lee, 2006)dahs le développement embryonnaire
incluant celui du cerveau (pour revue Rice et Bar@®90 ; Ballif et al, 2004). Elles sont
indispensables pour le bon déroulement de la pralion, la migration, la différenciation,
'apoptose, la croissance axonale et dendritigaiesyhaptogénese. A ce titre, DYRK1A est
représentatif de ces multiples fonctions.

Les kinases, outre leurs réles dans la plastigitesique, vont intervenir dans le
développement du cerveau (Ballif et al, 2004), aurg duquel interviennent les processus de
prolifération cellulaire, de migration et différ@tion cellulaire, d’apoptose, de croissance
axonale et dendritique et de synaptogénese. Poar tqus ces évenements puissent

s'effectuer, de tres nombreux facteurs moléculaidemnt des kinases, vont étre mis a
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contribution lors de I'embryogénése (pour revueeRit Barone, 2000 ; pour revue Huang et
Reichardt, 2001 ; pour revue Reichardt, 2006).

1.2 La protéine DYRK1A

1.2.1 Gene

Le géneDYRK1Aest localisé sur le chromosome 21, sur le bras ttamg la région
DCR-1 en 21g22.13, 11 transcrits et 5 isoformes2tdinis en évidence. Ce gene s’étend sur
148.5 kb et comporte 16 exons et 15 introns (Wangl,e1998 ; Guimera et al, 1999 ;
Yamada et al, 2004 ; Maenz et al, 2008jg@re 3). Le promoteur du gene est sans boite
TATA, et présente une région riche en CG. TroissilopG sont mis en évidence (CpGplot,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) de A@+1344 : un premier de 907 pb (de -
1049 a -143), un deuxieme de 1108 pb a chevalessitd d'initiation de transcription (SST)
(de -131 a +976) et un troisieme de 293 pb (de +E052344) (Yamada et al, 2004 ; Maenz
et al, 2008). Des sites de liaison pour des fastdertranscription comme SP1, CREB, AP4
sont présents en région 5’ (Guimera et al, 199%em et al, 2008). Des études de CHIP-Seq
ont montré au niveau du promoteur essentiel du @RK1Ades sites de fixation pour
'ARN polymérase Il et une régulation épigénéticquedté détectée au niveau des histones
H2AZ et sur la lysine 4 de l'histone H3 (H3TriMeK4es trois marqueurs sont
caractéristiques d’une activité transcriptionnééaenz et al, 2008). En 3’, une séquence
signal de Polyadénylation (AATAAA), trois queuedypd atypiques et sept motifs ATTTA
impliqués dans la déstabilisation de 'ARN, suggémane régulation par des microRNA, ont

été mis en évidence par séquencage d’ADNc (Guimexia £999).

Ont été identifiés a I'heure actuelle 62 ortholagywe DYRK1A Chez la souris, le
geneDyrk1Aest localisé sur le chromosome 16gC6, il mesuréb2®ong et al, 1997). Chez
le rat et la souris, le géngyrk1A est localisé sur le chromosome 11q et 16q (Keretug,
1996) ; Chez la drosophile, il est situé sur leoaiwsome X16E2-16F1 et porte le nom de
minibain ou mnb (Tejedor et al, 1995). Chez 'Homme, huit paralaguie DYRKI1A
existent : quatre appartenant a la famille B¥RK(DYRK1B, DYRK2, DYRK& DYRK4)et
guatre a la famille desllIPK (Homeodomain-Interacting Protein Kinad#lPK1, HIPK2,
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HIPK3 et HIPK4). Leurs localisations chromosomiques, le réle de ehate ces genes, la
taille de leur protéine, le nombre de transcriterahtifs, leurs expressions et localisations
cellulaires sont différentes de DYRK1A (pour red@&mmerle et al, 2003 ; pour revue Park
et al, 2009a/b).

1.2.2 Expression

D’aprés les études réaliséms vivo et in vitro chez les Vertébrés, I'expression de
DYRK1A est ubiquiste. Sa localisation est cytoplagm et/ou nucléaire (Guimera et al,
1999 ; Okui et al, 1999).

Chez la drosophile, trois transcrits alternatifsggmemnbont éte identifiés de tailles
6.1kb (majoritaire), 4.4 kb et 4.2 kb. Ces trariscsont exprimés a différents stades du
développement embryonnaire et au stade adulte ddiejet al, 1995). Chez le rat, deux
transcrits de 6.1 kb (majoritaire) et 3.1 kb soitedtés et sont exprimés de manieres
différentes aux stades embryonnaires et adulteccdus du développement embryonnaire le
transcrit de 6.1 kb est exprimé entre autre dansoltex cérébral, dans I'hippocampe,
I'hypothalamus et le mésencéphale (Okui et al, 1988ez 'adulte, les deux transcrits sont
ubiquistes ; ils sont exprimés notamment dans l& cles muscles, les organes reproducteurs,
les organes lymphoides primaires, les poumons @&rieeau (Kentrup et al, 1996 ; Becker et
al, 1998). Chez la souris, au cours du développeerabryonnaire deux transcrits ont été mis
en évidence de taille 6.1 kb et 4 kb. A E13-15IS sont détectés majoritairement dans la
moelle épiniére, au niveau du télencéphale, dessldiifactifs et de I'ébauche optique.
Cependant, un signal est perceptible dans le mégkale et le métencéphale. A E17, le
signal est majoritaire au niveau de I'ceil, des fobEactifs et du cortex cérébral (Song et al,
1996 ; Shindoh et al, 1996). Aprés la naissance trenscrits détectés chez la souris sont
également au nombre de deux, mais de tailles diffés. Un de 6.1 kb (majoritaire) et un de
3.1 kb. C’est dans les bulbes olfactifs, le cortéxébral, I'hippocampe, le thalamus et le
cervelet que ces transcrits sont généralementtdétbien que ce signal soit aussi visible dans
le cceur, les poumons, le foie et les organes reptedrs (Guimera et al, 1996). Enfin chez
'Homme, le gendDYRK1Acode deux transcrits alternatifs. Un majoritaiee6dl kb exprimé
au cours du développement embryonnaire et chezlt&adChez le foetus humain, on le
retrouve dans les tissus cérébraux, le foie, lesnpog a différents stades du développement.

Chez I'adulte, I'expression de ce transcrit esqulste avec un gradient d’expression. Il est
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fortement exprimé dans le cerveau (dans I'hippocanweortex cérébral, le cervelet, le
thalamus), dans les muscles et les organes refeaats¢ en revanche, son expression est
faible dans les poumons. Le deuxiéme transcrit, ritaice, de 7.5 kb est exprimé dans le
cceur, le placenta et les organes reproducteursmi@aiet al, 1997a et 1999, Chen et al,
1997).

Au niveau du cerveau d’embryons de souris, Dyrkl# exprimé durant la
neurogenése au niveau des cellules épithélialesulgel neural, de la créte neurale et des
placodes ectoblastiques et dans le cerveau antédaursein du bulbe olfactif, de
I'hippocampe, du thalamus et de I'hypothalamus sdarmésencéphale, en particulier dans le
cervelet en développement et dans les noyaux dnoc trcérébral et enfin dans le
rhombencéphale (Rahmani et al, 1998 ; pour revuarkile et al, 2003 ; Hammerle et al,
2008). Chez les souris adultes, I'expression dekDyrest détectée au sein du cerveau
antérieur, du mésencéphale et du cerveau postéoiguparticulierement dans le cervelet et la

substance grise de la moelle épiniere (Marti 2@03).

Chez le rat, au cours du développement embryonraymk1A est fortement exprimé
dans le cerveau en particulier le cortex cérébfalippocampe, I'hypothalamus, le
mésencéphale et la moelle épiniere. A 'age adukéte expression est stable et ubiquiste
dans le cerveau mais aussi dans d'autres orgafegjue le coeur, le foie, les organes

lymphoides primaires, les reins et les poumons (@kal, 1999).

Chez I'embryon humain et chez I'Homme adulte, DYRKA une expression
majoritairement cytoplasmique (90% dont 80% assscé&des protéines du cytosquelette) et
dans le cerveau ou seulement 10% est expriméelelareyau (Marti et al, 2003 ; Wegiel et
al, 2004 ; Dowijat et al, 2007). Son expressiorfas¢tment détectée : dans le cortex cérébral
au niveau des couches corticales les plus extainesque dans le noyau caudé des noyaux
gris centraux, dans certaines cellules de I'hippgm au sein des couches de cellules
pyramidales et des interneurones de la Corne d’Amdais la substance noire au sein des
neurones dopaminergiques ainsi que dans 'amygddéethalamus. En revanche elle est plus
faible dans leputamenet le globus pallidusdes noyaux gris centraux. Dans le cervelet,
DYRKI1A est exprimée dans les cellules de Purkimgs, cellules granulaires du cortex
cérébelleux, le noyau dentelé et I'olive bulbamé&rieure (Marti et al, 2003 ; Wegiel et al,

2004). Le taux de DYRKI1A est relativement identigiaas les cortex frontaux, temporaux et
41



occipitaux (Dowjat et al, 2007). Il est intéressal® noter que malgré son expression
globalement ubiquiste, DYRK1A est fortement expema&u niveau de I'hippocampe, du
cervelet, du thalamus et de la substance noirgpeesonnes agées (Wegiel et al, 2004 ; pour
revue Wegiel et al, 2011).

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheirtiexpression de DYRK1A est
identifiée par des étud@s vitro, in vivo et postmortemDYRK1A est exprimée entre autre au
niveau de I'hippocampe et du cortex frontal. Sorpression semble étre associée a
'apparition et au développement de la pathologieu( revue Head et al, 2007 ; pour revue
Wegiel et al, 2008, 2011). Chez les personneséttedu Syndrome de Down, les études sont
peu nombreuses et ont été réalisées sur des cerdestaxx et adultes. DYRK1A est
surexprimé d’un facteur 1.5 dans le cortex cérélotedz les foetus et chez I'adulte (Guimera
et al, 1999 ; Cheon et al, 2003) au niveau de I'bgampe, des cortex temporaux, frontaux,
occipitaux et cérébelleux, le corps calleux etubssance blanche du cervelet (Dowjat et al,
2007).

1.2.3 Structure

La protéine DRYK1A Figure 8) appartient a la famille des DYRK, qui ont la
propriété de s’activer par autophosphorylation des résidus Tyr situés dans la boucle
d’activation au niveau du domaine VIB pour ensptesphoryler les résidus Ser/Thr de leurs
protéines cibles. DYRK1A présente une structurenghie trés conservée au cours de
I'évolution (pour revue Park et al, 2009b ; powue Becker et al, 2011), et comprend 763
acides aminés. Son transcrit, apres épissage aifewomprend 11 exons d’'une longueur de
2.4 kb. Sa masse moléculaire est de 85.6 kDa (Gaieteal, 1999).

Des études de comparaisons de séquences de DYRAKt@ la souris, le rat et
’Homme, révelent une identité de séquence a hadie®9% (Kentrup et al, 1996 ; Guimera
et al, 1999). On retrouve chez DYRKI1A la structgémérale des kinases. Elle est composée

de trois régions : la région Nter, la région Ctdaaégion centraleHigure 9)
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Figure 8
La protéine DYRK1A (d’aprés Himpel et al, 2000-2001)
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Figure 9
Structure linéaire de la protéine DYRK1A (adapté d’apres Guimera et al, 1999 et Park et al,
2010)

DYRKZ1A est une protéine kinase a double spécifipiiésédant trois régions : N-terminale (aa 1 a,1c8)trale
(aa 159 a 479) et C-terminale (aa 480 a 763). B@naux de localisation nucléaire ou NLS sont iidiést: au
niveau N-terminal et au niveau du domaine kinagdentification via le programme PROST Il et confitina
par des expériences de transfection (Alvarez €20f13)). Ces signaux ont la propriété de cibler [KYR vers
le noyau.

Le domaine kinase est composé de 12 sous-domarepsésentés par des rectangles noirs et désigmédep
chiffres romains en accord avec la classificatienHanks and Quinn (1991). Ce domaine contient as gl

domaine de liaison de 'ATP, les signatures dealaifle des kinases DYRKSs incluant le résidu Cys28te

triplet Ser310-Ser311-Cys312, ainsi que le sitautactivation Tyr319-Q320-Tyr321. L'autophosphatijdn

sur la Tyr321 est constitutive et nécessaire poaragtivité kinase. Un motif Leucine-Zipper, imgort dans les
interactions protéine/protéine et dans la liaiseecd ADN, est trouvé dans le domaine central.

La région C-terminale est spécifique a la protédiéRK1A et contient deux séquences riches en résidus
Ser/Thr. Deux répétitions Histidine impliquées démgocalisation de DYRK1A dans des granules d'sgpie
nucléaire sont localisées entre deux régions rieheSer/Thr.
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La région Nter est constituée des 158 premiers scineinés, et comprend 1&™1
séquence de signalisation nucléaire (NLS1) compos#es aa 117 a 134
« RRHQQGQGDSSHKKERK ». NLS1 est commune a tous nesnbres de la famille
DYRK (Hammerle et al, 2003 ; Alvarez et al, 200duprevue Park et al, 2009b).

Le domaine central (ou catalytique) de DYRK1A eststitué des acides aminés de
159 a 479. |l est trés conservé au cours de I'éawiull contient un domaine leucine zipper
(bZIP) « Leu274-(X9 - Leu281-(X)} - Leu288-(X} - Leu295 ». Sa présence suggere que
DYRK1A est une protéine formant des dimeéeres ou rdeffiméres avec d’autres protéines
nucléaires comme des facteurs de transcriptioneetiamt a 'ADN afin de réguler la
transcription de genes cibles (Guimera et al, 1,98%ur revue Park et al, 2009b). Ce domaine
central est également composé des douze sous-desmdindomaine catalytique commun a
toutes les kinases selon la classification de H&d&d a Xl avec VIA et VIB). Ce domaine
central présente donc toutes les séguences cossaires résidus communs aux kinases ePK,
ainsi que les motifs communs a la famille DYRK (@ara et al, 1999 ; Alvarez et al, 2003 ;

Kannan et Neuwald, 2004 ; pour revue Park et &198):

- La Cys286 qui se trouve dans la séquence « HisASp-Leu-Lys-Pro-Glu-Asn » au

sein du sous domaine VIB.

- Le motif au sein du sous-domaine VII comprenastdcides aminés 307 a 312 dans
lequel les résidus Ser310, Ser311 et Cys312 (quesuune séquence Asp307-Phe-Gly309)

sont 'empreinte des kinases appartenant a la DN RK.

- Le motif Tyr319-Q-Tyr321 au sein du sous-domawid. Ce motif est le site
d’activation de DYRK1A par autophosphorylation.

C'est également dans ce domaine que l'on retrowesdconde séquence de
signalisation nucléaire (NLS2), spécifique de DYRK@t constituée des résidus 389 a 395
(PKARKFF).

La région Cter, allant de I'acide aminé 480 a 768t spécifique de la protéine
DYRK1A. Elle differe de celle des protéines kinasgs la famille DYRK et de la

superfamille des ePK. C’est une région riche erfT8er Elle comprend : (Tejedor et al,
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1995 ; Shindoh et al, 1996 ; Guimera et al, 1988/arez et al, 2003 ; pour revue Park et al,
2009Db) :

- Le domaine PEST (Pro-Glu-Ser-Thr domain), commurc daeprotéine DYRK1B,
allant de I'acide aminé Pro497 a la Pro565. Ce dioenue un role dans la dégradation des
protéines cibles (chez la drosophile il est remplaar le domaine GAS).

- Deux répétitions de résidus His qui suivent le dom®EST. Elles vont de I'His599 a
I'His602 et de I'His607 a I'His619 et jouent un edllans I'adressage de DYRK1A au niveau
des granules d’épissages.

- Deux domaines riches en résidus Ser/Thr, 63% peuprémier et 60% pour le
deuxieme domaine, suivent les répétitions des uésklis. Ces deux domaines vont de la

Thr487 a la Ser524 et sont trés conservés.

1.2.4 Fonctions

Les protéines phosphorylées par DYRK1A intervienrdams diverses fonctions et

font parties intégrantes de voies de transductiosighal Figure 10) :

En raison de la multiplicité des fonctions exergeasses cibles protéiques, DYRK1A est
potentiellement associé, plus ou moins directemeit, de nombreuses fonctions

physiologiques et physiopathologiques :

v" Morphogenése du cerveau : contr6le du volume dueeer et de la densité
cellulaire, mise en place des neurones et dede=ljliales, mise en place des neurites.

v' Régulation de la différenciation, de la proliféoati et de la croissance
cellulaire. DYRK1A participe au controle du cyclellalaire, de I'apoptose et de la survie
cellulaire en phosphorylant des protéines comnoaspase 9 ou la P53.

v' Contréle de I'endocytose, de la fusion des vésgidgnaptiques et de la
libération des neurotransmetteurs dans la fentepdque. DYRK1A phosphoryle des
protéines synaptiques, ce qui lui confére un réleégdjulation de la plasticité synaptique.

v' Transcription de génes via la phosphorylation detefas de transcription
comme CREB, NFAT, STAT3.
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Figure 10
Les protéines cibles de DYRK1A et ses fonctiorfadapté d’aprés Park et al, 2010 ; Wegiel
et al, 2011 ; Gued;j et al, 2012)

Les substrats que DYRK1A phosphoryle sont nombegexercent des fonctions variées. De ce faitrdééme
DYRK1A, ubiquiste, est impliquée dans de nombrerocpssus physiologiques et physiopathologiques.
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v Communications entre les cellules et métabolismeglycogéne,
néoglucogenese... DYRK1A phosphoryle des protéingsnianant dans ces mécanismes
(Notch, Glycogene synthase ...).

v Protection de I'hypertrophie cardiaque.

v Certaines protéines (Cycline L2, ASF ...) intervendants |'épissage alternatif
sont phosphorylées par DYRK1A.

v’ Des protéines associées a la mise en place deinesrtanaladies
neurodégénératives sont phosphorylées par DYRK1A/oient leurs phosphorylation
modifiée par l'intervention de DYRK1A sur d’autrpsotéines : les protéines Tau et APP, la

Setpin4 et k-Synucléine, la prenisilinl.

Globalement, DYRK1A joue un rdle dans le maintienl'detivité neuronale chez

I'adulte ainsi que dans la consolidation de la méenei I'apprentissage.

Certaines fonctions de DYRK1A ont été mises ena&nwie grace a des études sur les
modeles murins (CFigure 4). Trois de ces modeles expriment spécifiguemenRRYA en
trois copies : les souris transgéniques BAC DYRKAAN et al, 2006), les souris TgDyrk1A
(Altafaj et al, 2001) et les souris TgYAC125F7 (Bechi et al, 2004).

Les souris transgéniques BAC DYRK1A montrent unditéde la mémoire, de la LTP
et de la LTD au niveau de I'hippocampe. On obsen& hyperphosphorylation de la protéine
Tau associée aux microtubules sur les Ser202, The21Rer404 (Ryoo et al, 2007), une
augmentation de la phosphorylation de 'APP suFHe668 et de la production de IBAdans
I’hippocampe (Ryoo et al, 2008).

Les souris TgDyrklA présentent une brachycéphaliege hyperactivité, une
locomotion altérée, un déclin cognitif et une ati@ém de la mémoire spatiale (Altafaj et al,
2001). Au niveau du cervelet, plus précisément iaan des synapses, une augmentation
d’expression d’'une des sous-unités du récepteur AMR NR2A avec une diminution
durable du transit du &ainduit par ces récepteurs sont observées, suggéam le
phénotype de TgDyrk1A peut provenir d'une dérégoitatdes canaux NMDA et d'une
altération de ’lhoméostasie calcique (Altafaj et2&l08).

Les souris TQYAC125F7 manifestent une hyperacticii@éstante et une hypotonie,
associées a une réduction de la densité neuroaakeld cortex cérébral, accompagnée d’'un

déficit de mémorisation et I'apprentissage et d'augmentation de la taille du cerveau.
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Concernant les mécanismes moléculaires, une rédudi la phosphorylation du facteur
CREB et une augmentation de celle de FKHR et diydline B1 sont observées (Branchi et
al, 2004).

Enfin des études faisant appel a I'imagerie paonasce magnétigue (IRM) et a des
analyses histologiques permettent de noter queehe QYRK1Aest impliqué au cours du
développement, dans le contréle du volume du ceretade la densité cellulaire mais
également dans le contrble de la plasticité sygaptiet de la consolidation de la mémoire
(Guedj et al, 2009 et 2012).
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1.2.5 Propriétés enzymatique

Les protéines appartenant a la famille des DYRKss@dent un mécanisme cinétique
enzymatique a deux substrats, de type ordonné. Dransl systeme, I'ordre de fixation est
obligatoire et conduit a la formation d’'un completenaire entre I'enzyme et ses deux
substrats. Le premier substrat de DYRK1A est I'’AléPsecond substrat est la protéine. La

relation de Michaelis Menten pour un mécanisme mmépa I'état stationnaire, est la suivante

v = Vi [ATP][Prof
' |ATP] Prof + KA Pro} + K2 ATR + KAPK Pt

La Figure 11 représente de facon schématique la réaction sémlpar DYRK1A

avec le formalisme de Cleland.

ATP

Dyrk <« »  Dyrk.ATP

4 4
ProtP «—— Prot
v v
Dyrk.ProtP N Dyrk.ATP.Prot
Dyrk.ADP.ProtP

ADP

Figure 11
Schéma de la réaction catalysée par Dyrk1A
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1.2.6 Régulation

La phosphorylation de la boucle d’activation de DV stabilise une conformation
avec un positionnement approprié pour accommodeubsstrat (pour revue Nolen et al,
2004). L'activité des kinases de la famille des IXYRépend de la phosphorylation d’'un
résidu au sein d’un motif tres conservé dans lacleod’activation, situé entre les sous-
domaines VIl et VI« Tyr319-X-Tyr321 » (Kentrup at, 1996 ; Himpel et al, 2000 et 2001 ;
pour revue Becker et Sippi, 2011). Cette autophoybétion est constitutive et a lieu durant
la synthése de la protéine (Himpel et al, 2001 hbead et al, 2005). Des études de
mutagénese dirigée ont permis de conclure queiMitctde DYRK1A est dépendante de
I'autophosphorylation de la Tyr en position 321ylgésidu a étre phosphorylé (Himpel et al,
2001). Cette autophosphorylation est une caratitgres intrinseque du domaine catalytique,
et ne dépend daucun autre domaine ou facteur (&Ockt al, 2009). Le maotif
d’autophosphorylation et l'orientation de la Tyr13Bessemblent a ceux de la Tyrl85 des
MAPK activées (Himpel et al, 2001). Ce mécanismpaa@it comme une caracteristique
commune au groupe de kinase CMGC auquel DYRK1A réigpa (Himpel et al, 2001 ; pour
revue Becker et Sippil, 2011). Il a été observdedgant que deux résidus, la Tyrlll et la Ser
97, situés au niveau du domaine Nter, permettdi@ptimisation de I'autophosphorylation.
Les DYRK activées phosphorylent leurs substratéesaent sur des résidus Ser/Thr et non
sur des Tyr (Adayev et al, 2007).

Des études de mutagénése dirigés sur des prot@oesibinantes GST-DYRK1A-
AC, délétées du domaine C terminal, ont permis detr@ogque DYRK1A est une kinase
Ser/Thr « proline et arginine dirigée ». DYRK1A gbboryle ses substrats sur des résidus au
sein d'une séquence consensus « Arg-Pro-X-Ser/ith»Ptrés proche de celles que
reconnaissent les MAPK, les kinases cycline dépardansi que les GSK. La présence de la
proline en P+1 est importante pour la phosphogate ces substrats (Himpel et al, 2000).
La Tyr321 phosphorylée forme des liaisons avec degxproches d’elle, Arg325 et Arg328
ce qui stabilise la structure comme cela a étéroéspar cristallographie aux rayons X
(Figure 12) (pour revue Becker et Sippl, 2011). La déphosglhton de la Tyr321
déstabilise la conformation active et conduit pdate d’activité de DYRK1A (Himpel et al,
2001 ; Lochhead et al, 2005).
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Liaisons entre la Tyr321 et les
Arg325 , Arg328

(Modifié d"aprés Becker et Sippi, 2011)

Figure 12
Site d’autophosphorylation de Dyrk1A (adapté d’apres Becker et Sippl, 2010

L’autophosphorylation de DYRK1A est constitutivdieea lieu lors de la synthése de la protéine. tracture
tridimensionnelle obtenue par cristallographie aayons X du site d'autophosphorylation montre umtpo
disulfure intramoléculaire entre les groupemenisishdes Cys312 et Cys286 conservés (en vert) @istance
de cette liaison est de 4.3 A. Les Arg325 et ArgBR8ragissent avec la Tyr321 phosphorylée paridasons
hydrogénes
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DYRK1A, malgré son autophosphorylation constitutive’est pas activée en
permanence. Son activation dépend des types ¢ediau sein desquelles elle est présente et
de facteurs susceptibles d'interagir avec elle. 0at ces interactions qui vont réguler
I'activité de DYRK1A et donc certaines de ses famd qui sont gene-dosages et activités
dépendantes (Arron et al, 2006 ; Gwack et al, 20@B)sieurs mécanismes de régulation de la

protéine DYRK1A et du gene commencent a étre connus

- Une interaction avec la protéine 14.3.3 permet dduter I'activité de DYRK1A en
augmentant son activité catalytique sans comproenéttutophosphorylation de la Tyr321
(Alvarez et al, 2007). Le mécanisme n’est pas endotalement connu mais, suite a
l'interaction, a lieu une autophosphorylation dsidé Ser520 permettant de stabiliser le
complexe (Kim et al, 2004 ; Alvarez et al, 2007 @écanisme est spécifique a DYRK1A,
en effet le résidu Ser520 n’est pas conservé awadtres membres des DYRK (Alvarez et
al, 2007).

- L'AP-4 ou activator protein 4 a été décrite comme régulateur négatif de
I'expression du gene DYRK1A dans les cellules nenrales (Kim. MY et al, 2006).

- Dans des lignées de neuroblastomes SH-SY5Y, umaentgtion du taux d’ARNm de
DYRKZ1A est induite par le peptidepAKimura et al, 2007).

- La présence d'un élément potentiellement déstabii€en 3'UTR « AUUUA » de
'ARNmM de DYRKI1A et de la région PEST de la pro®iDYRK1A appuient I'hypothése
gue I'expression de DYRK1A peut étre sujette aajedes changemenits vivo (Kentrup et
al, 1996).

1.3 Tests d’activité de DYRK1A

1.3.1 Test radioactif

Une méthode trés largement employée pour étudietiVité des kinases est basée sur
l'utilisation d’ATP marqué radioactif comme donnede phosphate et la détection par
scintigraphie du phosphate incorporé dans les aibsprotéiques ou peptidiques. Cette
technique radiométrique est simple et appropriéer paudétection d’activité kinase de
protéines avec une haute sensibilité. En revanele,dépend de l'utilisation d’isotopes

radioactifs phosphatédP ou**P dont la demi-vie est courte. Les équipes de Hirfiienpel
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et al, 2000-2001), d’Adayev (Adayev et al, 2006k Kim (Kim, 2006), de Bain (Bain et al,
2007) et d’Alvarez (Alvarez et al, 2007) ont caéaide les principales propriétés cinétiques
de DYRKI1A par cette méthode. L'utilisation du peéptisubstrat plutbét que des protéines
entieres a été privilégiée et il a fallu identifiexs séquences consensus spécifiques des

substrats phosphorylés par DYRK1A.

L’identification de ces séquences a été faite gdamament de séquences et/ou
I'utilisation de modeéles structuraux. Ainsi, Himpet col (Himpel et al, 2000) ont mis en
evidence d'une séguence consensus reconnue par DXRKArg-Pro-X-Ser/Thr-Pro ».
Cette technique qui se révele tres sensible esmétkode de choix quant au dosage d’une
activité kinase et a fortiori celle de DYRK1A. Cegant, elle est tres contraignante par la
nécessité d'avoir des locaux dédiés a l'utilisatin la radioactivité ainsi qu’au personnel
formé. Elle est également tres contraignante lor$queveut faire des cinétiques car il n’est

pas possible de faire une lecture continue.

1.3.2 Test ELISA

La méthode de I'ELISA directe en sandwich utilisesdanticorps spécifiques
permettant de distinguer les formes phosphorylées fdemes non-phosphorylées des
substrats des kinases (Yano et al, 1991 ; pouer®live, 2004 ; Lilienthal et al, 2010). Cette
meéthode est trés sensible et permet de détectanfiume quantité de substrats phosphorylés
en présence d'un exces de substrats non-phosphoBllé a été développée et utilisée pour
mesurer l'activité kinase endogéene de DYRKI1A dams dissus cardiagues de souris
(Lilienthal et al, 2010). La protéine Tau, connueup étre phosphorylée par DYRK1A
(Woods et al, 2001 ; Ryoo et al, 2007), est uglisdmme antigene et des anticorps anti-
phosphoTau sont couplés a la biotine. L'utilisatdm la streptavidine permet une détection
colorimétrique de la liaison anticorps-phosphoT@a.test s’est révélé opérationnel pour le
dosage de protéines DYRK recombinantes et égaledemYRK1A endogene issues de
tissu cardiaque de souris. Cependant, il faut pbdament immunoprécipiter 'enzyme avant
son dosage (Lilienthal et al, 2010). Cette technisjogle d'utilisation, donne la possibilité
d’utiliser un taux élevé d’ATP, contrairement augthodes radioactives. En revanche, cette

technique ELISA est semi-quantitative et multi-étape
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1.3.3 Test IMAP™ (Molecular Devices)

L'IMAP™ par polarisation de fluorescence (FP) our geansfert d’énergie par
résonance de type Forster (TR-FRET) sont des méshadn-radioactives, n’utilisant pas
d’anticorps et permettant la mesure de I'activiténd large variété de kinases, phosphatases
et phosphodiesterases (Beasley et al, 2003 ; Taetnay, 2003 ; Sharlow et al, 2008). La
meéthode est basée sur I'existence d'interactidresute affinité entre un complexe contenant
des métaux trivalents et des nanoparticule’8)(bt le groupement phosphate du peptide ou de
la protéine phosphorylée (Ser-ROrhr-PQ, Tyr-PQ, ou autres molécules). Le substrat
(peptide ou protéine) est couplé a une fluoresc@iré\M) puis incubé dans une solution
contenant de I'ATP et I'enzyme d’intérét permettEnphosphorylation du substrat par ajout
d’'un phosphate. L'addition du tampon IMAP (contenktt) stoppe la réaction catalytique,
M" se lie de facon covalente au phosphate,-P@tte liaison est hautement polarisée.
L’émission et I'absorption de I'onde est détectée polarisation de fluorescence ou par TR-
FRET puis analysée.

Les activités kinases des protéines DYRK1A humaheDyrk1A murine ont été
analysées avec des substrats DYRKtides (Himpd| @080 ; Woods et al, 2001) par IMAP
FP (Molecular Devices, IMAP assay profile : DYRK1A). La lecture de la plagquefait &
l'aide de la FlexStation 3 (Molecular Devices), @gipareil est un lecteur multimode
permettant d’étudier les activités kinases suraddisiles vivantes en temps réel en détectant

la fluorescence.
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Le projet: développement d’'un nouveau test DYRKI1A
par HPLC/UFLC afin de tester de nouvelles moléculas
visées thérapeutiques

1.1 Mise au point d’'un nouveau test kinase

Les tests d’activité kinases existants, radioactifsion, présentent tous des limites de
détection et/ou de réalisation. La mise au poinindhouveau test d’activité par RP-
HPLC/UFLC sensible, spécifique, rapide et n'utiispas de radio-isotopes s’appliquant aux

kinases, phosphatases et phosphodiesterases & é&tapa importante de notre étude.

1.2 Test de nouveaux inhibiteurgan vitro et ex vivo

Grace a ce nouveau test d’activité de DYRK1A, newsns testé le potentiel
inhibiteur de molécules synthétisées par I'équipeDd. R Dodd de I'Institut de Chimie des
substances Naturelles (CNRS). Les structures denoagcules qui sont actuellement
soumises a une demande de brevet ne peuvent &ukyuwlies dans ce manuscrit, nous
présenterons toutefois les résultats (mécanisnmitition et leur puissance inhibitrice |jK

obtenus pour les composés les plus intéressants.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Expression et purification de la DYRK1A de rat recanbinante

Nous avons travaillé avec deux formes de DYRK1Aomgginantes « taggées » en
GST et en 6xHis : DYRK1A compléte et DYRKIAE (Figure 13).

1 763
His-DYRK1A [ domaine catalytique IS
1 502
His-DYRK1A-AC  |N[(e[IETERCEIEY e[
Figure 13

Les protéines recombinantes His-DYRK1A.

Schéma montrant les deux variants enzymatiques@gaé@ns ce projet. His-DYRK1A correspond a I'engym
compléete. His-DYRK1AAC correspond a I'enzyme délétée de son domainendirtel.

2.1.1 Sous clonage

Le vecteur pKEN2 contenant 'ADNc de la DYRK1A d# provient du laboratoire du
Dr. Becker (Cf publication). L'ADN plasmidique (1ug été traité par 2.5 unités d'enzymes
de restriction Xhol et BamHI (Biolabs) 1h30 a 378@ns un volume total de 10 pl. En
parallele, la méme quantité de vecteur pGEX 4Tt2affacia) a été traitée dans les mémes
conditions. Le vecteur pGEX 4T-2 permet la produttie protéines de fusion constituées de
la partie centrale de la glutathion S-transféra38T() deSchistosoma japonicumn phase
avec le produit de l'insert sous-cloné dans le ergictLes produits de digestion sont ensuite
séparés par électrophorése sur gel d’agarose (2.Bn%présence de bromure d'Ethidium
(BET). La bande correspondant a ’'ADNc codant DYRK#&t celle correspondant au vecteur
pGEX 4T-2 digéré sont découpées. L'ADN est ensxteait et purifié grace au kit QIAquick
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Gel Extraction Kit® (QIAGEN). L'étape suivante de ligation met en jung de vecteur et
300 ng d'insert dans un volume total de 15 pl caniele tampon de ligation et la ligase
(Biolabs). Le mélange de ligation est maintenu 1@ &6°C. Par la suite, des bactéries
compétente&. Coli XL1-Blue (100 pl) sont transformées par choc thgua (1 min 30 a 42
°C) avec les produits de ligation. Aprés cultur&7@ °C dans 500 ul de milieu LB, les
bactéries transformées sont étalées sur boite tleddatenant de I'ampicilline (100 pg/ml
d'agar). Les clones recombinants sont sélectiompégs préparation des plasmides (kit
QIAprep Minipre® QIAGEN) et vérification de la présence de linspdr digestion
enzymatique. Finalement, le vecteur recombinant GET-2- DYRK1A purifié est utilisé

pour transformer la soucle ColiBL21 (DE3) comme décrit ci-dessus.

De la méme fagcon, nous avons cloné dans le ve@ielie8 permet d’obtenir une

étiquette ou « tag » de 6 histidines en N-termiiealla protéine dont ’ADNCc.

2.1.2 Culture

Les bactérieg. Coli BL21 (DE3) transformées par le vecteur recombimpeiEX 4T-
2-DYRKI1A sont cultivées dans 6 litres de milieu [@actotryptone 1 % (m/v), 0.5 %
d’extraits de levure (m/v), 1% NaCl (m/v) pH 7] cenant de I'ampicilline (100 pg/ml final)
a 37°C. Lorsque I'absorbance a 600 nm atteint Oife au bout de 2 a 3h), la production de
protéine recombinante GST-DYRK1A est induite par lisopropyl-3-D-thiogalactoside
(IPTG, 500 uM final) pendant 8 heures a 20°C essmitation. Le culot bactérien est obtenu
par centrifugation (6000 g ; 10 minutes) et condeav-80°C. La culture des clones Histag
DYRKI1A se fait de la méme facon mais en présenc8dgg/ml de kanamycine comme

antibiotique de sélection.

2.1.3 Extraction, purification

Les culots (a partir de 500 ml de culture) sonuspsndues dans 20 ml de tampon
Tris-HCI 50 mM pH 8, 150 mM NaCl (tampon de lysentenant du lysozyme (1 mg/ml) et
un meélange d’inhibiteurs de protéases (Roche). #Apréubation a 4 °C pendant 30 min, le
Triton X-100 (0.2 %) est rajoutée ainsi que de IHABe | (Sigma, 5 pg/ml). Apres 30
minutes sous agitation en glace, le lysat subitsorecation (puissance 20w avec 20 cycles
on/off d’'une durée respectivement de 8 sec et 8) @ma@s une centrifugation (12000 g, 30
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min). Le surnageant est alors incubé avec 200 pubillles de glutathion-agarose (Sigma)
pendant 1 h & 4°C. Les billes sont ensuite lavékess2avec le tampon de lyse contenant du
Triton X-100 (0.2 %) puis 2 fois en I'absence déofr X-100. La protéine de fusion GST-
DYRKI1A est éluée grace a 3 incubations succesgiV&snin, 4°C) avec 250 ul de tampon
Tris-HCI 50 mM pH8, 1 mM EDTA contenant 10 mM deutgithion réduit. La protéine
purifiée est ensuite dialysée contre du tampon-HE$ 25 mM pH 7.5, 1 mM EDTA, puis

stockée a -80 °C en présence de glycérol (10%)final

La procédure est similaire pour extraire 'His-DYRK Mais le lysat est incubé avec
1.5 ml de résine de Nickel Agarose en présenceedtoncentration finale de 10 mM
d’'imidazole pendant 2h a 4°C. La résine est enguiiteduite dans une petite colonne et lavée
successivement avec du tampon de lyse contenan%Od2 Triton X-100 puis avec du
tampon de lyse contenant 30 mM d’'imidazole (corrediain finale). L’His-DYRK1A est
ensuite éluée a l'aide du tampon de lyse compoR@ft mM d’'imidazole (concentration
finale). La protéine His-DYRK1A ainsi purifiée estduite grace au DTT (10 mM final)
pendant 10 min a 4°C puis est soumise a une diatyste un tampon Tris-HCI 25 mM, pH
7.5, EDTA 1 mM.

A chaque étape de la purification, les échantilleast mis a migrer sur un gel de
polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE), taartration protéique est également
déterminée grace a la méthode de Bradford, laedétédlon étant obtenue grace a I'albumine
de sérum bovin (BSA).

2.1.4 Electrophorese sur gel de polyacrylamide en préseade SDS

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide en eunildénaturant (SDS-PAGE) est
réalisée selon la technique décrite par Laemmlieali, 1970) avec des gels a 10 %
d’acrylamide. Le tampon de dépot est composé deH@dl 62.5 mM pH 6.8 contenant 2 %
de SDS (m/v), 5 % de 2-mercaptoéthanol (v/v), 1@l96érol (v/v) et 0.002 % de bleu de
bromophénol (m/v). Les protéines sont dénaturéesimauffage 3 minutes & 100°C dans ce
méme tampon. La migration s’effectue a 180 V pehdaheure. Aprés électrophorese, les
protéines sont réveélées par coloration du gel dawessolution de bleu de Coomassie R-250
0.2 % (m/v), 10 % d’acide acétique (v/v) et 50 %ali pendant 1 heure. La décoloration est
assurée par une solution d’acide acétique 10 %€#dianol 30 % (v/v).
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2.1.5 Immunoélectrotransfert (Western-blot)

Les protéines seéparées par SDS-PAGE sont transfésée membrane de
nitrocellulose (Pharmacia). L'électrotransferteffectué a une intensité constante de 200 mA
pendant 1 heure. La membrane est ensuite satunéamel heure a I'aide d’'un tampon Tris
25 mM pH 8.2, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20 (Tamp&T Y contenant 5 % de lait écrémé
(m/v). Lincubation avec l'anticorps primaire spégiue se déroule dans le tampon TST
contenant 1 % de lait écréemé (m/v) a températureiante. Cette incubation est suivie de
lavages avec le méme tampon. Les complexes antag#tieorps sont révélés apres
incubation avec un anticorps secondaire couplépaiaxydase. Cette incubation est suivie de
lavages avec le méme tampon. La révélation esséeapar chimioluminescence en utilisant

le systeme de détection ECL (Pierce).

2.2 HPLC

2.2.1 Principe de 'HPLC

La chromatographie liquide a haute pression (HP&&)une méthode de séparation
des constituants d’'un mélange. Un fluide ou « phasbile » parcourt une colonne ou
« phase stationnaire ». Le mélange a séparer, dilng la phase mobile, est injecté a I'entrée
de la colonne. Les constituants du mélange injsetééplacent moins vite que la phase
mobile dans la colonne, générant un phénomeéne eapptdntion. Les solutés sont retenus
suivant leur propriété physico-chimique par la cal®et sont €lués les uns apres les autres. A
la sortie de la colonne, un détecteur permet digsirer et d’obtenir un signal en fonction du
temps. L'enregistrement, appelé chromatogrammeagattéristisé par les temps de rétention
de chaque soluté. Le temps de rétention (temps audamuel un composé est élué dans la
colonne et détecté) caractérise un compose. L'angjglides pics, ou I'aire sous les pics, et le
signal de la ligne de base (signal constant cooredgnt a la phase mobile seule) permettent

de mesurer la concentration de chaque soluté grdaas le mélange initialement injecté.
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2.2.2 Analyses qualitatives

Le temps de rétention (en secondes ou en minuség)ne caractéristique de chaque
produit dans les conditions d’expériences. La caaipan des temps de rétention (tr) de deux
produits définit le facteur de sélectivité entre deux produits, l'efficacité d'une
colonne (mesurée en nombre de plateaux théorigdest(la résolution de la colonne pour la

séparation de deux produits (R) :
a = (tr du produit 2) / (tr du produit 1)
Sia =1 les pics coincident, gi= 1,05 : la séparation est possible.
n = (tr/écart type}
R =2 x ((tr2-trl) / (wl+w2))

Ou w est la largeur du pic a la base (en uniteed®s). Si R > 1 la résolution

est bonne, si R < 1 la séparation est mauvaise.

2.2.3 Analyses quantitatives

L’aire des pics du chromatogramme est proportidanglla concentration ou a la
guantité de produit analysé : aire = f ([produitne courbe d’étalonnage est réalisée pour un

volume d’injection constant.

2.2.4 Le matériel

Le matériel HPLC est de marque Shimadzu, c’est alr@@ne Prominence de série
20A. Plusieurs éléments composent cet appareil :

Un réservoir de solvant, qui contient une grandentiidgade phase mobile, des flacons

d’éluants (ou solvants) de polarités différentaes dé réaliser des gradients d’élution.

- Deux pompes binaire haute pression (pompe A : sblequeux et pompe B : solvant
organique). Ce systeme permet de travailler en nemtgatique (utilisation du méme éluant
tout le long de I'analyse) ou en mode gradienti@tem de la concentration des constituants

du mélange d’éluant).
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- Un injecteur automatique : le systeme d’injectish@mmposé d’'une pompe de dosage
a haute résolution et d'un systeme d’injectionaipermettant de ne pas perdre d’échantillon
et d’en utiliser de petits volumes (allant de 0,% 100 ul) avec une vitesse de 10s pour 10 pl
d’injection. Le systeme d'injection est accompagihén changeur de plaque, permettant de
traiter plusieurs échantillons.

- Un four qui permet de chauffer la colonne

- Les détecteurs : deux types de détecteurs comptsdr@@-20A : un détecteur UV-
visible photodiode array (PDA). Le détecteur UVibie permet de mesurer le spectre
d’absorption allant de 190 a 900 nm en temps rdal sortie de la colonne. Un détecteur

fluorescence a double canal qui permet la lectarla duorescence apres excitation.

2.2.5 Les colonnes

Les colonnes constituent la phase stationnaire ydtemme. Elles sont a polarité
inversée majoritairement composée de silice greffésr des chaines linéaires de 8 ou 18
atomes de carbonesg€t Gg). C’est une phase apolaire qui est en contact éuant polaire
(ACN, MeOH, HO ...) permettant aux composés polaires d’'étre &négremier. La phase
mobile permet le transport du mélange a éluer.ihtesactions plus ou moins fortes entre la
phase mobile et la phase stationnaire se répetkcsiienes temps de rétention des composés
du mélange. La phase stationnaire est tres peu@@krmettant de jouer sur la polarité de la

phase mobile et donc d’agir sur les facteurs dentietn des différents composeés.

Deux types de colonnesg©nt été utilisés se distinguant par leur granulomdées
particules de silice greffée (5 um et 2.1 um). Reusliametre est petit, plus la courbe de
pression va étre importante et les temps de rétentnt diminuer. En revanche il faut des
appareillages pouvant supporter des pressions @0 bars, ce qui est le cas avec le
LC20A.
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2.3 Protocole de dosage par HPLC

2.3.1 Dosage de l'activité

La réaction de dosage de l'activité de DYRK1A sé dans un volume final de 100
pL. La réaction débuteoftlorsque I'enzyme et les deux substrats (ATP etige) sont mis
en présence. La réaction est stoppée par ajoud@e L d'une solution de perchlorate a 15%.
Pour effectuer une étude de cinétique il faut dphgsieurs solutions correspondant a
différents temps d’arrét. Ce protocole s’adaptdgi@ment en plaque 96 puits type ELISA,
aprés centrifugation de la plaque le surnageant geactement étre injecté dans notre

systeme HPLC.

Le tampon de dosage est composé de 50 mM Tris-piEL7(4) ; 10 mM DTT ; 0,1
mM EGTA et 10 mM MgC]. Le peptide substrat utilisé (FAM-Peptide) a pséguence
sFAM-KKISGRLSPIMTEQ- NH. Il s'agit d'une séquence consensus, issue desédsnn
d’alignements de protéines qui sont phosphoryléesD¥ RK1A. Le peptide qui est greffé
sur sa partie & par un chromophore (la fluorescéine-5-FAM) a étdtlsetisé par la société
Genosphere avec comme consigne un degré de pupdéesr a 95% en HPLC (détection
par fluorescence). Les concentrations en peptidagrglement utilisées sont comprises entre
5 et 120 uM. Enfin le second substrat est I'ATP I(BRyrade) et sa concentration finale au

cours du dosage est classiquement comprise engeIED0 pM.

2.3.2 Méthode HPLC

La méthode utilisée a été optimisée et permet @paration correcte du substrat et du
produit en moins de 3.5 minutes. C’est une méthsaeratique avec un débit de 1,5 ml/min
avec 75% de solution aqueuse (A): Eau 0,1% TFAR586 de solution organique (B):
Acétonitrile 0,1% TFA. La température du four exglée a 40°C. Il y a en sortie de colonne
deux détecteurs en ligne, le PDA et le détecteurflderescence dont les longueurs
d’excitation et d’émission sont réglés pour uneediéédn optimale du chromophore greffé sur

le peptide Kexc = 485 nm ehem= 530 nm).
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2.4 Inhibition de I'activité DYRK1A

2.4.1 Protocole

Tous les inhibiteurs que nous avons testés sohpderéversible. lls sont donc testés
en condition de dosage. Dans la majorité des eassaolvants de solubilisation (DMSO) pour
les solutions meéres des inhibiteurs ont été nétessat le contréle de 100% d’activité a alors

été réalisé dans les mémes conditions en condentfatale de solvant organique.

2.4.2 Modele mathématiques

La détermination du mécanisme d’action a été malisuivant deux modeles trés

classiques pour les inhibiteurs de type réversible

- Inhibition de type compétitive

- Inhibition de type non compétitive

Les deux modeles sont représentés dand-igsres 14 et 15 (Schéma cinétique et
équations cinétique associéd3gs caractérisations de types d’inhibition comptitFigure 14)et

non compétitivgFigure 15) ont été réalisées vis a vis des deux substrats :

—_ VI\/IAX [S]

V. =
o, 2 KIS

ENZYME
K, +{I
e él{»ﬂli+? Kslpp: KI\/I I [ ]

k— KI

E I (inactif)

Figure 14
Inhibition compétitive
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Inhibition non compétitive
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3 Résultats

3.1 Production des enzymes recombinantes

3.1.1 Sous clonage

Nous n’avons eu aucune difficulté pour sous cl@¥RK (Full et AC) dans les deux
plasmides d’expression PGEX (GST) et pet28 (HisT.dgg contrble de séquence n’a montré

aucune mutation sur I'ensemble des constructions.

3.1.2 Culture et extraction

Les vecteurs d’expression ainsi obtenus sont @ilgans la souche ColiBL21pLys
pour produire les protéines recombinantes, cellesezont ensuite purifiées selon les
méthodes mises au point et utilisées au laboratelusieurs paramétres ont été modifiés pour
optimiser la production de protéines de fusion mssement dans la phase de culture des
bactéries. Les principaux parametres ont été laeraration d’'inducteur (IPTG), le temps et
la température d’induction. La qualité de la prddut de DYRK1A est vérifiee par SDS-
Page et Western blot. De fagcon systématique, laugtmoh de la forme tronquée de DYRK1A
est bien meilleure que la version compléte quejles soient les conditions et I'étiquette (His
et GST). LaFigure 16 représente la migration de la production de lagime His-DYRK1A-

AC en coloration au bleu de Coomassie pour les tiondioptimales (10QM IPTG pendant

18h a 20 °C). L’évaluation au bleu de Coomassieleéun degré de pureté supérieure a 95 %.
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Figure 16
Purifications des protéines recombinantes

Coloration au bleu de Coomassie de I'éluat a 300 diMhidazole de His-DYRK1AAC. Les pistes 1 et 2
contiennent environ fig et 10ug de protéine.

De la méme facon, la qualité des protéines esuéeatn Western bloFigure 17).
L'utilisation d’anticorps anti-6xHis (1/1006’@6) (Figure 17A) et d’anticorps anti-DYRK1A
(1/2000™M9 (Figure 17B) révélent la présence d'une bande unique et deéspmioléculaire
correspondant a celui des protéines recombinargesfirmant ainsi la pureté de la

préparation de l'identité de la protéine produite.
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Figure 17
Vérification de la qualité des protéines recombinates

Western-blot des éluats a 300 mM d'imidazole (reSpement 1 et 1Qug pour les pistes 1 et 2) de His-

DYRK1A-AC. Des anticorps monoclonaux anti-6xHis 1/10980A) et anti DYRK1A 1/2008™ (B) ont été
utilisés.

Concernant la production en Tagg GST des résudiatiaires ont été obtenus pour la
forme tronquée. En revanche, la préparation deséiped recombinantes de la forme
compléte s’est avérée plus compliqguée que prévypaeiculier en raison de la présence de
nombreux contaminants. Cependant, d’apreés la ditiée, I'utilisation du seul domaine
catalytique de I'enzyme DYRK1A s'avere suffisanteipcribler des inhibiteurs et/ou étudier
son activité kinase, nous avons donc utilisé dettme pour la mise au point du test kinase
par HPLC.
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3.2 Test d’'activité de DYRK1A.

3.2.1 Mise au point

3.2.1.1 Gamme étalon substrat peptide

Le FAM-Peptide synthétisé par Genosphere a été& tpar HPLC suivant les
conditions décrites dans la section Matériel ethmedes. LaFigure 18 représente le
chromatogramme en détection par fluorescehgg £ 485 nm elAm= 530 nm). On observe

bien un pic majoritaire (> 95%) avec un temps dentton de 2,8 minutes-igure 18).
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35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

0 T t ""JLV\F T 1

0 1 2 3 4 5

Temps (min)

Aire (enu.a)

Figure 18:
Chromatogramme du FAM-peptide en détection par flusescence

Chromatogramme HPLC d'une solution de 30uM #AM-KKISGRLSPIMTEQ- NH dont la
détection se fait par fluorescencke({ = 485 nm eh.n= 530 nm)

Une série d'injection de solutions peptide a défées concentrations permet de tracer
la gamme étalonFgure 19) qui doit étre linéaire d’apres la relation de Beambert (pour

I'absorbance).
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Figure 19:
Gamme étalon du substrat FAM-peptide

On obtient une relation linéaire jusqu’a au moing guantité de 10 nmol de peptide
(soit 500 uM). Le facteur de proportionnalité (peuke la droite) entre I'aire du pic et la
quantité de peptide permet la conversion entreel'at la quantité de peptide. En faisant
I'approximation que la phosphorylation ne modifiesdas propriétés spectroscopiques du
peptide, cette courbe étalon peut également étigéypour calculer des quantités de produits
formés. L'utilisation d’'un groupement FAM sur lepiele permet une meilleure détection de

celui-ci d’'un facteur 4 environ.

3.2.1.2 Détermination des vitesses initiales (v;)

Pour mesurer des vitesses en conditions d’étabistetire de la réaction (vitesses
initiales, vi) il est nécessaire que la formationpdoduit soit un processus linéaire au cours du
temps. LaFigure 20 représente la superposition des chromatogramrsas e la réaction
enzymatique a différents temps (0 a 15 minutes).plce substrat (tres majoritaire) est
guasiment constant au cours de la réaction ; emckeaon observe, au niveau du temps de

rétention du produit, I'apparition d’'un pic qui aognte avec le temps de réaction. Cette
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augmentation est quantifiée par intégration deel'sbus la courbe : la représentation de l'aire
en fonction du temps de réaction doit étre linédaas les conditions d'état stationnaire. Le
calcul de la pente définit la Vi de la réaction.tt€evitesse initiale est dépendante des
conditions expérimentales (concentration de sulsstiléenzymes, températures).

uw

Gl

3 1

Q1

Qo

=1

© ]

o

'<T: ]

] Pic produit
l Temps (min)
zZo0m
Aire = f(temps)
1400 A
. . ] y=81,85x
3 Pic produit tys T 1200 R?=0,993
2 L . <= 1000 -
o |ntegrat|on ©
s g— 800 -
: ) -
% I 400
200 -
0
Temps (min) 0 10 20
Temps (min)
Figure 20

Analyse UFLC et cinétique de phosphorylation du pejide substrat par His-DYRK1A-AC

3.2.2 Détermination des parametres cinétiques apparents

Pour valider notre test, nous avons déterminédesnpetres cinétiques apparents de la
réaction catalysée par DYRK1A. Pour cela, nous svoiesuré des;\en faisant varier la
concentration en enzyme, le traitement de donnéengiede tracer la représentation
d’Ackermann Potter (ven fonction de la concentration d’enzyme) et doaceées a la

constante de vitesse de la réaction catalytiqudalsant varier la concentration en substrats
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(ATP et Peptide), le traitement des données pegdeesentation de Michaelis-Menten donne

acces aux constantes de Michaelis apparertgs etk ).

3.2.2.1 Mesure de v; en fonction de la concentration d’enzyme

Afin de vérifier le comportement cinétique Michaélide la réaction enzymatique, les
v; de la réaction sont déterminées pour différenbesentrations en DYRK1A (0 a 8 nM) et
avec des concentrations constantes en substrai®[A1 mM et [Peptide] = 60 puM). Dans
toutes les conditions expérimentales testées latig@ale produit formé augmente de fagon
linéaire avec le temps de réaction. La représematiAckermann Potter est préserfégure
21
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Figure 21
Représentation d'Ackermann Potter

L’obtention d’une droite est en accord avec le nwdaétique Michaélien classique.
La pente de cette droite permet de calculer lataots de vitesse observéek de la

réaction qui est dépendante des conditions exppataies.
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3.2.2.2 Mesure de v; en fonction de la concentration en substrat

Les mesures de & différentes concentrations en substrats perntatie déterminer
les constantes de Michaelis apparentes pour les sidstrats (ATP et Pep = peptide) ; en
effet I'equation de Michaelis pour un meécanismeeaxdsubstrats peux s'écrire avec les

parametres apparents de la fagon suivante :

_VERIATRL VR [Pep
| KA::;+[ATP] ! KP:’p+[Pepﬂ

La Figure 22 illustre ce comportement cinétique Michaélien d¥RK1A. La
régression non linéaire sur le modeéele d'une hyperlgguilatere permet d'obtenir des

coefficients de corrélation tres proches de 1.
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Figure 22

Représentation de Michaelis-Menten

V; en fonction de la concentration en peptide (absgist en ATP (courbes indépendantes de 50 a 400 uM
V; en fonction de la concentration en ATP (abscissen peptide (courbes indépendantes de 5 & 30 uM)

Les paramétres cinétiques apparents obtenus peucantentration de DYRK1A a 4

nM (soit environ 25 ng) sont consignés dans lestbkuivant :
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[ATP] (uM) Vigax. K (M)
(pmol/min)
50 3,9 19,1
100 6,8 20,2
200 9,9 23,2
400 15,8 36,5
[Peptide] (LM) (pr;’“g‘l;;;in) Kur. (MM)
5 2,1 79,3
10 43 85,1
20 7.8 139,3
30 9,5 140,3

Les parametres cinétiques vrdiBableau ci-dessus)sont calculés a partir de la

relation de Michaelis Menten pour un mécanisme arddef. Introduction).

Ku (UM)

ATP Peptide

Kear (Min™)

DYRK1A 80 +12 32+4 24 +2

3.3 Inhibition de DYRK1A

3.3.1 L'Harmine

L’harmine est un inhibiteur de DYRK1A, bien caratté dans la littérature. C'est un
inhibiteur réversible de type compétitif vis a e I'ATP et non compétitif vis a vis du
substrat protéine et/ou peptide. Nous avons utilisée test d’activité DYRK1A pour
déterminer si nous retrouvions les propriétés iitibn de I'Harmine. LaFigure 23
représente l'activité (normalisée par celle enratesé'inhibiteur et exprimée en pourcentage)
en fonction de la concentration d’harmine, pourxdeancentrations d’ATP. L’activité de

DYRKZ1A diminue en fonction de la concentration diméne avec une 1§ de 0.2 uM et 1.06
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UM pour 50 et 1000 uM d'ATP respectivement. L’augtaton de la concentration d’ATP ne
modifie pas la forme de la courbe mais la décates Msultats confirment que I'harmine est
un inhibiteur de I'activité de DYRK1A.

-~ [ATP] = 50 pM
80- —— [ATP] = 1000 uM

60-
40-
20-

O_

0.001 0.01 0.1 1 10 100
[Harmine] (uM)

DYRK1A activity% of control

Figure 23
Inhibition de I'activité DYRK1A par I'Harmine

Activité normalisée de DYRK1A en fonction de la centration d'Harmine (abscisse) pour deux conceomis
d'ATP (courbes indépendantes 50 et 1000 uM)

Pour déterminer le mécanisme d'inhibition, nous avo@alisé des expériences
d'inhibition par I'Harmine (de 50 & 500 nM) en é&it varier la concentration des deux
substrats ATP de 50 a 400 uM et Peptide de 5 aMBA_ps résultats obtenus sont représentés
en déterminant;ven fonction de différentes concentrations en satsstNous avons utilisé
deux types de modéles mathématiques (Cf. Matégelsnéthodes) sur I'ensemble des
résultats expérimentaux de l'inhibition par I'Haneipour chacun des substrats. Le Logiciel
Graph Pad Prism5 a été utilisé pour effectuer éggessions non linéaires, il intégre les
modeles classiques d'inhibition d'une enzyme Miibiaiee. LaFigure 24 représente les
données de Michaelis-Menten ainsi que les régression linéaires obtenues avec les deux
modeles retenus (compétitif et non compétitif). lcesirbes en bleu sont celles qui ont été
obtenues avec les meilleurs coefficients de cdroglatandis que celles en rouge sont plus

éloignées du modele théorique.
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3.3.2 Criblage d'inhibiteurs

En collaboration avec I'équipe du Dr. Robert Doltdt{tut de Chimie des Substances
Naturelles du CNRS), spécialisée dans la syntheganimue, nous avons criblé des dérivés
hétérocycliques azotés de faibles poids molécglatemme inhibiteurs potentiels de
DYRK1A. Sur la base de la structure de I'Harmine ddine étude de modélisation
moléculaire, I'équipe de R. Dodd a synthétisé unargntaine de composes, ils ont tous été
testés quant a leur potentiel inhibiteur de l'atiVDYRK1A. Les structures et formules
chimiques de ces molécules ne peuvent étre révéles ce manuscrit car une demande de
brevet est en cours. Cependant, les résultats medare de 'activité normalisée en fonction
de la concentration en inhibiteur pour les compds8splus représentatifs sont présentés
Figure 25.

$Qgo-268
sgo-271
sgo-267
sgo-270
sgo-278
$go-283
sgo-277
$go-282
sgo-279
sgo-284
CO-339

50+

Foitmod r

DYRK1A activity% of control

0 R Mo 2
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Concentration (uM)

Figure 25
Inhibition de I'activité DYRK1A par les molécules gnthétisées par I'équipe de R Dodd

Activité normalisée de DYRK1A en fonction de la centration en inhibiteur (abscisse) pour des canatons
de 50 uM en ATP et 30 uM de peptide.
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Dans letableau suivant sont présentées les valeurs ebl@our une partie des

molécules testées

codes IC50(NM)
harmine 230
$go0163 326
$go162 965
sgol64 416
sgo261 2698
sgo257 7490
590283 3592
$go278 963
$go0282 154
sgo277 1167
$go0284 160
sgo279 3076
$g0259 23.1
$g0258 1744
s$go270 11.7
$g0267 287
$go229 12.4
sgo271 105
590268 14630

Nous nous sommes intéressés plus particulierementrelécules dont I'lg était
plus basse que celle de I'harmine, trois de cespossgs (sgo 229, sgo 259, sgo 270)
possédent des g de l'ordre de la dizaine du nanomolaire. Nous avoéterminé le
mécanisme d’action vis-a-vis des deux substrats pbacune de ces molécules, pour cela
nous avons utilisé la méme procédure que pourriiite c’est a dire en faisant varier la
concentration des deux substrats ATP de 50 a 40@tméptide de 5 a 30 uM avec plusieurs

concentrations d’inhibiteurs (valeurs variables/ant les 1Gg).
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Les résultats obtenus sont d’un point de vue idlgxactement les mémes qu’avec
I’harmine : inhibition réversible de type compétitis-a-vis de I'ATP et non compeétitif vis du
peptide. En revanche d’un point de vue quantitatiis avons obtenu des valeurs deqii
sont plus basses, autrement dit les inhibiteuteégemnt une meilleure affinité pour DYRK1A
gue I'harmine (entre un facteur 13 a 100). Un réa&giif des valeurs des, kst présenté dans

le tableau suivant :

Code K, (nM)
Harmine 202 + 31
590229 102
5go259 231
sgo270 142

3.4 Testsin vivo de l'activité endogene DYRK1A

3.4.1 Mise au point du dosage

Le test d’activité a également été tast&ivo sur des extraits de cerveau de souris. A
partir d'un broyat de cerveau, nous avons pu mettrevidence une l'activité endogéne
DYRKZ1A grace au test HPLC. Comme le montr&igure 26, l'aire du pic produit augmente
avec le temps de facon linéaire, la pente de dettite représente la vitesse de formation de
produit. Les vitesses mesurées sont dépendantesgientité de protéines totales. Pour une
certaine quantité de protéine, l'augmentation deel'du pic en fonction du temps n'est

linéaire que durant environ 5 minutes.
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3.4.2 Tests des inhibiteurs dans un contexte cellulaire

Figure 26
Mesure de l'activité endogene de DYRK1A

Les composés les plus prometteurs ont été testdsssextraits de cerveaux de souris.

Plusieurs concentrations en inhibiteur ont étésétiis et les résultats présentés daRiglare

27 ; les gammes de concentration ne sont pas les snéuieant l'inhibiteur. L'expérience a

également était faite avec I'harmine comme inhiioitke référence. D'une facon générale les

ICso retrouvées dans un contexte cellulaire sont gigés que lorsque le test d'inhibition est

effectué sur lI'enzyme recombinante. Mais ce décaldgst pas identique pour tous les

inhibiteurs, ainsi la molécule sgo229 qui est &fiace sur I'enzyme recombinante est un

inhibiteur relativement médiocre de la DYRK1A endoge En revanche, les composeés

$g0259 et 270 semblent tout aussi intéressants guauat potentiel inhibiteur de DYRK1A.
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Figure 27

Inhibition de I'activité DYRK1A endogéne par les mdécules synthétisées par I'équipe de R Dodd
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4 Discussion générale, conclusion générale et perspksc

La méthode de dosage de DYRK1A par HPLC s’est évétre sensible. En
comparaison avec le test kinase utilisant la radiiage, notre méthode est tout aussi précise.
Ainsi, l'étude publiée par Adayev et al (Adayev att 2011) détermine les parametres
cinétiques de DYRK1A par un test kinase classides valeurs de { et k. rapportées sont
trés proches des valeurs que nous avons obtenaepidntité d'enzyme utilisée par Adayev
et coll. était de 50 ng ; nous utilisons en rouseelement 25 ng de DYRK1A. De plus, les
meéthodes d’analyse par radioactivité sont onéreetsdemandent de prendre des précautions
importantes de manipulation. Leg*fP]-ATP et |**P]-ATP ne sont utilisables qu'en petite
guantité et possédent une demi-vie courte nécassita apport fréquent d’ATP radioactif
durant les manipulations. Les concentrations’@eet**P nécessaires pour réaliser ces tests

d’activité kinases sont importantes et cela lirsi@sidérablement ce type de manipulations.

La méthode de I'ELISA direct en sandwich est unethode plus facilement
réalisable ; elle permet un rendement plus élewstgbeu onéreuse. Cette méthode utilise des
anticorps couplés a la biotine. La révélation sé deace aux liaisons spécifiques qui se
forment entre la biotine et la streptavidine. Uigttion d’anticorps phosphospécifiques
dirigés contre des phosphopeptides améliore lalsktgsde la méthode mais une des limites
est de trouver la dilution convenable pour le mgéaréactionnel. La fragilité des enzymes
utilisées et la restriction du test a un seul iypesubstrat a la fois sont également des limites a

prendre en considération.

Les limites de 'IMAP FP ou TR-FRET sont principalent les mises en ceuvre de ces
tests dans des contextes cellulaires etfowivo. Les manipulations sont longues et les
résultats souvent difficilement interprétables. daaactérisation et la réduction des bruits de
fond lors de la lecture de la plague par la Fletk@ia8 sont nécessaires pour étudier de facon
précise I'activité¢ de DYRK1A. Cependant, ces protes d'optimisation s'averent difficiles a

mettre en ceuvre.

Le test que nous avons développé au sein de lef@late d'analyse de biomolécules

"Bioprofiler" de I'unité BFA est basé sur la sépamadu substrat/produit par HPLC.
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L'utilisation d'un groupement fluorescent sur |ptpke permet d'une part d'augmenter
la sensibilité de la détection, et d'autre pam @dagmenter la sélectivité. Contrairement aux
propriétés d'absorbance (210 nm), peu de biomaédllorescent aux longueurs d'onde du
FAM. En contexte cellulaire, les chromatogrammes détection par fluorescence sont

relativement pauvres en pics contrairement auxtsggeobtenus par absorbance.

L'échelle de temps couverte par un chromatogramsteredativement courte (5
minutes).Cependant une étude de cinétique Michaedi@écessite I'obtention d'une centaine
de chromatogrammes, ce qui représente un tempsedarencumulé d'au moins 8 heures,
auquel il faut ajouter le temps d'analyses des desr@e test peut apparaitre long, cependant
l'utilisation d'injecteurs automatiques permet fd&fier les injections durant la nuit. Les
analyses de données peuvent également étre awtéewtiLa fiabilité du matériel et des
colonnes autorise une répétabilité tres forte tles processus d'élution chromatographique.
Nous n'avons observé, sur une séquence de plud0dajéctions, qu'une variabilité du temps
de rétention de quelques secondes. Il est ainsilgesd'utiliser des programmes d'intégration
automatique basés sur un méme temps de rétentiofin&, la quantification par intégration
d'un pic d'intérét analysé a partir d'une centdmehromatogrammes s'effectue en quelques

minutes.

Ce test s'est réveélé tout aussi efficagerivo; I'activité DYRK1A endogene a ainsi pu
étre mesurée dans des extraits de cerveau de.sdwiiss de 20 ug de protéine totale sont
alors suffisant pour détecter une activité DYRKI#legene. Disposant d'un test opérationnel
de DYRKZ1A in vitro et ex vivonous l'avons utilisé pour tester des dérivés béyetiques

azotés de faibles poids moléculaires comme inhikstpotentiels.

Les découvertes de Himpel (Himpel et al, 2000, 2004t permis de jeter les
premieres bases de la structure de DYRK1A. Kim N[2ad. ont ensuite mis au point un
modele 3D de la structure du domaine kinase de D¥MRIn utilisant 'homologie des
boucles d’activation de DYRK1A et GSB334%). lls ont alors entrepris d’'étudier silico
et par criblagan vitro des inhibiteurs de I'autophosphorylation de la3Rr et du site de
liaison de 'ATP (Kim et al, 2006). Deux composég émergé malgré des observations non
concluantes. Bain et coll. reprirent ce type dgswlet testerent 65 composés rapportés

comme étant inhibiteurs spécifiqgues de 80 protéimesses (Bain et al, 2007). L’harmine fut
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ainsi identifiée comme un potentiel inhibiteur sfigue de DYRKZ1AIn vitro, I'lCs = 0.35
KM,

L’harmine est un compog®carboline (212 Da), alcaloide naturel connu pdre én
inhibiteur de la monoamine oxydase A ; c’'est unagahiste de la sérotonine qui a des
propriétés hallucinogenes avec des effets a ceunrtet et réversibles (Bain et al, 2007 ; pour
revue Becker et al, 2011). L'harmine fut prescete traitement contre la maladie du
Parkinson au début du XXeme siécle. La structurstatiographique du complexe
DYRK1A/harmine suggére que le volume de la pocheiaison de I'ATP a le volume
adéquat pour accueillir un compds€arboline. L’harmine interagit avec les résiduscdde
poche, c’est un inhibiteur compétitif de 'ATP. Deponts hydrogénes sont établis entre
I'harmine et la Met240 et la Lys188 de DYRK1Ridgure 283 (Adeyev et al, 2011 ; pour
revue Becker et al, 2011). Récemment, une étudéesurs65Dn a permis de suggérer que
I'harmine préviendrait une différenciation neurangbrécoce, et qu’'une normalisation
pharmacologique de l'activitt de DYRK1A pourraitoav un rbéle dans un traitement
thérapeutique dans le Syndrome de Down (Mazur-kaleat al, 2012). L’harmine pourrait
également inhiber I'hyperphosphorylation de la @iree Tau induite par DYRKI1A, tel
qu'observé dans la trisomie 21 (Frost et al, 2011).

L’'EGCG (Figure 289 ou épigallocatéchine gallate est la principal&daine, c'est un
polyphénol, un des composés majeurs du thé véelGCG est un antioxydant neutralisant les
radicaux libres et un inhibiteur spécifiqgue de DYRXKa forte concentration, il est connu
pour réguler un certains nombres d’enzymes et deegsus cellulaires (Bain et al, 2003 ;
Adhami et al, 2003 ; Adayev et al, 2006a ; pour eewlandel et al, 2004, 2008). Des
approches génétiques et biochimiques, de mutagédiéigée, d’analyses cinétiques, de
dosages de l'activité enzymatiqgues de DYRKI1A ettdmsfections transitoires sur des
protéines recombinantes résistantes a I'actiorbititde de 'EGCG suggerent qu’il est un
inhibiteur non compétitif de I'ATP; son IC50 est@8&3 uM pour 100 uM d’ATP et il se lie a
un site spécifigue au niveau des sous-domaines YeXik inhiber l'activité catalytique de
DYRK1A (Bain et al, 2003 ; Adayev et al, 2006a)EIGCG a la propriété de traverser la
barriere hémato-encéphalique (Lin et al, 2007a &idrriére placentaire (Chu et al, 2007).

Un nouvel inhibiteur synthétique de DYRK1A, appd&NDY, a été caractérisé par

cristallographie aux rayons Xrigure 28b) (Ogawa et al, 2010). INDY est un dérivé
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benzothiazole. Inhibiteur potentiel de DYRK1A, istehautement sélectif. La proINDY,
précurseur de I'INDY, s'avere efficace pour compemies malformations de la téte induites
par une surexpression de DYRK1A au sein d’embryd@sXénope (Ogawa et al, 2010).
L’inhibition de DYRK1A par INDY est comparable alleede I'harmine, les mécanismes
structuraux de I'inhibition sont similaires. Lastallographie aux rayons X a permis de mettre
en évidence qu’INDY est un inhibiteur compétitif B&TP qui se lie au site de liaison de
I'ATP en interagissant avec DYRK1A par des pontdrbgénes avec les résidus Leu241 et
Lys188 (IGo = 0.24 uM, K=0.18 um). Il aurait la propriété d’'inhiber la ppbsrylation
aberrante de la protéine Tau et de rétablir laadiggtion de NFATC réprimée ; ces processus
étant induits par la surexpression de DYRK1A. (Ogatwal, 2010 ; pour revue Becker et al,
2011). Une augmentation de 1.5 fois I'expression D¥RK1A est considérée comme
pathogénique : il semblerait possible d'utiliser wiese d’'INDY relativement faible pour
réduire I'activité catalytique de DYRK1A. Dans centexte, il serait intéressant d’étudier les
effets d'INDY chez les souris transgéniques, afiévdluer les possibilités d'utiliser le
complexe INDY/DYRK1A comme agent thérapeutique denSyndrome de Down (Ogawa
et al, 2010). Le lien entre DYRK1A, I'hyperphospyiation de la protéine Tau et
'augmentation de la phosphorylation de la proténgyloide est par ailleurs de plus en plus
établi. INDY ayant la propriété d’inhiber la phogpylation de la Tyr212 de Taip vitro, il
serait intéressant de I'utiliser pour comprendredie de DYRK1A dans la formation des
DNF et pour examiner le cas échéant la possillite¢ DYRK1A constituerait une nouvelle
cible thérapeutique en contexte de pathologiesrigéves: maladie d’Alzheimer et autres
neuropathies.
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Figure 28a, b etc
Inhibiteurs potentiels de DYRK1A (d’apres Ogawa et al, 2010 ; Becker et Sippl, 208/ang et al,
2012).

a) L’harmine (IC50 = 0,35 puM) est un inhibiteur natume lactivitt de DYRK1A mature et de son
autophosphorylation sur la Tyr321 durant sa syrthdkprévient la formation de I'enzyme activesé fixe au
niveau de la poche de liaison de I'ATP et étatdi Haisons hydrogenes avec la Lys188 et la Leu241.

b) L'INDY (Inhibitor of Dyrk) (IC50 = 0,24 uM) est uinhibiteur synthétique, hautement sélectif et catitipé
contre I'ATP. Il se lie au niveau du site de liaisde I'ATP en établissant des liaisons hydrogénex da
Leu241 et la Lys188. L'inhibition de DYRK1A par INDest comparable avec celle de I'harmine dont iltpe
étre le substitut.

¢) L'ECGC (Epigallocatechin-3-gallate) (IC50 = 0,33 ikt un inhibiteur naturel (polyphénol) non conigfét
contre 'ATP. C’est un composé majeur du thé vieimactive DYRK1A par liaison a un site au niveades sous-
domaines X et X| en établissant des liaisons aescrésidus Lys465 et Arg467 (ce dernier est hauteme
conserveé) et inhibe ainsi I'activité de DYRK1A
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Les synthéses réalisées par I'équipe de R Doddténguidées par la modélisation
moléculaire et [I'utilisation de techniques de « kitbg », a partir de la structure
tridimensionnelle de la Dyrk1A cristalline. Le madel€le docking réalisé avec I'harmine est

représenté dans Egure 28a

En tenant compte principalement des possibilitécréation de liaisons hydrogene
stabilisatrices, ont été concus des inhibiteurséex¢ment actifs. L’existence d’'une poche
hydrophobe nous permet d’envisager la syntheseodgasés encore plus performants, en
jouant notamment sur la nature des groupements R’ ebu en introduisant d’autres
hétéroatomes. Nous avons pu identifier des compps§gzrésentent des activités d’inhibition
sur la protéine Dyrk1A tres intéressantes, aved@gsde I'ordre de 10 nM et sont de ce fait

parmi les plus puissants inhibiteurs de cette eezgomnus a ce jour.

L’inhibition de kinases est généralement associdesaeffets cytotoxiques. Tous les
composes ont été évalués sur leur potentiel cyimpiex(résultats effectués par les collegues
chimistes). Les résultats ont montré que les dérsgo 229, 259 et 270 présentant les
meilleures 1Gy sur DYRK1A ne possédaient quasiment aucune cyimtéxsur les cellules
KB & 10° et 10° M.,

Ces dérivés étant quasiment dépourvus de cytotéxige sont des candidats
potentiellement intéressants pour un traitementddéciences cognitives et mnésiques

associées a la trisomie 21 et a la maladie d’Ainkei

Dans la perspective logique de ce travalil, il réstester les meilleurs candidats sur
des modéles transgéniques du SD.

Lors d’études utilisant des modeles murins pouritmmie 21 Figure 4), plusieurs
molécules ont d'ores et déja été testées afin digtueur influence sur la mémoire et
I'apprentissage (Gardiner et al, 2006, pour revaed@®er et al, 2010a/b). Le but ultime étant
d’envisager un jour des traitements pouvant anmgliar mémorisation et I'apprentissage des
personnes trisomiques et peut étre méme réduire regard mental. Pour I'heure, ces
molécules sont testées sur des cellules et deis samsgéniques servant de modéles d’études
pour la trisomie 21. Le test d’activité kinase mais point au cours de ce projet pourrait

s’avérer utile pour approfondir ces types d'études.
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Une étude clinigue menée chez 'Homme (Lott et2802) a permis de mettre en
évidence qu'une stratégie thérapeutique ciblée pbée envisageable. Dans la maladie
d’Alzheimer et le Syndrome de Down, un déficit chetgique est détecté et serait impliqué
dans le déclin cognitif, linguistique et comporternat (Hassin-Baer et al, 1992). Se basant
sur l'amélioration observée de la neurotransmissitwlinergique dans la maladie
d’Alzheimer par traitement avec un inhibiteur decBtylcholinestérase, le donepezil
(Sunderland et al, 1998 ; Evans et al, 2000), ésis tpharmacologiques chez des personnes
trisomiques ont été envisagés. Le donepezil sempdimettre de lutter contre I'apparition
clinique de la démence durant le début et la pérapa suit le début du déclin cognitif. Son
utilisation semble étre associée a une amélioraiigmificative du fonctionnement cognitif a
court terme (Lott et al, 2002).

Une autre perspective importante de ce travail eorecles applications potentielles
du test HPLC. Celui-ci peut s'adapter a la mestaetids activités kinases, phosphatases et
phosphodiesterases ; il faut pour cela utiliserpigstides spécifiques a l'activité de I'enzyme
a détecter. D'une facon plus globale toute modibioade protéine (peptide) qui peut étre
identifiée par HPLC peut constituer un moyen deurarsl'activité enzymatique qui catalyse
cette modification. Sur la plateforme Bioprofiler enité BFA, des tests d'activité pour des

méthyltransférases, des acetyltransférases, etcesaours de développement.
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Régulations épigénétiques de l'expression du
ogéne codant ISL1, un facteur essentiel a la
différenciation du lignage gonadotrope et a

I'expression du récepteur de 1a GnRH.

103



Régulations épigenétiques de l'expression du gene
codant ISL1, un facteur essentiel a la différencian du
lignage gonadotrope et a I'expression du récepteule la

GnRH.

1 Introduction générale

Le facteur de transcription Isletl (ISL1) appartianla famille des protéines LIM a
homéodomaine. Ces protéines sont présentes chezlgsugertébrés et leurs domaines
fonctionnels sont étroitement conserveés. Ellesngyeour la plupart, des rbles essentiels dans
le développement chez les Mammiféres. C'est ledd&i1, impliquée dans de nombreux
processus développementaux incluant le développediepancréas, du systeme cardiaque,
des neurones moteurs de la moelle épiniere outaation des dents. ISL1 joue également un
réle crucial dans I'ontogenese hypophysaire, aitadans les étapes précoces et plus tardives
du développement ainsi que dans le maintien destifms differenciées chez ['adulte,
notamment le contréle de la fonction de reproducto'assure au sein de I'nypophyse le
lignage gonadotrope. Je reviendrai sur les poiités @lus haut pour mettre en exergue
I'intérét de ce sujet au regard de la littératdugparavant, je décrirai le cadre dans lequel se
situe cette étude, I'nypophyse, une glande origiealcomplexe, dont I'étude a été a l'origine
d'une nouvelle branche des Neurosciences, la Nedogenologie. J'évoquerai plus
particulierement le lignage gonadotrope, I'un dedignages endocrines hypophysaires. Les
cellules formant ce lignage expriment des génesifides, marqueurs de I'état différencié
de ces cellules, en particulier celui codant paurdcepteur de la GnRH (GnRHR). Ce
récepteur constitue I'un des agents majeurs du@terde la fonction de reproduction par sa
capacité a décoder les signaux émis par son liggmadthalamique et a les traduire en
modulant de maniere différentielle la sécrétionLtlkeet de FSH. L'analyse des mécanismes
impliqués dans l'expression du gene du récept@mrhf) a permis de démontrer qu'il
constituait I'une des cibles privilégiée d'ISL1 sldthypophyse, faisant de ce facteur de
transcription un nouvel acteur de la mise en p&todu maintien de la fonction gonadotrope.

Dans les étapes précoces de l'ontogenese hypopysai8,5 jours de développement
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embryonnaire (E8.5) chez la souris, ISL1 s'expriéfaes I'ensemble des cellules destinées a
former I'hypophyse. Plus tard, vers 10,5 jours éeetbppement (E10.5), I'expression de son
gene se restreint aux cellules qui peuplent laguaentrale de I'hnypophyse et, chez I'adulte, il
s'exprime dans les cellules gonadotropes, probaierde maniére non exclusive. Les
mécanismes qui président a I'expression de ce @ems différents stades de développement
refletent vraisemblablement différentes facettes mgulations génétiques et épigenétiques.

C'est ce que nous avons commence a décrypter asid®aette étude.

Dans cette introduction, nous décrirons le compleymothalamo-hypophysaire sur le
plan anatomique et fonctionnel, la découverte hger des neurohormones
hypothalamiques, le systeme GnRH/GnRH réceptews ses divers aspects physiologiques
et moléculaires avant de présenter ISL1, une pr@tEiIM a homéodomaine découverte en
1990 (Karlsson et al) et d'évoquer la place essiéntju'elle tient dans le développement de
plusieurs tissus. Nous conclurons cette introducgian une présentation des modifications
épigénétiques, modifications des histones et métioyl de I'ADN, susceptibles d'affecter les
géenes dsll et du récepteur de la GnRH. La mise en évidenceedamodifications sur ces
géenes constitue le sujet essentiel de cette piatthese et apporte un nouvel éclairage sur les

régulations géniques au cceur de la fonction gonaiet
1.1 Le complexe hypothalamo-hypophysaire

Le contrdle étroit que le systeme nerveux centxarae sur le fonctionnement des
gonades est indispensable pour le déroulement gdbggjue normal de la fonction de la
reproduction chez les Mammiferes. Cette régulasi@tablitvia le complexe hypothalamo-
hypophysaire. Ce dernier est formé de I'’hypophyse,glande située a la base du cerveau au-
dessus de I'os sphénoide et de la volte que amm#titpalais. Cette glande endocrine joue un
réle majeur non seulement dans la fonction de teption mais €également dans plusieurs
grandes fonctions physiologiques comme la lactatlancroissance, le métabolisme, le
développement et la réponse au stress. L'hypopstsdirectement reliée a I'hypothalamus

par la tige pituitaire.
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a ocytocine eta vasopressine

Noyaux hypothalamiques
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v
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LH, FSH, GH, PRL, TSH

Figure 1
L’'axe hypothalamo-hypophysaire chez les Mammiféres

L’'axe hypothalamo-hypophysaire est constitué dgpidthalamus et de I'hypophyse.

L’hypophyse est une glande composée de deux lobesapt d'origine embryonnaire différente : le lobe
postérieur est d'origine nerveuse et le lobe ambérid’origine glandulaire. L’hypophyse postériewe la
neurohypophyse est divisée en deux régionsmfuhidibulumou la tige pituitaire et le lobe postérieur pars
nervosaqui contient les terminaisons nerveuses des negranvasopressine et ocytocine. Les corps cebslair
de ces neurones sont localisés dans les noyaua soptiques (SON) et paraventriculaire (PVN) de
I'hypothalamus. L’hypophyse antérieure ou l'adérmdphyse est divisée en trois régions :pdas intermedia,
dans laquelle se trouvent majoritairement les dlmélanotropes qui produisent la MSH et les gotdoes,la
pars tuberaliset la pars distalis,ou se situent les cing autres types cellulairesoplgpsaires : les cellules
gonadotropes qui produisent et libérent la LH eF®H, les cellules corticotropes qui produisentil@rent
I’ACTH, les cellules lactotropes qui produisentibérent la prolactine, les cellules somatotropeispijoduisent
et libérent la GH et le cellules thyréotropes guduisent et libérent la TSH. L’hypothalamus etypbphyse
antérieure sont reliés indirectement par linterfaéd de neurohormones régulant I'activité des lares
hypophysaires. Parmi elles, la CRH, la somatogtatan TRH et la GnRH. Ces neurohormones sont déesrs
dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaireivaaaum de la tige pituitaire et se fixent sur leécapteur
respectif dans I'adénohypophyse. Le GnRHR s’expex@usivement a la surface des cellules gonadetrop
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1.1.1 Anatomie fonctionnelle de I'hypophyse

Le complexe hypothalamo-hypophysaire integre désrmmations d’origine diverse,
internes et externes a l'organisme, et émet en sépdas signaux hormonaux finement
modulés, destinés a réguler l'activité des orgaaesparvenir a un fonctionnement

physiologique optimal.

L’hypophyse est composée de deux parties d’origmeryonnaire différente (Scully
et Rosenfeld, 2002 ; pour revue Catala et TroyiR&96) : 'adénohypophyse ou hypophyse
antérieure et la neurohypophyse ou hypophyse pegtér L'adénohypophyse provient de
I'ectoderme de surface qui par la suite deviendrtoit du pharynx primitif olstomodeum
(Kouki et al, 2001). Ce dernier donnera naissankeepidche de Rathke dont les cellules vont
se différencier sous l'influence de gradients mogemgtiques constitués par des signaux
extra-hypophysaires de facteurs de croissance @ratéines morphogenes (FGF8, BMP4,
BMP2) (Scully and Rosenfeld, 2002). L’adénohypoghgslulte est divisée en trois parties
morphologiquement distincted=igure 1) : la pars tuberalis,la pars distaliset la pars
intermedia.La premiére se situe dans la partie rostrale tetues la tige pituitaire. La seconde
constitue la partie la plus importante de I'hypaghglandulaire. La troisiéme partie pars
intermedia ou encore lobe intermédiaire ou cystiforme régreskez les Primates pour
devenir quasiment absente chez 'Homme. Cette hgipophyse est constituée de six types
cellulaires endocrines : les cellules gonadotroplegréotropes, somatotropes, lactotropes,
corticotropes et mélanotropes qui respectivementhsgyisent et sécrétent les hormones
gonadotropes - hormone lutéinisante ou LH et hoemoiliculo-stimulante ou FSH -,
I'normone thyréotrope (TSH), 'hormone de croisga(@H), la prolactine (PRL), I'hormone
corticotrope (ACTH) et I'hormone mélanotrope (MSBhacune de ces hormones est libérée
dans la circulation sanguine afin d’agir sur seganes cibles en fonction des informations
nerveuses provenant de I'hypothalamus. Un septi§pe cellulaire, non sécrétant, les
cellules folliculo-stellaires, exprime des marqusede cellules gliales, la protéine S-100 et la
GFAP (Vila-Porcile, 1972 ; Fauquier et al, 2001)e& pourraient constituer un systeme de
communication intercellulaire hypophysaire et/capgarenter a des cellules souches (Inoue
et al, 2002), participant ainsi a certaines fonaibypophysaires.

La neurohypophyse ou hypophyse postérieufeéigufe 1) est d’origine

neuroectodermique. Ces cellules proviennent de dguel neurale médiane qui formera le
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plancher du diencéphale (Couly et al, 1987 ; Ruleémet al, 1998 ; Cobos et al, 2001). Elle
est divisée en trois régions. Le lobe postérieupans nervosaest relié a I’hypothalamus par
I’éminence médiane et la tige infundibulaire ouupd#ire. La neurohypophyse contient
essentiellement des cellules gliales dites pitegwt les terminaisons nerveuses des neurones
hypothalamiques & vasopressine ou hormone antijueéet & ocytocine. Ces hormones sont
synthétisées par les neurones des noyaux supraept{§ON) et paraventriculaires (PVN) de
I’hypothalamus (Okado et al, 1980 ; Kioussi etl&99).

1.1.2 Mise en évidence du controle neuro-hormonal

C’est au début des années 1950 que I'hypothése abntrble neuro-hormonale de
I'hypophyse antérieure par I'’hypothalamus fut psdmpar Georges Harris et Jacques Benoit.
Ce contrble, selon leur intuition d’alors, étaiiralgue. Ills ont donc émis I'hypothese qu'il
existait une communication chimique entre les cefluierveuses, ce qui remettait en cause la
thése soutenue et difficile a détrébner a I'époque ppstulait que la seule communication
possible entre les cellules nerveuses s'établiganies influx électriques.

Cette hypothése fut fondée sur des observationfitq@eSayers en 1947 chez le rat en
état de stress. Il observa une régulation de I'hlggee par une molécule polypeptidique
I'adrénocorticotrophine ou ACTH (Sayers et al, 194K la suite de cette observation,
plusieurs scientifiques comme Claude Fortier, Rd@gaitlemin ou Andrew Schally furent de
plus en plus convaincus de l'existence d'un costr@utre qu’électrique au niveau
hypophysaire (Fortier, 1952 ; Guillemin et al, 195%affran et Schally, 1955). Néanmoins, ce
fut Georges Harris et Jacques Benoit qui, lors skobations chez le rat, apportérent les
premieres conclusions. Chez le rat, aprés ablattale de I'hypophyse et transplantation
d'hypophyse fcetale, les femelles ne se voyaietaues leur fertilité que si I'hypophyse
transplantée était reliée a I'hypothalamus parida pituitaire. Harris qualifiait ce lien de
contréle humoral hypothalamique (Harris et Jacobsb®52) lequel fut observé a nouveau
grace aux expeériences réalisées par Jacques Bamo@&me année (Benoit et Assenmacher,
1952). Ces derniers découvrirent que ce messageiqie partait de I’hypothalamus pour
atteindre I'hypophyse par l'intermédiaire d'un fyse de communication vasculaire, donc
non nerveux, le systéme porte hypothalamo-hypojteysa
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1.1.3 Découverte des neurohormones hypothalamiques

Plusieurs neurohormones hypothalamiques hypophgpes furent découvertes entre
1955 et 1981. La premiere, en 1955, fut la cortiésine (CRF puis CRH en 1981),
responsable de la libération de 'ACTH (Fortieagt1955). La somatostatine ou SRIF quant
a elle fut découverte en 1973. La production hygephie de la LH et la FSH ainsi que leurs
incidences sur les gonades ont été mises en éedkns les années 1930. L'implication de
I'hypothalamus et du systeme nerveux central dandulation gonadique, et donc de la
reproduction, fut identifiée entre les années 1840950 et c’est seulement en 1971 que fut
caractérisée, par R. Guillemin et par A. Schallygbnadolibérine ou GnRH mammalienne,
un décapeptide de formule pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyy-Ceu-Arg-Pro-Gly-CONH,
responsable de la libération de la FSH et la LHn@As et al, 1971; Matsuo et al, 1971). Cette
découverte fut précédée par celle de la thyréolibéou TRH en 1965, un tripeptide de
formule pyroGlu-His-ProNH2, responsable de la ktién de I'hormone thyréotrope. Ce fut
le premier peptide hypothalamique identifi€ ce gupermis par la suite de déchiffrer le
fonctionnement de I'axe hypothalamo-thyroidien aipse les pathologies afférentes a cet
axe. La découverte de la GnRH permettra quelquesesnplus tard d’orienter les recherches
sur les pathologies touchant I'axe gonadotrope, gatticulierement l'infertilité et la stérilité.
Ces découvertes successives des neurohormones etysieme porte hypothalamo-
hypophysaire qui partaient de l'intuition qu’il skait un contréle chimique de I'hypophyse
par I'hypothalamus furent approfondies par l'apgami de techniques de dosage plus
précises. En 1977, Roger Guillemin et Andrew Sghaurent le prix Nobel de physiologie
et médecine, qu'ils partagérent avec Rosalyn Yalawe physicienne qui mit au point une
méthode de dosage par radio-immunologie permetiardétecter et de doser les hormones
hypothalamiques en petites quantités. Quant a tbooye et la vasopressine, deux
neurohormones sécrétées par les neurones hypothatsrdans la circulation sanguine au
niveau du lobe postérieur de la neurohypophyses éllrent découvertes également dans les
années 1950 par Vincent du Vigneaud, prix Nobalrdmie en 1955.

La mise en évidence par I'hypothalamwsa des neurohormones spécifiques, du
contrOle des sécrétions hypophysaires qui ensgissent spécifiquement sur leurs organes

cibles, a permis I'élaboration d’analogues syntjws autorisant la prise en charge mieux
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adaptée des pathologies endocriniennes et condussamtettre au point de nouvelles

approches thérapeutiques en cancérologie avecskaaniplace de chimiothérapies ciblées.

1.1.4 L'hypophyse, une invention évolutive des Vertébrés

Les découvertes faites depuis les cinquante desiieannées concernant
I'hnypothalamus, I'hypophyse, leurs liens et led@idntes facons que ce complexe utilise pour
communiquer avec divers organes y compris le cerveat conduit plusieurs équipes a

s'intéresser a I'évolution de celle-ci.

Cette organisation tripartite (hypothalamus, hypseh organes), telle quelle est
connue dans toute sa complexité, constitue uneniioreévolutive des Vertébrés. Si I'on se
restreint au contréle de la reproduction, le pregevolutif qui a abouti a I'établissement de
I'axe gonadotrope au cours du temps inclut I'émecgede I'hypophyse, structure faisant le
lien entre le systeme nerveux central et les gaaBiel'on se réfere a I'ensemble du regne
animal, la gonadolibérine (GnRH) et son récepteat présents chez les Bilatériens avant la
séparation des Deutérostomes et des Protostomais Z086). En revanche, plusieurs études
montrent que chez les Urochordés, dont la Cione,lest Céphalochordés, comme
I’Amphioxus, les genes codant les hormones antébtyygaires sont manquants (Campbell et
al, 2004, Dos Santos et al, 2009). Il n’existe dpas d’hormone hypophysaire ni de structure
apparentée a I'hypophyse telle que I'on peut lanaettne chez les Vertébrés. Chez les
Mollusques, comme I'huitre creuse, il existe urepteur a la GnRH ressemblant a celui des
Vertébrés mais exprimé au niveau des gonades meélésmelles (Rodet et al, 2005) et
I'expression de ce récepteur semble étre réguléecaws du cycle de la reproduction,
suggérant un réle dans le contrble de la ponte.zChplysia et Helisoma, dautres

Mollusques, la GnRH stimule la libération des gaset

L’hypophyse apparait avec les Vertébrés (Nozakalet2001). C’'est une structure
délimitée, avec tous les types cellulaires que tionve déja chez les Cyclostomes comme la
lamproie et les myxines, avec un systéeme vascula@renettant la communication entre
I'hypothalamus et I'hypophyse. Le systeme portedtlgplamo-hypophysaire est présent chez
les Vertébrés a machoires, les Gnathostomes, aefdion des poissons Téléostéens ou ce
systeme a régressé. Dans ce cas particulier, oenabsine innervation directe du tissu

hypophysaire par les terminaisons nerveuses desmesihypothalamiques (Lovejoy, 2006).
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Au sein méme des Vertébrés, le systeme hypothaleypophysaire va subir des
modifications et va se complexifier chez les Manema, chez les Primates et chez 'Homme
pour donner cette structure intégrant des inforonatide diverses origines pour les traiter et

les relayer par des signaux hormonaux destinés @axes cibles.

L’axe gonadotropeRigure 2) comprend le systeme hypothalamo-hypophysaire qui
constitue le centre intégrateur, la circulationgsane générale qui transporte les hormones et
constitue la voie de communication et enfin lesagt®s qui sont les organes cibles. Les
cellules antéhypophysaires qui dialoguent avecglesades sont les cellules gonadotropes
(Treier et Rosefeld, 1996). Elles représententrenvi5% des cellules de I'adénohypophyse.
C'est vers la 18" semaine de développement (SD) chez le feetus férhimnain et la 29
SD chez le feetus masculin humain, que les sousgafhde la LH et de la FSH sont détectées
alors que la sous-unité(CGA) commune aux hormones FSH, LH et TSH estotiétedes la
8°m SD (Asa et al, 1986 ; pour revue Catala et Trasjl2006). Les cellules gonadotropes
recoivent les informations émises par des neurdoealisés dans les noyaux arqués
hypothalamiques qui libérent la GnRH au niveauadeals intermediadans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire. Le GnRH vient se fixarsan récepteur spécifique au sein des
membranes plasmiques des cellules gonadotropessetsimule la sécrétion des hormones
gonadotropes et active la transcription des géassdus-unitég de la LH et la FSH et de la
sous-unitéx ainsi que celle du géne codant son propre réceffegure 2). La LH et la FSH
sont synthétisées et libérées en fonction de lquédce et de I'amplitude des pulses de
GnRH. Cette derniére est elle-méme controlée mahdéemones sexuelles qui exercent des

rétrocontrélewvia la circulation sanguine générale.

Chez la femme, le rdle principal de I'hormone Inigante est de déclencher
I'ovulation survenant 36 a 48 heures apres un pidécharge ovulante de LH provoqué par
un rétrocontrdle positif de I'cestradiol{l7La LH permet avec la FSH la maturation
folliculaire et la transformation du follicule romgen corps jaune pendant la phase lutéale du
cycle menstruel ainsi que la synthese de progestébd'cestrogenes par le corps jaune apres
'ovulation. Chez I'homme, la LH stimule la prodimt de la testostérone par les cellules
interstitielles du testicule, les cellules de Leydi
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L’hormone folliculo-stimulante chez la femme a padle principal de stimuler les
cellules de la granulosa qui sécrétent de I'cesttaati de l'inhibine B et expriment a leur
surface des récepteurs spécifiques de la LH. Cesemé&ellules produisent également une
aromatase afin de convertir les androgénes en gesis et permettre I'ovulation. Chez
’homme, la FSH stimule les cellules de Sertoli,quieur tour, vont sécréter de l'inhibine B

pour la spermatogénése.

La GnRH contrdle les processus permettant le dppelment du follicule ovarien,
'ovulation, le maintien du corps jaune au cours @le menstruel chez la femme et la
spermatogénese chez 'homme. La testostérone,olgesterone et les cestrogenes vont en
retour réguler le taux de GnRH libéré en agissamt rptrocontrdle positif ou négatif sur
I'hypothalamus et I'hypophyse. L'une des questiamportantes concerne les mécanismes
restreignant I'expression de récepteur de la Gn®Hsaules cellules gonadotropes au sein de
I’hypophyse antérieure. Ces mécanismes sont eskeptiisqu’ils participent majoritairement
a la mise en place de la spécificité de la fonctjonadotrope et gu'ils sont liés, directement

ou indirectement, aux processus de difféerencidtigophysaire.

Parmi les Vertébrés, notamment chez les poissessarphibiens et les oiseaux, il
existe plusieurs formes de GnRH associées a plsstgpes de récepteurs. Néanmoins, les
Mammiferes expriment de maniere quasi exclusiveédepteur au GnRH de type 1 et c'est a
celui-ci que nous nous référerons sous l'appefiagienéerale de GnRHR (et de GnRH pour

son ligand) tout au long de ce mémoire.
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Figure 2
L’axe gonadotrope chez les Mammiferes

La GnRH, libérée de facon pulsatile dans le systgnee, se fixe sur son récepteur a 7 domaines
transmembranaires situé a la surface des cella@ieadptropes. L’activation de la protéine G trim@ediée au
GnRHR transduit le signalia les voies de signalisation et favorise I'activiiténscriptionnelle des gen€ga
(aGSU), LB, FshB etGnrhr. La LH et la FSH, libérées de facon pulsatile dangrculation générale jusqu’aux
gonades, stimulent la synthése des hormones sthoés telles que I'cestradiol, la progestéronedtostérone
ainsi que des hormones peptidiques comme I'actidimhibine ou la follistatine. Ces hormones pettast la
formation des gametes et exercent des rétrocoatrptisitifs ou négatifs sur la synthése des hormones
hypophysaires et neurohormones hypothalamiques
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1.2 La GnRH

La GnRH présente une structure tridimensionnelleéeimgle a cheveux dont les
extréemités N et C terminales participent a l'intti@n avec le récepteur de la GnRH
(GnRHR). Ses extrémités sont modifiées par cydétivatde la glutamine en acide
pyroglutamique et amidation du groupement carboxgleinal protégeant la GnRH des
protéases telles que 'aminopeptidase et la cafeptydase (pour revue Caraty et al, 2001 ;
pour revue Millar et al, 2004). Le gene humain a&hRH se situe sur le chromosome 8. I
code un précurseur de 92 acides aminés, le pr&pRIH qui contient la GnRH et le peptide
GAP. Ce precurseur subit des modifications postdtionnelles avec pour conséguence le
clivage et I'élimination d’acides aminés basiquasCeterminal et la cyclisation de ses deux

extrémités.

1.2.1 Les neurones a GnRH

La GnRH et le peptide GAP, dont le role est encoa connu, sont stockés dans des
vésicules de sécrétion (pour revue Caraty et allR0fcalisées dans les terminaisons
nerveuses des neurones a GnRH hypothalamiques déné I'aire préoptique chez la plupart
des Mammiferes et dans I'hypothalamus médio-bdset des Primates. Ces neurones a
GnRH, de type parvocellulaires, sont petits aveqmayau condensé et leur distribution est
diffuse. lls sont peu nombreux, environ 2.000 ditdamme (pour revue Beauvillain, 2008).
Ces neurones ont été mis en évidence par I'obgarvde patients atteints d’'un syndrome
associant hypogonadisme et anosmie (perte dedtaifg. Ce syndrome fut défini par Franz-
Josef Kallmann en 1944. Son incidence est de 1/@®(@@hwanzel-Fukada et Pfaff, 1989 ;
pour revue Bianco et Kaiser, 2009). Ces observatmmspermis de mettre en évidence
I'origine de ces neurones. Durant le développensnbryonnaire, les neurones a GnRH
migrent depuis le compartiment nasal le long defsr@dfactifs jusqu'a la plaque cribriforme
et divergent vers une région plus caudale du caraeéérieur pour atteindre leur destination
finale dans I'hypothalamus (Schwanzel-Fukada eff,Pf890 - pour revue 1999 ; Duittoz et
al, 1998). Ces neurones émettent des prolongeragatgux le long de I'éminence médiane
vers le systéme porte hypothalamo-hypophysaire dénrelarguer la GnRH dans la

circulation sanguine pour atteindre I'adénohypophys elle se fixe sur son récepteur a la
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surface des cellules gonadotropes. Ce décapepdideerété dans le systéme porte de fagon

pulsatile induisant une sécrétion également puldsad LH.

1.2.2 La pulsatilité de la GnRH et ses consequences

La pulsatilité de la GnRH a un role essentiel démsmaintien de la fonction
gonadotrope et donc de la reproduction. La puitatile la GnRH entraine la pulsatilité des
gonadotropines. Lorsque des cellules hypothalarsid@3 1-7) sont mises en culture, cette
pulsatilité est conservée et 'ensemble des nesrsgerete de facon synchronisée la GnRH,
formant un réseau fonctionnel appelé « génératepuldes de GnRH » (Knobil, 1990 ; pour
revue Weiner et al, 1992). En 1971, lors de la deede de la GnRH, il fut observé que des
injections intraveineuses de 100 mg de GnRH erdi@m une libération massive de LH et de
FSH. Ces observations furent confirmées lors d’egpées sur le macaque (Belchetz et al,
1978) atteint d’hypogonadisme-hypogonadotrope. é&samche, une administration continue
et massive de GnRH inhibe la sécrétion des gongiofrs. Des expériences chez le mouton
ont révélé qu'un pulse de GnRH entrainait un pulseLH détectable dans la circulation
sanguine (Clarke et Cumming, 1982). Knobil, dassaenées 1990, montra chez le macaque
gu’'une perfusion en continue de GnRH supprime @été®n des gonadotropines et que la
pulsatilité de chaque neurone a GnRH est synch¥Ferasec celle de tous les autres (Knobil,
1990). Il a montré également qu’une injection pillsale GnRH induit une puberté précoce.
Parmi les périodes de la vie humaine, la périodalégda période post-natale jusqu’a 2 ans et
la période pubertaire sont des périodes ou la Lk &SH sont sécrétées et jouent un role
déterminant. En revanche, il existe une phase tligriance ou le complexe hypothalamo-
hypophysaire semble quiescent. Ce serait la corségud’une inhibition de I'amplitude des
pulsations. La levée de cette inhibition permettfée en puberté. Les pulses de GnRH durent
quelques dizaines de minutes, espacés d'un interda temps compris entre 30 a 120
minutes. Les fréquences des pulses controlentiaan sélective de certaines voies de
signalisation aprés la liaison de la GnRH sur sécepteur. Ces découvertes ont des
répercussions importantes en meédecine humaine ieigud. L'utilisation de pompes
pulsatiles a GnRH (Pitteloud et al, 2002) permettrdéter les déficits hypothalamiques
comme le Syndrome de Kallmann. Au contraire, I'aglstration continue d’agonistes de la
GnRH a action prolongée freine la sécrétion desagotmopines et facilite les manipulations

pharmacologiques de I'ovulation dans le cadre ddsepés précoces (Boepple et al, 1990 ;
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Lahlou et al, 2000). Ces traitements sont égalemsitisés dans les cas des cancers
hormonaux-dépendants (Emons et Schally, 1994 ; &adi®95) et, plus généralement, pour

réguler les troubles endocriniens (Cedars et 8019

1.2.3 Les régulations de la GnRH

La sécrétion de la GnRH est modulée par différéatteurs d’origines et de natures
diverses. Les hormones stéroides gonadiques, dotdstostérone, la progestérone et les
cestrogenes, régulent la synthese et la libératola dsnRH en agissant sur les neurones a
GnRH par des rétrocontroles positifs ou négatifseZZI’homme, la testostérone exerce un
rétrocontréle négatif sur la sécrétion de la GnRtatéumoto et Bremner, 1984 ; Emmelot-
Vonk et al, 2008). Les ocestrogenes exercent un caittble négatif sur le complexe
hypothalamo-hypophysaire. En revanche, chez la 'enam moment de la période précédant
le pic pré-ovulatoire de LH et de FSH, ils exercantrétrocontréle positif. Cette période
correspond a la phase folliculaire chez I'humaimpret-cestrus chez les rongeurs (pour revue
Herbison et Pape, 2001).

Les hormones stéroides semblent égalementvéaides rétrocontrbles positifs ou
négatifs sur d’autres neurones qui agiront eux-nséue les neurones a GnRH. Les neurones
a kisspeptides en sont un exemple. Ces dernieageraient I'action de la leptine sur la
sécrétion de la GnRH (Smith et al, 2006). La lepdseune hormone peptidique produite par
le tissu adipeux dont I'un des roles est de readmepte au systéme nerveux central de I'état
et de la qualité des réserves énergétiques du adgmeux (Watanobe, 2002 ; pour revue
Pineda et al, 2010). La fonction de reproductioceséitant un apport énergétique important,
elle se trouve affectée si les réserves sont iissmiies (pour revue Martin et al, 2008)
jusqu’au point d'étre bloquée. D’autres études méxe révelent que la sécrétion des
gonadotrophines peut étre inhibée par d’autres boes comme la « Gonadotropin Inhibitory
Hormone » ou GnlIH (pour revue Tsutsui et al, 200®s études révélent également que les
cellules gliales, astrocytes et tanycytes au niveaul’éminence médiane, contrdlent la
libération de la GnRH dans la circulation sangyPrevost et al, 1999 ; pour revue Ojeda et
al, 2008). Il existe donc plusieurs modes de régulade la sécrétion de GnRH s'exercant a

différents niveaux.

116



1.3 Le récepteur de la GnRH (GnRHR).

La GnRH est une neurohormone qui emprunte le systporte hypothalamo-
hypophysaire afin d'atteindre son récepteur sppmfi exprimé a la surface des cellules
gonadotropes. Le GnRHR appartient a la famille désepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (Lefkowi®98). Les informations obtenues
apres clonage de 'ADN complémentaire, isolé ddumsiqurs especes de Mammiferes, se sont
révélées précieuses pour établir la séquence quat@u debut des années 1990 et, par la
suite, sa structure. Cette séquence a été cassetérn premier chez la souris a partir de la
lignée gonadotrope immortalised 3-1 (Tsutsumi et al, 1992 ; Reinhart et al, 1998)is
chez 'Homme (Kakar et al, 1992 ; Chi et al, 199Bz le rat (Reinhart et al, 1992 ; Perrin et
al, 1993 ; Kakar et al, 1994a), ainsi que chez tdésuespeces. Il est intéressant de noter que
les séquences d'ADN complémentaires présententddfiémtité entre elles (Baldwin, 1993).
Ceci illustre une forte pression de sélection aursale I'évolution et I'importance de ce
récepteur dans le bon fonctionnement de plusieunstibns physiologiques, notamment la

fonction de reproduction (Davidson et al, 1994a).

1.3.1 Séquence et structure du GnRHR.

La structure primaire de la protéine chez 'humeimporte 328 acides aminés, un
acide aminé de plus que chez les rongeurs (Kakay #9092 ; pour revue Millar et al, 2004).
L'acide aminé additionnel est une lysine en pasiti®1 (Arora et al, 1999). Chez les
rongeurs, I'extrémité N-terminale extracellulaireeggnte deux sites de glycosylation alors
gu'un seul est présent dans la séquence humaineiddoa et al, 1995). Ces sites de
glycosylation ont leur importance quant au recr@etrdes récepteurs. Lorsque ces sites sont
supprimés, le nombre des récepteurs recrutés drflace des cellules diminue (Davidson et
al, 1996).

L'appartenance du GnRHR a la famille de réceptearssept domaines
transmembranaires fut prédite bien avant de camnasa structure (Baldwin, 1993 ;
Ballesteros et al, 1998). Elle fut déduite de gaacaé a activer des voies de signalisation
intracellulaire communes a d’autres récepteurs efte damille. Ces voies de signalisation

activées par le GnRHR, hautement amplificatricest sariées (Baldwin, 1993 ; Ballesteros
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et Palczewski, 2001). La structure secondaire éespteurs couplés aux protéines G dérive
d’'une seule et unique chaine polypeptidique, caretique partagée par le GnRHR. Les sept
domaines transmembranaires hydrophobes sont c@ésnemttre eux par des boucles
hydrophiles extracellulaires et intracellulairesal@vin, 1993). Cette structure est stabilisée
par deux ponts disulfures: le premier est situéeefa premiére boucle extracellulaire
(Cysl114 chez 'humain) et la deuxieme boucle exlialaire (Cys195 chez I'humain) et
lautre entre I'extrémité N-terminale (Cysl4 chehumain) et la deuxiéme boucle
extracellulaire (Cys199 chez I'humain) (Kakar et1#8192 ; Cook et Eidne, 1997 ; pour revue
Millar et al, 2004). Les sept hélices forment unehmhydrophile ou les hélices 1,2 et 7 sont
proches les unes des autres (Baldwin, 1993 ; pmurer Millar et al, 2004). La liaison du
GnRH a son récepteur provoque un changement derooation et active la protéine G
couplée induisant une cascade de signalisation.résislus conservés et impliqués dans
l'internalisation, I'interaction avec la GnRH, lehsduction du signal et les interactions avec
d’autres protéines ont été identifiés par des espées de mutagénése dirigée et par
modélisation (pour revue Millar et al, 2004). Ainailysine en position 191 serait impliquée
dans linternalisation du récepteur (Arora et #@99) et I'asparagine en position 18 chez
’humain porte le site de glycosylation (Davidsanag 1995). Certains acides aminés tres
conservés comme I'Asn53, Trpl64, Serl67, Asn315MwB23 jouent un rble dans la
transduction du signal (Zhang et Weinstein, 1994)liaison de la GnRH & son récepteur
s'effectue via I'Arg8 de la GnRH (Karten et Rivier, 1986 ; Hazur987), chargé
positivement (King et al, 1992) et la Glu301 (Flgaa et al, 1994). Le domaine N-terminal
du GnRHR mammalien intervient dans la liaison aleeGnRH ainsi que 'Asn102 qui lie
l'extrémité C-terminal de la GnRH (Davidson et dl996b). Enfin, la modélisation
tridimensionnelle a permis de mettre en évidend&ison entre le Trp279 du GnRHR et le
Trp3 de la GnRH (Chauvin et al, 2000).

Il est intéressant de noter que le GnRHR se diffédeedes autres récepteurs de la
famille des récepteurs couplés aux protéines G ljpdémsence de domaine C-terminal
intracellulaire (Tsutsumi et al, 1992 ; Kakar etE92 ; Conn et al, 1995), essentiel pour la
désensibilisation des récepteurs couplés aux pestés. Ce domaine contient des résidus
cystéines susceptibles d'étre palmitoylés, aing glautres résidus pouvant subir des
phosphorylations. L’ensemble de ces modificationsee la désensibilisation du récepteur et
son internalisation (Sibley et al, 1987 ; Zhu et E95). L'importance de l'absence de
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domaine C-terminal a été illustrée par des expéeensur les lignées cellulaires
hypophysairesT3-1 (Davidson et al, 1994b ; Anderson et al, 198%Ardle et al, 1996).
C’est une caractéristique que partagent tous lesmigeres (pour revue Millar et al, 2004) a
la différence de toutes les autres especes non rabemmes qui possedent un domaine C
terminal de 51 acides aminés (llling et al, 1999ang et al, 2001) ou la désensibilisation et
I'internalisation des récepteurs s'averent plusdegpiBlomenrohr et al, 1997 ; Pawson et al,
1998)via des veésicules a clathrines (McArdle et al, 1999).

1.3.2 Les voies de signalisation couplées au récepteur ldeGnRH

La liaison de la GnRH a son récepteur provoqueiVaion de la protéine G
trimérique couplée a celui-ci et la transductionstiynal se propageia différentes voies de
signalisation Figure 3). Ce qui a pour conséquence l'activation de lastaption de
plusieurs genes dont ceux codant la CGA, I Ud FSHB, et le GhnRHR. Trés brievement, je
rappellerai ici des études récentes illustrantiées entre les effets physiologiques induits par
la GnRH et les caractéristiques de durée, de frémuet d'amplitude de sa sécrétion (pour

revue Kakar et al, 2004 ; Lariviére et al, 2002@@8 ; pour revue Counis et al, 2009).

Plusieurs voies de signalisation participent adadduction du signal et induisent la
transcription des génes cibles. La voie de la phagse @ (PLCB) est stimulée par
I'activation des protéines dg/Go1 qui semblent étre les protéines G les plus fréqouent
couplées au GnRHR (Hsieh et Martin, 1992 ; Grodsal,e2000a). La PLE catalyse la
transformation du phosphadidylinositol 4,5-bispraisp(PIP2) en diacylglycérol (DAG) et
inositol triphosphate (IP3). Ce dernier agit surdgculum endoplasmique pour mobiliser le
Ccd" intracellulaire tandis que le DAG provoque la titanation des protéines kinases C a la
membrane (PKC), qui, a leur tour, activent les sales MAP kinases (ERK, JNK et P38) et
stimulent I'entrée de G& extracellulaire dans la cellule en activant lesate calciques
dépendants du voltage. L'accumulation dé'@aovoque I'exocytose des vésicules contenant
les gonadotropines (Sundaresan et al, 1996 ; maouerNaor et al, 2000). L'activation de la
voie des MAP kinases par les PKCs induit la trapton de la sous-unité commune a la
LH, a la FSH et a la TSH (Shacham et al, 2001 r pewe Naor et al, 2000) ainsi que les
sous-unité$ de la LH et de la FSH. L'activation du GnRHR stlela voie des MAP kinases
comprenant JNK (Roberson et al, 1999) et p38MAPKiigenleder et al, 1998) mais
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egalement la voie des MAP kinases impliquant ERKsdies lignées cellulairesT3-1 et
LBT2 (Levi et al, 1998 ; Grosse et al, 2000b ; Roetlal, 2003) ou ERK régule également
I'expression des sous-unitésetp des gonadotropines (Benard et al, 2001). L'erdié€&"
extracellulaire dans la cellule et la libération@a " intracellulaire contenu dans le réticulum
endoplasmique permet l'activation de la NO Synthzsgronale (NOS-1), responsable de la
production de NO et de GMPc favorisant l'activité@aniscriptionnelle des genes cibles
(Ceccatelli et al, 1993 ; Garrel et al, 1998 ; Lajrzat al, 1998).

La voie de 'AMPc est modulée par I'activation deprotéine @; (Hawes et al, 1993 ;
Limonta et al, 1999) et/ou par la protéines@mai et al, 1996b ; Liu et al, 2002). Une partie
des mécanismes de cette voie a été mise en évidentbdoratoire (Lariviere et al, 2007).
L’AMPc produite par I'adénylate cyclase activée paarprotéine G stimule a son tour les
protéines kinases A (PKA) ainsi que d’autres kisadeette voie serait activée par des
décharges importantes de GnRH et plus tardivenantgpport aux autres voies (Lariviere et
al, 2007 ; pour revue Naor et al, 2009).

En résumé, toutes ces voies de transduction dulsigntaiinduire la transcription des
génes de la LPl de la FSH, de CGA, du GnRHR (Lerrant et al, 1995) mais égalat
certaines protéines des voies de signalisatioestejie des PKAs, NOS-1 (Garrel et al, 1995
et 1998) et des PKCs (Harris et al, 1997). Plug@egenes sont ainsi régulés par le systeme
GnRH/GnRHR (Kakar et al, 2003, pour revue 2004).

L’activation de ces genes codant diverses protgiapge autres les protéines des
voies de signalisation, et 'absence de domainer@ihal chez les Mammiféres permettent
de conclure que, malgré le petit nombre de réceptptésents a la surface des cellules
gonadotropes, le signal est hautement amplifiéitéfnalisation du GnRHR mammalien est
guantitativement plus faible que celle des réceptelassiques de la méme famille. Elle a été
néanmoins mise en évidence par une approche désédiman par immunofluorescence
(Pawson et al, 2008 ; Finch et al, 2009).

Le rythme de la sécrétion de la GnRH, la fréquatesepulses, sa durée d’action, mais
egalement les hormones stéroides qui agissent éacontrble sont des régulateurs de
l'activité du récepteur (Xia et a, 1992 ; pour e@ounis et al, 2009 ; Kumbrink et al, 2009).

Ainsi, une fréquence lente des pulses de GnRH isda transcription du géne de la sous-
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unitép de la FSH. A l'inverse, des pulses réguliers rapighar exemple toutes les 30 minutes,
favorisent la transcription des sous-unii€st p de la LH (Dalkin et al, 1989 ; Burger et al,
2002). Une stimulation continue de GnRH provoqaerét de la transcription des genes des
sous-unitéP de la LH et de la FSH et danrhr mais entraine une accumulation de la sous-
unitéa (Lahlou et al, 1987 ; Lalloz et al, 1988 ; Rodirak 1988 ; Lerrant et al, 1995).

1.3.3 La mise en évidence de la présence du GnRHR extraqbophysaire

1.3.3.1 Lesystéeme GnRH/GnRHR dans les tissus sains et tumoraux.

Plusieurs études, dont certaines réalisées aua@, démontrent la présence du
GnRHR dans plusieurs sites extra-hypophysaires. r€espteurs, souvent identifiés par
liaison d'un agoniste radio-marqué, présentent aeactéristiques similaires a celles du
récepteur hypophysaire et ont été identifiés daesgrande variété de tumeurs sensibles aux
hormones, comme les tumeurs ovariennes, de I'enderaé du sein, de la prostate et des
testicules. Ces récepteurs ont également été fidsnsur des cellules issues de tissus sains
tels les ovaires, le placenta ou les surrénalednéEet al, 1985-1987 ; Miller et al, 1985 ;
Bramley et al, 1986 ; Emons et al, 1989 ; Qayunaletl990 ; Vincze et al, 1991). Les
méthodes d’investigation évoluant, les recherchegppsient désormais sur la PCR
quantitative en temps réel, sur I'hybridation situ et sur les techniques de Northern et
Southern blot. Il y a également quelques exempbggpbches par immunocytochimie mais
celles-ci reposent sur des anticorps anti-GnRHR Bospécificité demande a étre confirmée
(Albertson et al, 2008a). C'est d'ailleurs I'écliems l'obtention d'anticorps anti-GnRHR
efficaces et spécifiques qui a, en partie, conl@uidboratoire a créer le modéle transgénique
comportant le géne rapporteur phosphatase alcalmeentaire humain sous contréle du
promoteur duGnrhr. Ainsi, cette lignée de souris transgénique s@stlée étre un modéle
puissant d'investigation fonctionnelle, permettdat suggérer la présence du GnRHR des
E13.5 de développement embryonnaire dans I'hnypeplayaffiner sa localisation et son réle
dans I'hippocampe et dans plusieurs structuresdnesi, ainsi que dans la rétine et la glande
pinéale. Ce modéle a permis aussi d'établir latigmé d'apparition du récepteur dans les
structures extra-hypophysaires (Granger et al, 2@®phang et al 2011a - 2011b - 2012).
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1.4 Le gene du récepteur de la GnRH

1.4.1 Structure générale du gene humain et des rongeurs

Le gene du récepteur de la GnRH est situé surraratsome 4g21.2 chez 'Homme,
sur le chromosome 5 chez la souris et sur le chsome 14 chez le rat (Kaiser et al, 1994 ;
Campion et al, 1996). Il est formé de trois exandeaix introns et s'étend sur 18,9 kb chez
I'Homme et 22 kb chez la souris. Ce qui le distimgles autres génes de la famille des GPCR
a laquelle il appartient, c’est la présence desesgcps introniques dans la séquence codant le
4°™ domaine transmembranaire et f'%oucle intracellulaire (Fan et al, 1994). C’eseun
caractéristique du GnRHR mammalien. Chez le ragielee est localisé sur le bras long du
chromosome 14921. Le transcrit fait 2,6 kb et cpder une protéine de 327 acides aminés
(Moumni et al, 1994).

1.4.2 Les promoteurs duGnrhr

Le promoteur duGnrhr a été isolé chez le rat, la souris, 'lHomme eimleuton
(Albarracin et al, 1994 ; Fan et al, 1995 ; Campabal, 1996 ; Reinhart et al, 1997 ; Kakar et
al, 1997 ; Pincas et al, 1998). Une partie du ptenrodu rat présente 80% d’identité avec
une partie du promoteur de souris et 55% avec anepgle celui de 'Homme (Pincas et al,
1998) (pour revue Hapgood et al, 2005).

Le promoteur de souris (Albarracin et al, 1994 ayCkt al, 1995) isolé dans les
cellulesaT3-1 posséde plusieurs sites d'initiation de lagtaption a -62 pb, a -90 pb et a -
200 pb de I'ATG ; il est dépourvu de boite TATA@AAT, séquences consensus permettant
de positionner précisément le site d'initiation ldetranscription. Un site de liaison pour
I'Activator Protein 1 (AP1) se trouve a -336 pb, site de liaison pour SF1 a -243 pb et un
site correspondant a une séquence activa@nhlar (GRAS) a -391 pb (Duval et al, 1997hb).
Les expériences réalisées sur les celldlE3-1 par les techniques de biologie moléculaire
classiques ont permis de mettre en évidence un idensaipportant la réponse a PITX1 (-
354/-330). Cette séquence contient plusieurs diéeBaison a faible affinité. Sur ce méme
domaine se fixent également des facteurs a homéidentomme OCT1 (-352/-349) et
LHX3 (-360/-357) (Jeong et al, 2004 ; McGillivrayad, 2005).
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1.4.3 ISL1 et LHX3, des protéines LIM-HD essentielles a’'éxpression du
Gnrhr.

Une partie du promoteur de rat de 3254 pb a étéasal laboratoire par PCR inverse
(Pincas et al, 1998). Cing sites d'initiation detr@nscription ont été identifiés en amont de
'ATG ainsi que des séquencess-régulatrices (Pincas et al, 1998). Ces séquenees s
répartissent sur deux domaines régulateurs : wgierr@ctive proximale entre -475 pb et -32
pb et une région active distale, située plus enrdrantre -1135 pb et -753 pb, dénommée
GnSE pour Gnrhr Specific Enhancer”. La région active proximale poemd un site de
lisison CRE (-110/-103) sur lequel se fixe le factee transcription CREB et un site de
liaison pour le facteur stéroidogénique SF1 (-2&7). Il y a également un site de liaison
fonctionnel pour un facteur non identifié dénomm&PS(-252/-246) pour "SF1 Adjacente
Protein” et enfin un site de liaison pour le factda transcription AP1 (-352/-346) (Activator
Protein 1) (Pincas et al, 1998-2001a-2001b ; Gnaagal, 2006). La région active distale se
décompose en deux éléments fonctionnels indépendasbrmais bien caractérisés. L'un de
ces deux €léments, situé entre -873 et -852, @ségmar I'hétérodimére que forment les deux
protéines LIM a homéodomaine (LIM-HD) LHX3 et ISlet dénommé pour cette raison P-
LIRE pour "Proximal LIM Response Element" (Grangéral, 2006). L'autre élément, situé
plus en amont entre -992 et -961, est plus compleix®nctionnel, possédant a la fois les
caractéristiques d'un enhancer et d'un silencer. pange de cet élément comprend un site
GATA palindromique_ ATCTGATAA (le palindrome est dmné) qui empiete sur un motif
coeur TAAT, indispensable a l'activation par lest@res LIM-HD, LHX3 et ISL1. Ce
deuxieme élément LIRE, dénommé D-LIRE est activdgmprotéines LIM-HD et inhibé par
GATAZ2. La balance entre ces trois facteurs permigtti'ajuster finement l'expression du
récepteur dans les cellules gonadotropes et dibndans les cellules non gonadotropes qui

n'‘expriment pas ISL1 (Schang et al, manuscrit eisian).

L’expression des protéines ISL1 et LHX3 est coliséa avec 'activité du promoteur
du Gnrhr a E15.5in vivo et également avec I'expression de SF1 (Grangal, €006). Dans
I’hypophyse antérieure, I'activation transcriptiol@esynergique des promoteurs des genes
de la sous-unit@ de la TSH, de PIT-1 et de la prolactine résuligetactions directes entre
la protéine LIM-HD LHX3 et le domaine POU du faatédwpophysaire PIT-1 (Bach et al,
1995). Les protéines LIM-HD peuvent donc aussirade avec des facteurs de transcription
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appartenant a d’autres familles. Plusieurs obsensatsuggérent que I'hétérodimére LHX3-
ISL1 pourrait former avec SF1 un complexe transicnimel activant le promoteur danrhr

de facon spécifique a E15.5. (Granger et al, 2088).revanche, les protéines LIM-HD
agiraient indépendamment de SF1 pour induire l'esgion duGnrhr a E13.5. A ce stade de
développement, SF1 n’'est pas détectable dans ['lmysep (Granger et al, 2004).
L'interdépendance fonctionnelle entre les protéld®sHD et SF1 s'établirait entre E13.5 et

E15.5, assurant la spécification du lignage (Graegal, 2006).

1.5 ISL1, une protéine LIM a homéodomaine parmi d'autres ?

Le gene ISL1 code une protéine jouant un réle ésdadurant I'embryogenése, en
particulier dans la mise en place du cceur, du gascrdes motoneurones de la moelle

épiniere et du cerveau et dans le maintien des pyawdifférenciés au stade adulte.

ISL1 fut initialement isolée et identifiée sur spacité a stimuler I'expression du gene
de l'insuline | de rat en interagissant avec |'un dlsux domaines de I'enhancer localisé sur le
promoteur de ce géne (Karlsson et al, 1990). Tedsde temps apres cette découverte, le
méme groupe démontrait déja que ISL1, ou tout aimsrges transcrits, étaient détectés non
seulement dans les cellules des ilots de Langerheis aussi dans les lignées PC12 de
phéochromocytome, dans les cellules pancréatiquesates et tumorales, dans les cellules
du tube distal du rein, dans I'hypophyse antérietidans des neurones du systeme nerveux
central et périphérique (Dong et al, 1991). Nousores plus loin comment ces données se
sont confirmées, conférant & ISL1 des roles esderdans 'ontogénése et la différenciation
de ces tissus. Actuellement, les données concel8amtfont I'objet de 593 références dans
PubMed depuis sa caractérisation en 1990 (Quksty OR Isl-1) ce qui reste assez modeste
comparé au systtme GnRH/GnRHR (35288 référencadsdép69). Chez 'Homme, ISL1
est situé sur le bras long du chromosome 5qliches la souris, sur le chromosome 13. Ce
géne est tres conservé au cours de I'évolutiommient six exons et cing intronBigure 3).

Les ARN précurseurs ldll subissent un épissage alternatif au niveau ded'déx dans les
cellules pancréatiques engendrant deux isoform&&ta et ISL13 (Ando et al, 2003). Le
transcrit du généslla comporte 2755 paires de bases et code pour ut@neale 349 acides

aminés tandis que le transcritstlf génére une protéine tronquée de 23 acides aminés a
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I'extrémité C-terminale. Dans les lignées cell@gidérivées d'insulinome, les deux isoformes
s’accumulent dans les noyaux mais I8ldst préférentiellement exprimée et s'avere plus
active qu'ISL&. Outre cette régulation par épissage alternafif,1dd est soumise a des
phosphorylations sur des résidus Thr et Ser sgué$extrémité C terminale de la protéine
(Ando et al, 2003).

ISL1 s'exprime dans plusieurs tissus eéquivalentsz cplusieurs especes. Chez
'embryon de poulet comme chez la souris, ISL1esgtrimée dans les motoneurones de la
moelle épiniére juste apres leur mitose finale dn& I'apparition des caractéristiques
phénotypiques différenciées (Ericson et al, 1998uchida et al, 1994). Chez I'embryon du
zébrafish, I'expression de cette protéine LIM-HLt @stiée dans beaucoup de neurones
primaires a la fin de la gastrulation dans le caavet la moelle épiniere, incluant les
motoneurones primaires, et précede beaucoup dsamteequeurs neuronaux connus (Korzh
et al, 1993 ; Inoue et al, 1994). Chez la droseph8L1 est exprimée dans les motoneurones
et s'avére requise pour I'extension des axoneslears cibles appropriées (Thor et Thomas,
1997).
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Figure 3
Structure du géne d’'ISL1 mammalien

Le gene codant la protéine LIM a homéodomaine I8lalnmalienne est constitué de 6 exons et de 5 mttbn

existe deux transcrits, ISklet ISL13, obtenus par épissage alternatif au niveau deoiiex conduisant a
I'élimination de 23 acides aminés dans la partie@inale de la protéine ISL1.
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L’expression d’ISL1 est détectée dans les neurdeegganglions de la base (Wang et
al, 2000), dans les motoneurones spinaux (Ericdoal,e1992 ; Tsuchida et al, 1994 ;
Lumdsen et al, 1995 ; Pfaff et al, 1996 ; Thalleale2002-2004), dans la rétine et le pancréas
(Kalrsson et al, 1990 ; Thor et al, 1991 ; Dongletl991 ; Ahlgren et al, 1997). ISL1 est un
marqueur précoce des cellules progénitrices cardsqtiil est exprimé dans le mésoderme
cardiogénique et I'endoderme pharyngé (Xuan 2080 ; Cai et al, 2003 ; SunY et al, 2007).
ISL1 est essentiel pour le développement des smeergbles de neurones cholinergiques du
prosencéphale et du cerveau antérieur, des celjaeglionnaires, bipolaires et amacrines
cholinergiques rétiniennes (Galli-Resta et al, 19&rshatory et al, 2007-2008 ; Pan L et al,
2008) et pour le développement des dents (Mitsiatlial, 2003). L'expression d'ISL1 est
détectée dans I'hypophyse antérieure, la thyroides le systeme nerveux central : les
noyaux arqués de I'hypothalamus, la glande pindatenoyaux réticulaires thalamiques, le
tronc cérébral, les neurones du striatum, 'amygdahor et al, 1991 ; Dong et al, 1991 ;
Wang et al, 2001). ISL1 est exprimé dans les noya&u&braux impliqués dans I'autonomie et
le contréle endocrinien et dans le contrdle dumgltircadien, suggérant un réle d’ISL1 dans
la spécification et la maintenance des propriétégsiplogiques neurales et endocrines de
différents types cellulaires (Thor et al, 1991).

1.5.1 Les protéines LIM

L'acronyme LIM est dérivé des trois genes initisd@indécouvertd.inll, Isll and
Mec3(Way and Chalfie, 1988 ; Karlsson et al, 1990) portant ce domaine protéique riche
en histidine et cystéine, composé de deux doigtszie en tandem et impliqué
essentiellement dans les interactions protéinegdpret Un grand nombre de protéines possede
ce domaine, généralement en plusieurs exempldXaprés Zheng et Zhao (2007) on peut
regrouper ces protéines en quatre classes disgiseten leur localisation intracellulaire, leur
fonction et les domaines structuraux supplémergaipgelles partagent. On distingue les
protéines LIM de la classe 1 qui comportent 2 doesiLIM seulement (LIM only ou LMO)
ou ces deux domaines associés a un homéodomaikseHD), domaine d'interaction avec
I'ADN, comme LHX3 et ISL1. Toutes ces protéinestssmit des facteurs de transcription
(LIM-HD) soit des cofacteurs (LMO) et donc locaksédans le noyau de la cellule. Les trois
autres classes de protéines a domaines LIM sostchopropos de cette these et regroupent :

les protéines de la classe 2 a domaines LIM seulerleMO) que l'on distingue des
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précédentes par leurs localisations cytoplasmiquri@éaire et qui peuvent comporter deux
domaines LIM ou plus. Les protéines de la classord le domaine LIM est associé a un
autre domaine d'interaction protéine/protéine conesedomaines PDZ (pour PSD-95, dics-
large et ZO-1), LD (leucine—aspartate repeat) etDA{Rctin-target domain). Enfin les
protéines de la classe 4 qui, outre ces caradtgrest, présentent un motif catalytique comme
les LIM-kinases. ISL1, comme nous l'avons déjaipé@ppartient a la classe 1, et au sein de
cette classe, aux protéines LIM a homéodomaine rggroupe seulement 12 protéines
connues, 12 protéines qui jouent toutes un rdleisfiédans plusieurs processus

développementawt{gure 4).

1.5.2 Les protéines LIM a homéodomaine (LIM-HD)

Chez les Vertébres et les Invertébrés, elles somsidérées comme des regulateurs
transcriptionnels qui, en coopération avec d’aufeeseurs de transcription, jouent un réle
essentiel dans le développement embryonnaire emaréd’ expression de génes nécessaires a
la mise en place des tissus, des organes et isSminent de l'identité cellulaire durant
I'embryogenese (pour revue Sanchez-Garcia et RaphR94 ; Dawid et al, 1995 ; Curtiss et
Heilig, 1998).

Les protéines LIM-HD Figure 5) sont des facteurs de transcription trés consest/és
donc soumis a une pression de sélection trés ¢orteme nous lillustrerons un peu plus loin
avec ISL1. L'homéo domaine qui les distingue deseaprotéines LIM est une structure en
hélice-tour-hélice (helix-turn-helix ou HTH) présant une forte affinité de liaison pour les
séquences d'ADN possédant en leur cceur un motif TTARest cette capacité de liaison a
I'ADN et leur propriété d'interagir avec d'autrestpmes qui conferent a ces protéines des
fonctions déterminantes dans le développement peéoactardif chez I'embryon ainsi que

dans le maintien du phénotype différencié chezriahadulte

Ainsi l'invalidation deLhx1 se traduit par un phénotype anencéphalique (Shalo
Behringe, 1995), auquel s'ajoute I'absence deetaile gonade. Chez la femelle invalidée, les
oviductes et l'utérus sont également absents. Gdwzanimaux invalidés pouchx2, le
développement des yeux s'arréte au stade de leulesiptique, les précurseurs neuronaux
proliferent peu avec pour conséquence un cortegbcélr plus petit et I'érythropoiese est

incomplete, engendrant une anémie sévere et |@alder et al, 1997). La conservation
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fonctionnelle deLhx2 est particulierement spectaculaire puisque capdelesuppléer a
Apterous le géne orthologue chez la drosophile (Rincondsnet al, 1999). Les souris
homozygotes pour la délétion déix3 meurent avant ou peu apres la naissance avec une
hypophyse atrophiée et aucun lignage cellulaireétgmophysaire ne se différencie a
I'exception des cellules corticotropes (Sheng et18D6). De plus le développement des
neurones moteurs de la moelle épiniere est profordéaffecté. Un phénotype encore plus
sévere affecte les doubles mutants LHX3/LHX4 puisdans ce cas, la future hypophyse ou
poche de Rathke se forme mais ne prolifere pamiétpfar disparaitre. (Sheng et al, 1997).
L'invalidation deLhx5 affecte profondément le développement des stresthippocampales
aboutissant le plus souvent a la mort post-natadesdaris invalidées (Zhao et al, 1999). Les
animaux survivants présentent de graves déficisppdéntissage et de meémorisation.
L'invalidation de Lhx8 (dénommé eégalemernthx7) se traduit par une diminution de
I'expression de genes impliqués dans la morphogeates dents, notammdrtix6, et par une
fente compléte du palais secondaire qui est g@arémit [étale aprées la naissance (Zhao et al,
1999). Ces mutants présentent également des mitéyadu développement des neurones
cholinergiques du télencéphale (Zhao et al, 2003utres exemples de l'importance des
protéines LIM-HD dans le développement des Mamm#gesont décrits et résumés par le
groupe de Simon J Rhodes (Hunter et Rhodes, 28@H}. également récapitulées dans cette

revue, les impacts de certaines mutations de c@€ipes dans les pathologies humaines.
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LMX1A

LMX1B
LHX1
LHXS
LHX3
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LHX9
LHX6
LHX7/8

Figure 4
Cladogramme des facteurs LIM chez la souris

Le cladogramme des facteurs LIM murins a été obtewu partir du programme ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Legigénces protéiques des protéines LIM-HD des faslii

et LHX et des protéines LIM-only (LMO) de souristo#té comparées pour réaliser ce cladogramme. Les
protéines LIM-HD sont au nombre de 12 et sont oigf@s en 6 paires de génes paralogues. Une paire de
paralogues de protéine LIM-only est aussi présetéds ce cladogramme. La protéine ISL1 présentdarte
homologie avec ISL2 et la protéine LIM-HD LHX3 aviekdX4. Les protéines dont les séquences présentent
certaine homologie exercent généralement des rétesdants, comme ISL1, ISL2, LHX3 et LHX4
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Domaine de liaison a 'ADN

Interactions protéines-protéines

Figure 5
Facteurs LIM & homéodomaine (ISL1 et LHX3)

Les protéines LIM a homéodomaines sont composéededr domaines LIM localisés dans I'extrémité N-
terminale et d'un homéodomaine situé dans la p&tterminale. Les deux domaines LIM sont formésnd’u
tandem de structures en doigt de zinc riches emeiogs et en histidines. Ces domaines permettent le
interactions protéines/protéines. L’homéodomaindazmé de trois hélices alpha lui conférant lagpiété de se
lier a 'ADN sur des motifs consensus spécifiques genes cibles
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1.5.3 ISL1 est impliquée dans plusieurs processus dévejpgmentaux

Parmi toutes les protéines LIM-HD et d'autres faxdede transcription largement
exprimés dans divers organismes comme FOS, JUN REBC ISL1 est une protéine
extraordinairement conservée, la seule parmi cédstes arborant 100% de conservation
chez des Mammiferes tels que I'Homme, le chiewalzhe, la souris et le rat. La protéine des
Mammiferes affiche également 98% d'identité avelle céde poissons téléostéens. Cette
remarquable conservation implique une pressiorétietson tout aussi forte, a la mesure des
réles que joue ce facteur dans de nombreux proseddueloppementaux et des fonctions
gu'il occupe chez I'animal adulte dans le mainties caracteres différenciés. Avant d'aborder
ce sujet, il est nécessaire de décrire les mécasistiinteractions entre facteurs LIM-HD,
LMO et autres adaptateurs moléculaires formant ecomabinatoire de facteurs regroupant

plusieurs protéines LIM-HD et LMO, désignée soutelene de "code LIM".

1.5.3.1 Les interactions moléculaires a la base du "code LIM"

Plusieurs facteurs capables d'interagir avec leséipres LIM-HD sont désormais
connus. Il s'agit de facteurs de transcription ewcat-facteurs particuliers agissant comme des
adaptateurs assurant une interface moléculairessgice a l'interaction de différentes
protéines LIM-HD ou de protéines LMO et LIM-HD.

Le facteur SLB (selective LIM Binding Protein) indgirait avec LHX3 ou LHX4 et
s'exprimerait spécifiquement dans I'hypophyse ettésticules (Howard et Maurer, 2000).
Des travaux plus récents ont démontré, par invédidagénique, que le genHtpl72
(Intraflagellar transport protein 172) codant p&UB joue en fait un réle majeur dans le
développement du cerveau comme composant essatgiela morphogenése des cils
cellulaires et de leur signalisation (Gorivodsky af 2008). Sa fonction d'adaptateur

moléculaire reste donc a confirmer.

Par contre, les roles des Cofacteurs LIM (CLIM REehomologues, caractérisés par
leur capacité a interagir avec toutes les protéihBd-HD, ont fait l'objet d'études
approfondies qui ont permis de certifier leur fametd'adaptateur moléculaire. Ainsi, CLIM2,
NLI (Nuclear LIM Interactor 1) ou LDB1 (LIM DomaiBinding Protein 1) posséde une

séquence d’'une trentaine de résidus baptisée LUD lpii/ Interaction Domain. Ce domaine
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est capable d'interagir avec les domaines LIM de®mes LIM-HD et LMO (Sugihara et al,
1998 ; Thaler et al, 2002 ; Ostendorff et al, 20@hati et al, 2008 ; pour revue Matthews et
al, 2008 ; Gadd et al, 2011). Des études de muésgéndirigées, de cristallographie aux
rayons X, de RMN et des approches bio-informatiqurégpermis d’identifier les domaines de
liaisons entre LHX3 et LDB1 : LHX%ia ces deux domaines LIM (Lhxgi+2) Se lie a la
séquence LID de LDB1 (Ldh}). Le domaine LIM1 de LHX%s-g9) Se lie & onze résidus du
domaine LID de LDBl316-327)€t le domaine LIM2 de LHX31-151)Se lie a dix autres résidus
du domaine LID de LDBz01-311)

De plus LDB1 posséde a son extrémité N-terminaledomaine d'auto-association
(Self Association domain - SA) lui permettant demé au sein d'un méme complexe au

moins deux protéines LIM-HD ou LMO différentes.

Il est également important de souligner gqu’ISL118L2 posséde des domaines
d'interactions spécifiques avec LHX3, LHX4 et LDB3L1 est ainsi capable d’établir une
liaison avec LDB]p et avec LHX3 : dans la région N-terminale d’ISLé&s Irésidus 262 a
273 (formant le domaine ISL3g) se lient avec les résidus du domaine LIM2 de LHX&s
domaines LIM1 et LIM2 d'ISL1 se lient a LDB} (Thaler et al, 2002 ; Bhati et al, 2008 ;
pour revue Matthews et al, 2008 ; Gadd et al, 2014 complexe ternaire LHX3/ISL1/LDB1
ainsi formé est renforcé par liaison des homéodoesades protéines ISL1 et LHX3 a la
séquence promotrice des genes ciblguie 6) (Thaler et al, 1999-2002 ; Lee et Pfaff,
2003). LHX4 et ISL2 sont également capables d'agar pour former des complexes
transcriptionnels (Gadd et al, 2011). ISL2 possgddomaine similaire a ISIL.3s pouvant se
lier a LHX3 et LHX4. ISL1pg peut également se lier a LHX4. En revanche, lades de
cristallographie aux rayons X et de mutagéneségeais ont révelé que, malgré la similitude
des complexes LHX3/ISL1 et LHX4/ISL2, la nature dlagsons entre ces protéines LIM-HD
confere & ces deux complexes des fonctions bidlegiglifféerentes (Gadd et al, 2011).
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LDB1/NL1/CLIM1

Interneurones V2

Motoneurones

ISL1

LDB1/NL1/CLIM1 LHX3
c ¢ — e —
Lmum2  HD  ISL1e LDB1yp LimLmz  HD
Figure 6

Le code LIM transcriptionnel dans la moelle épiniée

A : Schéma du complexe binaire LHX3/LDB1 mis endévice dans les interneurones V2 en développement.
Deux complexes binaires se lient entre eux pouméorun tétrameére

B: Schéma du complexe ternaire LHX3/ISL1/LDB1 férndans les motoneurones post-mitotiques en
développement. Ce complexe ternaire est coupléautra complexe ternaire pour former un hexamere.
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1.5.3.2 Lesdivers réles d'ISL1 dans le développement chez les Mammiféres
Détermination de l'identité des neurones moteurs de la moelle épiniére

Le systéme nerveux est source d'une considéraidesde cellulaire et le déchiffrage
des mécanismes impliqués dans I'émergence et figretitiation de ces types cellulaires
constitue un véritable défi pour les développemetés. La destinée neuronalersusnon
neuronale (par exemple gliale) des cellules prdgées est assurée par des répresseurs
transcriptionnels qui bloquent les programmes g@squon-neuronaux et par des activateurs
transcriptionnels pro-neuronaux. Dans la moelle niépg, ce sont des molécules
signalisatrices telles sonic hedghog et des fastdartranscription comme OLIG2, PAX6,
NKX6 qui stimulent I'expression de facteurs de tipsic Helix-Loop-Helix comme HB9 qui
eux-mémes assurent la destinée neuronale. Selon flgures fonctions, les neurones post-
mitotiques vont devoir alors migrer pour se loalia des endroits précis dans la moelle
épiniere et projeter leurs extensions neuritiques des cibles définies. Ainsi les neurones
moteurs somatiques se répartissent sur I'ensemliexdeostro-caudal dans la corne ventrale
de la moelle épiniére et innervent les muscles lstiigries pour assurer les mouvements
volontaires de l'animal. Les neurones moteurs o€ se situent plutbét dans la partie
intermédiaire de la moelle, innervent les neurosgsipathiques et assurent le controle
autonome de cibles viscérales (rythme cardiaquspiredoire, digestion...). Les protéines
LIM-HD déterminent la spécification de l'identité des sous-classes de neurones moteurs
dans la moelle épiniergia l'utilisation du code LIM. Chez la souris, & E9i&s neurones
moteurs post-mitotiques expriment a la fois ISL118L2 avant leur diversification en
neurones somatiques et viscéraux. Aux étapes plavés du développement, seuls les
neurones moteurs somatiques continuent d'expri®ket ket ISL2. L'expression d'ISL2 est
progressivement réprimée dans les neurones moteaeraux ou seule persiste I'expression
d'ISL1. Néanmoins, cette expression conjointe dISLISL2 est absolument requise dans les
stades précoces pour permettre la differenciatiendgeix types de neurones, l'invalidation
dlsl2 se traduisant notamment par des localisationgaites des neurones viscéraux et des
défauts dans les projections axonales périphéri@liealer et al, 2004). L'intervention du
code LIM est encore plus complexe et subtile danspEcification des interneurones V2 et
des motoneurones (Thaler et al, 2002). Dans lgggtarécoces, les neurones postmitotiques

expriment LHX3 et LHX4. Les neurones destinés aedavdes motoneurones expriment
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aussi ISL1. Les interneurones V2 se différenciemd la formation d'un complexe
transcriptionnel tétramérique impliquant deux pregé NLI (LDB1) interagissantia leur
domaine d'auto-association et deux protéines LHx®cune d'entre elles liantja ses
domaines LIM, le domaine LBD (LIM binding domaing e¢haque protéine NLI. Dans les
motoneurones, le complexe transcriptionnel eséwdfit. || est hexamerique comprenant deux
protéines ISL1 supplémentaires qui prennent lagptie LHX3 dans l'interaction avec NLI.
Les protéines ISL1, par le biais de leur domaimetetaction spécifique avec LHXS, lient
chacune une protéine LHXJFigure 6). Ces deux exemples illustrent l'importance des
protéines LIM-HD et de l'adaptateur NLI (LDB1) dafiétablissement de lidentité des
neurones moteurs et des interneurones dans laargmiiiere. Ces travaux ont fait I'objet de
nombreuses publications, impliquant non seulem&htl | ISL2, LHX3, NLI, mais aussi
LHX1 et LHX4 (Shirasaki et Pfaff, 2002). Finalememe "code LIM" serait aussi un
synchronisateur entre neurogenese (destinée ndeir@rausnon-neuronale) et spécification
de l'identité des sous-types neuronaux (quel tgpreadirone ?). Ainsi I'enhancer du géti®
impliqué dans la neurogenése est-il activé dansidéesones moteurs par une combinatoire
transcriptionnelle impliquant I'hnexamere (LHX3/ISNLI) x 2 et les facteurs de transcription
NEUROM et NGN2 agissant sur des motifs situés axipribé les uns des autres sur
I'enhancer tHb9 (Lee et al, 2003)

L’interaction LHX3/ISL1 n’est pas restreinte auxeémeurones et motoneurones. Ces
deux protéines LIM-HD interagissent aussi dans delules hypophysaires pour réguler
'expression duGnrhr (Granger et al, 2006) et le complexe ternaire LHSI31/LDB1
pourrait reconnaitre des motifs au sein du promotiurgéneFSHs favorisant ainsi sa
transcription (West et al, 2004).

Développement du muscle cardiaque

ISL1 est un marqueur d'une partie des cellules mitrgges cardiaques (Cai et al,
2003), en l'occurrence, les progéniteurs cardiagluiesecond champ cardiaque (SHF) qui
donnent naissance au ventricule droit, aux voigrefites et aux oreillettes droites et gauches
du ceceur (Buckingham et al, 2005 ; Black et al, 2002 second champ cardiaque est défini
par I'expression de la protéine ISL1 et le trarisdu genelsll est détecté au stade de la

croissance cardiaque (Cai et al, 2003). Lors dedgphogénese cardiaque chez les embryons
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de souris, les cellules exprimant ISL1 sont préserdans le mésoderme pharyngé et
splanchnique et dans I'endoderme de lintestin r&aié L'invalidation disll a pour
conséquence la mort de 'embryon & E9.5 et lesisdsil” présentent des défauts de
développement cardiaque, incluant des défauts dphogénese (Cai et al, 2003 ; Kang et al,
2009). ISL1 contribue ainsi a la mise en place entrcule droit, d'une partie de l'atrium et
des muscles striés de la téte et du cou (Cai @088 ; Ma et al, 2008 ; Nathan et al, 2008).
Les cellules progénitrices cardiaques exprimantLISant multipotentes et donnent naissance
a difféerents lignages cardiaques dont les cardiaytgs, les cellules endothéliales, les
cellules des muscles lisses et contribuent a ladton du pool pro-épicardiaque durant la
morphogénese du cceur (Langwihz et al, 2005 ; Mattl, 2006 ; Zhou et al, 2008 ; Kang
et al, 2009). La recherche de séquences non cadaotservées au locus du gésid de
souris ont permis de mettre en évidence des séesermnsensus pour les facteurs de
transcription forkhead. En accord avec ces donnéagnelsll s'avere une cible directe des

facteurs de transcription forkhead dans le secbadhp cardiague (Kang et al, 2009).
Développement du pancréas

La protéine ISL1 a été isolée initialement danscletulesp des ilots de Langerhans
du pancréas. Son expression est également détkntédes cellulea ou elle régule le géne
du glucagon (Wang et Drucker, 1995 ; Ahigren etl8B7), dans les cellulgsou elle régule
le gene de la somatostatine (Léonard et al, 199@ams les cellules ou elle régule le gene
de l'aniline (Wang et Drucker, 1996) en se liant das séquences consensus riches en AT.
Les sourisIsll” montrent une perte compléte des cellules des #mdocrines et du
mésenchyme pancréatique dorsal suggérant qu’'ISLImggdiqué dans la spécification des
cellules pancréatiques (Ahlgren et al, 1997). Desgations non-sens hétérozygotes du gene
Isl1 (Q310X) ont été observées chez deux patientsremtiffie diabéete de type Il (Shimomura
et al, 2000). Cette mutation engendre une protéoreuée ISL1-310X délétée de 40 acides
aminés au niveau de l'extrémité C-terminale. Lesdé&s portant sur les effets de la
surexpression du géemsll chez des souris transgéniques (Muller et al, 2808)s études sur
le diabete chez 'THomme (Kappen et al, 2009) suggeque la protéine ISL1 pourrait étre
impliquée dans la réponse embryonnaire au diabeternel. Chez la femme diabétique
enceinte, les défauts de croissance du bébé adsanae sont hautement associés avec un

diabéte maternel durant la grossesse, constituanghe@notype d’embryopathie diabétique
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(Goto et Goldman, 1994 ; Muller et al, 2003 ; Kapet al, 2009). L’exposition du feetus au
diabete de la mere pourrait conduire a une dérégalale la protéine ISL1 durant le
développement embryonnaire, suggérant que le peamaolu géndsll pourrait contenir des
séquences régulatrices sensibles au statut méfabolet activées dans les tissus
spécifiguement affectés par 'embryopathie diabétigMuller et al, 2003 ; Kappen et al,
2009).

Développement et différenciation cellulaire de la rétine

La rétine est composée de 7 types cellulaires nmjeles cellules ganglionnaires
formant la couche la plus externe qua leur prolongements axoniques forment le nerf
optique, les cellules amacrines, les cellules bipes, les cellules horizontales, les cellules de
Muller (gliales), les neurones interplexiformes les photorécepteurs, de type cbne et
batonnet. L'invalidation généralelsll chez la souris conduit a la mort prématurée des
embryons peu avant E9.5 donc avant la neurogéaésienne qui s'effectue plus tardivement
(Pfaff et al, 1996). Pour déterminer le rolsid’ dans la neurogénese rétinienne, l'invalidation
ciblée disl1 dans la rétine a été réalisée par recombinaisoologue. La CRE recombinase
utilisée, placée sous le contréle du promoteulSo& a entrainé l'ablation 11 dans la
rétine a E9.5. Ceci s'est traduit par une rédudignificative des cellules ganglionnaires, des
cellules bipolaires et des cellules amacrines obajiques et un affaiblissement visuel
marqué. Les déficits des fonctions rétiniennesiielles corrélent avec la perte des cellules
spécifiques (Elshatory et al, 2007). La présend8Ld' dans les cellules bipolaires et
amacrines cholinergiques leur confere une capdeitgéveloppement autonome (Elshatory et
al, 2007). En revanche, ISL1 n'est pas responshbla spécification des cellules bipolaires
mais requise dans la différenciation de ces callale neurones bipolaires ON ou OFF. Chez
'adulte, I'expression Bl1 se maintient dans les cellules ganglionnairesest dellules
amacrines cholinergiques mais se restreint auuleslbipolaires ON seulement (Elshatory et
al, 2007).

De facon intéressante, lI'expression d’ISL1 devieestreinte aux interneurones
cholinergiques dans le cerveau antérieur suggéuantréle important d’ISL1 dans le
développement a la fois des neurones cholinergigieeta rétine et du cerveau antérieur
(Wang et Liu, 2001 ; Elshatory et al, 2008).
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Développement embryonnaire de I’hypophyse

Les cellules glandulaires de I'adénohypophyse détide I'ectoderme oral et la
neurohypophyse est un diverticule du diencéphatdgraled’origine neuroectodermique. Le
profil primaire de I'hypophyse antérieure est dirigar un complexe morphogénétique
composé de signaux provenant du diencéphale ventiafundibulum de I'ectoderme oral,
et du mésenchyme ventral juxtahypophysaire. Il essentiels a I'ontogénése précoce de la
Poche de Rathke, future hypophyse, et dans legegsas qui organisent la destinée spatio-
temporelle des difféerents types cellulaires enddens qui, chez l'adulte, composent
I'hypophyse antérieure. L'ontogénése hypophysamestiue a ce titre un modéle de
développement ou la prolifération initiale des wel progénitrices et leur détermination sont
contrblées directement par plusieurs signaux infduextrinseques et intrinseques qui

agissent a faible distance et de facon complénrentai

Chez la souris, principal modele d'étude, la mogeinése de I'hypophyse débute a E7
avec la formation des territoires présomptifs dgpophyse et de I'hypothalamus au niveau
de la partie la plus antérieure de la ligne médid@md’embryon. A E8.5, I'ectoderme oral
s’invagine en direction du diencéphale pour forladPoche de Rathke en méme temps que le
diencéphale ventral lui-méme forme un repli qui lgeenne vers I'ectoderme oral. Ce contact
est nécessaire a la détermination des types dedisilaypophysaires, mettant en avant le réle
primordial de linfundibulum(pour revue Dasen et Rosenfeld, 1999-2001 ; pawre Scully
et Rosenfeld, 2002 ; pour revue Zhu et al, 2007&b)re E10.5 et E12, la Poche de Rathke
continue a proliférer, se referme et se séparéedtotierme oral. Entre E12.5 et E15.5, les
cellules progénitrices sécrétant les hormones hyysaites proliferent au niveau ventral de la

poche pour constituer ce qui formera le lobe agbéri

Ces phases initiales de la morphogenése hypophysésultent de mécanismes
moléculaires impliquant en premier lieu l'interviemt de signaux extrinséques en provenance
de linfundibulumet du mésenchyme ventral juxtahypophysaire. BM&t4ddétectée a partir
d’E8 au niveau du diencéphale ventral et d€uhdibulumquand le contact s'établit avec la
poche de Rathke a E8.5-E9. L'expression transitterd8MP4 s'établit suivant un gradient
dorso—ventral et induit I'expression d'ISL1. A ESdutes les cellules de la poche de Rathke

expriment ISL1. Entre E10-E11.5, I'expression d’1Skst graduellement réduite dans les
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cellules de la poche de Rathke localisées au ples ge linfundibulumpar le biais d'un
nouveau gradient dorso-ventral de molécules siggiaices de type FGF (Fibroblast Growth
Factor 8/10/18). L'expression transitoire de FGFuihd’expression de LHX3 a E9.5
préférentiellement dans la partie dorsale de I'higgep. Shh (Sonic Hedghog), une autre
molécule signalisatrice extrinséque est nécessaifa mise en place de I'hypophyse.
L’expression de Shh est détectée a partir du dE8dke long de I'ectoderme oral excepté au
niveau de l'invagination de la poche de Rathke.e&dermeture de la poche de Rathke et de
sa séparation de I'ectoderme oral, I'expressionBdP2, détectée dans le mésenchyme
ventral juxtahypophysaire, maintient I'expressionSldL dans la partie ventrale de
I'hypophyse, région ou se développent les futuedlsiles gonadotropes et thyréotropes. A
E12.5, son expression persiste au niveau dorsaladpoche de Rathke et s’affaiblit
graduellement au niveau ventral (Takuma et al, 190@ier et al, 1998 ; Ericson et al, 1998 ;
pour revue Scully et Rosenfeld, 2002 ; pour reviue &t al, 2007a/b).

L'expression d'ISL1 persiste au niveau ventral damoche de Rathke. Le ge@ga
est exprimé conjointement avec ISL1 dans les @sdlprogénitrices hypophysaires a E11.5.
Certaines de ces cellules, potentiellement thyogets, commencent a exprimer a E12.5 la
Tshbtandis que d'autres, potentiellement gonadotrapgsjment a E13.5 I&nrhr (Takuma
et al, 1998 : Treier et al, 1998 ; Ericson et aR&9 pour revue Scully et Rosenfeld, 2002 ;
Zhao et al, 2006 ; pour revue Zhu et al, 2007allmute une cascade de facteurs de
transcription s'expriment alors de maniére autona®eains transitoirement comme PROP1,
d'autres définitivement comme SF1, marqueur du ¢igngonadotrope, TPIT, marqueur du
lignage corticotrope, et PIT1, marqueur des ligsdgetotrope, somatotrope et thyréotrope.

Autres fonctions d'ISL1

Chez les rongeurs et les poissons embryonnairadulties, ISL1 et le récepteur des
aestrogenes (ER) sont exprimés et co-localisent dariaines régions du systéme nerveux
central (Gay et al, 2000 ; Davis et al, 2004). pesteines ER et ISL1 sont exprimées dans
l'aire préoptique, le noyau ventromédian, les noyatyués de I'hypothalamus et agissent
comme des facteurs de transcription en régularpi&ssion de plusieurs génes (Thor et al,
1991 ; Gay et al, 2000 ; Klinge et al, 2001). Lewlgses moléculaires et les études

d'immunomarquages montrent une interaction dirécteivo et in vitro entre ISL1 et ER
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meédiée par l'cestradiol. ISL1 empéche la dimérisatiiER en solution et inhib@ia ses

domaines LIM les activations transcriptionnellesuitels par ER. Enfin les études suggerent
gu’ISL1 est exprimée dans les cellules distribuédsng des noyaux hypothalamiques mais
le degré de co-localisation entre ISL1 et ER défaselon les noyaux et le stade de

développement (Gay et al, 2000 ; Davis et al, 2004)

La protéine ISL1 est non seulement impliquée danslifférenciation du lignage
gonadotrope mais elle joue également chez l'aduiedle essentiel dans la physiologie
hypophysaire (Sheng et al, 1997 ; Liu et al, 200baElle est ainsi impliquée dans la
régulation de la production des hormones gonadesropH et FSH en augmentant la
transcription des généddp et FSHS et semble médier les effets de la leptine suytdhgse
des gonadotropines (Wu et al, 2010b). La leptine, hormone synthétisée et sécrétée dans la
circulation sanguine par les adipocytes est esdlnta la fonction de reproduction, la
mutation de son géne se traduisant par l'infetilibversement, I'administration de leptine
dans le cadre de traitement contre I'obésité awzdbe maturation sexuelle et la puberté
(Strobel et al, 1995 ; Clément et al, 1998 ; Chediahl, 1997 ; Yura et al, 2000). La leptine
stimule le relargage dans la circulation sanguieéadGnRH dans I'hypothalamus, son taux
d’expression variant selon les secteurs de I'aygthalamo-hypophysaire (Cunnigham et al,
1999 ; Herrid et al, 2008 ; Wu et al, 2010b). Leeqgteur de la leptine est également exprimé
par les cellules gonadotropes hypophysaires sugpqtee la leptine agit directement sur ces
cellules pour réguler la synthese de la LH et dd&=$&H. Elle opéreraivia la voie de
signalisation JAK/STAT (Igbal et al, 2000 ; Jinat 2000 ; Frihbeck, 2006 ; Ogasawara et
al, 2008 ; Cirillo et al, 2008 ; Wu et al, 2010Dans les cellules gonadotropepT2, la
surexpression ¢5l1 augmente significativement la synthése et la s§éar@e la FSH mais
pas celles de la LH. L'expression d'ISL1 est forémin stimulée dans les cellules
gonadotropes (T2 aprés expositions a la GnRH, a l'activine etaaldptine. La baisse
d'expression d'ISL1, induite par des RNA interfésaméduit significativement l'effet de la
leptine mais n’influence pas les effets stimulatéda GnRH et de I'activine sur la production
de LH et de FSH (Wu et al, 2010b).
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1.6 Les mécanismes génétigues et épigénétiques potdidgiment

impliqués dans I'expression des génes

1.6.1 Modifications épigénétiques

L’ADN s’enroule d'1,65 tour (146 pb) autour d'untamere protéique composé
d'homodiméres d’histones H2A, H2B, H3 et H4 créamsi 14 points de contact
ADN/protéines (Luger et al, 1997). L'ADN et les foises composent le nucléosome, 'unité
de compactage du matériel génétique. D’autres ipestételles que I'histone H1 vont
permettre la formation d’états chromatiniens plosdensés allant jusqu’a la formation du
chromosome mitotique. Afin de remanier la structg® la chromatine, des enzymes
spécifigues modifient les histones et I'ADN. Cemtairésidus au sein des séquences
peptidiqgues des histones subissent ainsi des roatiifins covalentes. A lissue de ces
modifications la chromatine s’ouvre rendant 'ADNip accessible pour la transcription ou se
condense, empéchant les facteurs de transcripthooétier a leurs éléments de réponse. Ces
régulations chromatiniennes et transcriptionneieat dictées par ces modifications post
traductionnelles des histones formant un code Bgeei marquant de facon épigénétique le
locus particulier d'un géne. Ce dernier est déé&yr des protéines régulatrices traduisant
des états chromatiniens particuliers : actifs, eggifs, inactifs, permissifskigure 7) (Turner
et al, 2002 ; pour revue Kouzarides, 2007 ; pouueeBerger, 2007 ; pour revue Li B et al,
2007).

1.6.1.1 Modifications des histones

La régulation de I'expression des genes requiéfidréntes modifications des histones.
L’acétylation sur des résidus Lys, la méthylatioor sdes résidus Arg et Lys, la
phosphorylation sur des résidus Ser et Thr etduitinylation sur certains résidus Lys sont
impliquées dans I'activation transcriptionnelle. Egvanche, la méthylation sur d’autres
résidus Lys, I’ADP-ribosylation sur des résidus @Jaisumoylation sur des résidus Lys, la
déiminationdes résidus Arg, I'isomérisation de la proline 'abilquitinylation sur d’autres
résidus Lys sont impliquées dans la répressionsdrgtionnelle. Les modifications que
subissent les histones s’influencent les unesuegset influent sur I'état de la chromatine.
Le code formé par les modifications épigénétiquasle par des protéines non-histones se
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liant sur les résidus modifiés influencant la t@iion des génes, la réparation de I’ADN, la
réplication et la condensation de la chromatinel @ifi al, 2005 ; pour revue Li et al, 2007 ;
pour revue Kouzarides, 2007 ; pour revue Bergef7p0La combinaison des différentes
modifications entraine une réponse spécifique [biea Allis, 2000 ; Jenuwein et al, 2001 ;
Ray-Gallet et al, 2005). Par exemple : I'acétylatote la Lys14 de I'histone H3 inhibe la
méthylation de la Lys9 de I'histone H3 (pour revieng et al, 2001), I'ubiquitinylation de la

Lys123 de I'histone H2B influe sur la méthylation ldeLys4 de I'histone H3 (Briggs et al,

2002).

L’acétylation des histones est réalisée par I'veation d’'un complexe multiprotéique
comprenant des enzymes histones acetyltransférg@$83) et des coactivateurs. Ces
complexes permettent I'interaction des facteurdrdescription avec I’ADN et le couplage
d’autres complexes protéiques essentiels a ladration (Sterner et Berger, 2000 ; pour
revue Narlikar et al, 2002 ; pour revue Utley et € G2003). Les histones sont toutes
susceptibles d’étre acétylées au niveau de résighighargés positivement et positionnés en
région N-terminale. La neutralisation de la chadgeésidu par I'acétylation réduit les forces
d'interaction électrostatique et donc l'affinitétrenles histones et I'ADN nucléosomique,
permettant I'ouverture de la structure chromatingenba chromatine est plus relachée et
I’ADN devient accessible. L’acétylation joue unedalans I'activation de la transcription des
genes, la réparation de I'ADN, la réplication etctandensation de la chromatine. Parmi les
Lys acétylées, la Lys 9 et la Lys 14 de I'histong (H3K9Ac ; H3K14Ac) sont impliquées
dans l'activation transcriptionnelle (pour revueetial, 2007 ; pour revue Kouzarides, 2007 ;
pour revue Berger, 2007). L'acétylation des Lyslsarrégions N-terminales des histones par
des HAT semble nécessaire a la mobilisation de trap peptidiques présentant des sous-
unités a bromodomaine entrainant le recrutemembdetivateurs transcriptionnels au niveau

des séquences promotrices régulatrices (Hass&mi2€02).

La méthylation/déméthylation des histones se fait lpntervention d’enzymes, les
histones méthyltransférases (HMT) et les histonesétldylases (HDM) sur des résidus Arg
et Lys. Longtemps considérées comme des modificat&iables, elles sont au contraire
dynamiques, répondant aux signaux de l'environnénggnsont impliquées dans divers
processus incluant la régulation de la transcmipties genes, la réparation de I'ADN, la

mitose et I'assemblage de I'hétérochromatine (Ricallis, 2001 ; Bannister et al, 2002). Les
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meéthylations des résidus Lys4 (mono, di et trimiétingn), Lys9 (monométhylation) Lys36
(triméthylation) et Lys79 (monométhylation) de Etone H3 jouent un rble essentiel dans
I'activation de la transcription des géenes. La Lyséthylée joue aussi un role de répresseur
de la transcription des genes. Les triméthylatides résidus Lys27 et Lys9 de I'histone H3
répriment la transcription des genes et la trimétion de la Lys20 de I'histone H4 rend les
géenes silencieux. La méthylation sur les résidug2ARrgl7 et Arg26 de I'histone H3 et
I'Arg3 de I'histone H4 ont un réle dans I'activatiale la régulation de la transcription des
genes (pour revue Berger, 2007 ; pour revue Kodesi2007 ; pour revue Li B et al, 2007 ;
Barski et al, 2007 ; pour revue Kim et al, 2009).

La cartographie de I'état chromatinien du génome diarentier a permis I'analyse
des profils de triméthylation des Lys4 et Lys27/'tlestone H3 (H3K4Me3 et H3K27Me3)
(Mikkelsen et al, 2007 ; pour revue Barski et @02 ; pour revue Schuettengruber et al,
2007) et donne une description de I'état cellulaineclassant les promoteurs en fonction de
leur activité (actifs, réprimés ou entre les dewats} au cours du développement
embryonnaire. Les marques H3K4Me3 sont catalysaesdgs protéines du groupe Trithorax
(TrxG) (Byrd et Shearn, 2003 ; Dou et al, 2005 ; satka et al, 2005; pour revue
Schuettengruber et al, 2007) et sont détectéesléanégions promotrices de genes fortement
transcrits. En revanche il semblerait que le taexH8K4Me3 diminue au niveau des sites
d'initiation de la transcription (entre -200 et +5fyrrélant alors avec le déplacement du
nucléosome associé aux genes actifs. Le taux delM8R est également corrélé avec le taux
d’expression des génes associés (Roh et al, 200&:érnstein et al, 2005 ; Kim TH et al,
2005 ; pour revue Barski et al, 2007. Mikkelsemle2007). La modification H3K27Me3 est
catalysée par des protéines du groupe Polycomb)(Re& et Zhang, 2004 ; pour revue
Schuettengruber et al, 2007). Leur présence eétreiie correspondance avec la répression
de la transcription des génes (Boyer et al, 200%¢; et al, 2006 ; Roh et al, 2006). Dans les
cellules souches embryonnaires, H3K4Me3 et H3K27bt#8calisent au sein de promoteurs
dits « bivalents », préts a étre actives ou rémirm@ivant le destin future de la cellule
suggérant l'implication de ces marques dans |greificiation cellulaire (Bernstein et al,
2006 ; Roh et al, 2006 ; Mikkelsen et al, 2007ymevue Barski et al, 2007). Les promoteurs
bivalents montrent une faible activité malgré lg@sence de H3K4Me3, insinuant que les

effets répressifs de 'activité des PcG sont géagrant dominants sur I'activité ubiquiste des
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TrxG (Mikkelsen et al, 2007). Certaines études ifjeat cette balance entre H3K4Me3 et
H4K27Me3 de modéle « Yin-Yang ».

1.6.1.2 Modification de 'ADN

Dans le génome mammalien, les plantes et les clgaioms, la méthylation de ’ADN
est une modification covalente que peuvent suhitet les bases azotées de I'ADN. La
cytosine est la base la plus fréquemment modiféerpethylation. Pour cela, il est nécessaire
gu’elle soit suivie d'une guanine, formant ainsi dimucléotide CpG. Cette modification
consiste en I'ajout d'un groupement méthyl @Idur le carbone 5 a la place de I'atome
d’hydrogéne. Entre 70 et 80% des cytosines du gérgitunées dans des dinucléotides CpG
sont concernées par la méthylation. Les dinuclésti@pG sont distribués de facon inégale
dans le génome humain et sont en général concesuirésveau de régions appelées ilots
CpG, dans lesquelles ces dinucléotides ne sonta@éngent pas méthylés. La méthylation de
'ADN est un processus héritable et hautement dygaen durant le développement
embryonnaire, la réplication, la réparation de IMDIa transcription des genes, la
condensation de la chromatine et la mitose (Garddaeden et Frommer, 1987 ; Bird, 2002 ;
pour revue Suzuki et Bird, 2008 ; pour revue Kimeikal, 2009 ; pour revue Deaton et Bird,
2011 ; Lienert et al, 2011). La méthylation de I'N¥'effectue grace a l'intervention d’'une
famille d’enzymes, les DNA méthyltransférases (DNMdui permettent également le
maintien des profils de méthylation lors de la iggilon de I'ADN (Goll et Bestor, 2005 ;
Klose et Bird, 2006 ; pour revue Garcia-Carpizalet2011). La distribution des profils de
meéthylation au sein du génome est tres spécifiquehdgue tissu et type cellulaire. Cette
distribution joue un réle dans la régulation dgpreession des genes. La méthylation des CpG
au sein des régions régulatrices et promotrices game s'accompagne le plus souvent d'une
répression transcriptionnelle. La présence du gmoepé méthyl sur les CpG empécherait
l'interaction entre les génes et les protéinescéifees, telle que I'ARN polymérase I, la

transcription étant alors réprimée (Lienert eR8ll.1 ; pour revue Deaton et Bird, 2011).

Des liens fonctionnels ont été mis en évidenceeelarméthylation de I'ADN, la
séquence de I'ADN et les modifications des histoflescontribueraient a I'établissement du
profil de méthylation au sein du génome mammalieramues différents processus affectant
la cellule chez 'embryon et chez I'adulte et gparition des méthylatiode novo(Tamaru et
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Selker, 2001 ; Jackson et al, 2002, Lienert e2@l,1 ; pour revue Deaton et Bird, 2011). La
transcription des genes diminue lorsque la métioylates CpG sur les régions promotrices
s'étend et que les marques d’inactivité des histeeedéposent (H3K27Me3). En revanche,
'augmentation du taux de transcrits d’un genedéeravec la diminution de la méthylation au
sein des régions promotrices et 'augmentation mesques d’activités sur les histones
(H3K4Me3, H3K9/14Ac) (Lienert et al, 2011 ; Laursehal, 2011 ; pour revue Deaton et
Bird, 2011).

La modification H3K4Me3 est une marque d’activitaniscriptionnelle dépendant de
séquences d’ADN riches en CpG méme en absenc@&RB&l Ipolymérase Il. La densité des
CpG au sein des ilots est corrélée avec le taux3kiiHe3. A elle seule, cette densité
influence la modification de I'état chromatinienh@mson et al, 2010 ; lllingworth et al,
2010).

Les ilots CpG constituent deux groupes: 50% sdtes en 5 au niveau des
promoteurs proximaux des genes associés et la émastante constitue les ilots CpG
« orphelins » situés aux niveaux intergénique agenique. Il y a une corrélation entre la
distribution des sites d'initiation de la transadptdans le génome et la position des ilots
CpG. Ces observations sont compatibles avec I'glée les promoteurs possédant des ilots
CpG adoptent un état permissif transcriptionnel I'omitiation de la transcription peut
s’effectuer dans une région d'une centaine de ale bases. L'accrochage de I'ARN
polymérase |l est favorisé par un certain nombréadteurs ubiquistes comme SP1 dont les
éléments de réponse sont riches en bases C etd@etplus fréquents dans les ilots CpG.
L’ARN polymérase Il phosphorylée sur la Ser5, pnéseau site d'initiation de la
transcription, s’y fixera préférentiellement mémestue le géne associé est inactif (Carninci
et al, 2006 ; Core et al, 2008 ; Seila et al 2008ven-Gershon et al, 2008 ; Landolin et al,
2010 ; pour revue Deaton et al, 2011).
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Figure 7
Les modifications épigénétiques des histones et daDN

Les chromosomes visibles au cours de la mitoselssrformes condensées de la chromatine. La coatiens
est permise par l'intervention de protéines comesehlistones H1 et le nucléosome formée de deuesags
histones H2A, H2B, H3 et H4 (B). L'ADN s’enroule de65 tour (146 pb) autour du nucléosome (C). L’ADN
est organisée en double hélice et est formée depphte, de désoxyribose et de quatre bases : AZT/G/

La méthylation de 'ADN (A) est I'ajout d’'un groupent méthyle sur le carbone 5 de la cytosine. Les
modifications des histones (B) constituant le nostdne sont de plusieurs types : les lysines eairgimines
peuvent étre méthylées ou acétylées, les sérinaepesubir des phosphorylations.

L’histone H3 (en vert, B) peut subir des méthylassur la Lys 4, des méthylations et des acétylatgur les
Lys 9 et 27, des acétylations sur la Lys14.
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1.7 Les outils utilisés

1.7.1 Les lignées cellulaires

La forte hétérogénéité cellulaire de I'hypophyseéetre constitue I'un des obstacles
majeurs a son étude. Pour surmonter cette difficutiusieurs groupes de chercheurs,
essentiellement nord-américains, ont contribué adeliset caractériser différentes lignées
cellulaires représentatives des différents typeHulages endocrines de [I'hypophyse
antérieure. Ces lignées se sont avérées et s'avemejours des outils précieux pour
comprendre le fonctionnement de chaque type celulies mécanismes impliqués dans la
synthese et la libération de chacune de ces hosrnainsi que leur régulation. Au cours de
cette étude, nous avons mis a profit cette sitnmaéin comparant l'expression des genes
hypophysaires dans quatre lignées bien caractéridés cellules gT2, aT3-1, GH3B6 et
AtT20. A ces lignées hypophysaires, nous avonsimdj@tude d'autres lignées cellulaires
représentatives des neurones a GnRH, les cellulds7G des lignées neutres comme les
cellules CHO, COS1 et COS7, une lignée rétinietewecellules RGC5 et une lignée de type
neuronale, les cellules PC12. Nous décrivons ciales les caractéristiques de la lignée
hypothalamique et des lignées hypophysaires qui faittl'objet des analyses les plus

approfondies.
1.7.1.1 Lescellules GT1-7

Ce sont des lignées immortalisées de neurones d@ypothalamiques obtenues par
oncogenése ciblée. L'antigene T du virus SV40 (&mwirus 40), placé sous contréle du
promoteur de la GnRH de rat a été intégré danéremge murin (Mellon et al, 1990 ; Wetsel
et al, 1991). Les tumeurs obtenules/ivo chez I'animal ont ensuite été mises en culture pui
les cellules ont été clonées pour établir des gné\prés caractérisation, la lignée GT1-7
s'est avérée représentative des neurones hypoihaksm GnRH : elles sécretent la GnRH
par pulse et de facon synchronisée (Weiner et &@2)19xpriment les récepteurs aux
cestrogenes et aux androgenes (Belsham et al, 1R@B et al, 1999 ; Poletti et al, 2001) et

répondent a une action directe des stéroides.
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1.7.1.2 Les cellules aT3-1

Les aT3-1 sont des lignées cellulaires hypophysaires analisées obtenues par
oncogenese dirigée, selon la méme démarche expdalmeutilisée pour I'obtention des
lignées GT1-7 (Mellon et al, 1990). Des souris sggmiques furent créées en intégrant dans
leur génome une construction comprenant la séqumdante de I'antigene T du virus SV40
sous le contrdle du promoteur humain de la souganjWindle et al, 1990). Des adénomes
hypophysaires se sont développés et des cellulentfprélevées pour étre mises en culture
afin de sélectionner quelques clones cellulairesmp eux lesaT3-1. Elles expriment les
genes codant la sous-unitéle récepteur de la GnRH et le facteur stéroidagen(SF1) mais
pas les genes codant les sous-urfitée la LH et la FSH. La transcription du gébga est
induite par la GnRH. Ces cellules ont les carastiéries des cellules gonadotropes immatures
exprimant a leur surface le GnRHR (Tsutsumi etl@B2) et ne produisant pas d’hormones
gonadotropes (Ingraham et al, 1994 ; Fink et alpR0Ces cellules sont tres utilisées dans
I'étude des voies de signalisations induites péiaison de la GnRH sur son récepteur, mais

également dans les études de régulations génigaesrevue Ooi et al, 2004).

1.7.1.3 Les cellules LBT2

yoos

Comme précédemment, des souris transgéniqueséntéges en intégrant dans leur
génome une construction comprenant la séquencetsoda I'antigéne T du virus SV40 sous
le contréle du promoteur du gene de la sous-yhitke la LH de rat (Alarid et al, 1996 ;
Thomas et al, 1996). Ces cellules expriment leeg@&odant la sous-unité le récepteur de
la GnRH, SF1 mais également les sous-urfitéle la LH et la FSH (Turgeon et al, 1996 ;
Pernasetti et al, 2001 ; Otsuka et Shimasaki, 20023 cellules sécretent la LH et la FSH en
réponse aux pulses de la GnRH (Turgeon et al, 1§96%ont stockées dans des grains de
sécrétion. Ces cellules ont les caractéristiguescdbules gonadotropes matures exprimant a
leur surface le GhRHR et répondant aux pulses GnRH en sécrétant les gonadotrophines.
Ce sont de trés bons modéles d’études des voisgyaalisation activées par la GnRH mais
aussi des modulations induites par diverses régokaphysiologiques (pour revue Ooi et al,
2004 ; Fink et al, 2010). Ces cellules sont égalerde trés bons modeéles pour analyser les
rétrocontréles hormonaux sur les gonadotrophindssetégulations par I'activine, I'inhibine

ainsi que d’autres membres de la superfamille d&53T
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1.7.1.4 Les cellules GH3B6

Cette lignée cellulaire est un sous-clone de laéigGH3 qui elle-méme dérive de
tumeurs adénohypophysaires de rat MtT/W5 apress8agas alternatifs en culture et chez
l'animal. Les cellules GH3 produisent de I'hormaiee croissance (GH) et de la prolactine
(PRL) dont la sécrétion est régulée par la TRHeatIP (Bancroft et al, 1969 ; Tashjian et al,
1970 ; Tixier-Vidal et al, 1978 ; Gourd;ji et al,8®; Laverriere et al, 1986 ; pour revue Ooi et
al, 2004). Ces cellules présentent les caractguissi de cellules lacto-somatotropesrtains
récepteurs dont celui des cestrogénes ou de 'E@Fegprimés a leur surface et les voies de
signalisation de 'AMPc et de SMAD sont fonctiorlesl (pour revue Ooi et al, 2004). Les
cellules GH3 répondent a la leptine et exprimeleua surface son récepteur (Jin et al, 2000).
Elles sont aussi utilisées pour étudier les rémratdes ions calcium, potassium ou sodium

par des techniques de patch clamp (pour revue tGadj 2004).

1.7.1.5 Les cellules AtT20

Cette lignée cellulaire de cellules corticotropsisutilisée pour étudier les fonctions et
les régulations par les glucocorticoides et cytekide |&POMC (Tanaka et al, 1991 et 1997 ;
Li et al, 1999 ; pour revue Ooi et al, 2004). Céittaée cellulaire fut obtenue en alternant les
passages en cultures et chez I'animal (souris).cElédes tumorales produisent 'ACTH et
'aMSH a partir du précurseur POMC (Furth et al, 19B8onassisi et al, 1962). Ces cellules
sont petites et proliferent en agrégats pour fordesr clusters. Les AtT20 utilisées dérivent
des AtT20/D16v-F2 (Gumbiner et al, 1981). Ellessgaient les caractéristiques des cellules
corticotropes de I'adénohypophyse. Les hormonet gmnectement synthétisées et 'ACTH,
clivée par des prohormones convertases a partia ®@OMC, est sécrétée par exocytose
(Zhou et al, 1994 ; El Meskini et al, 2000). Certafacteurs dont le CRH, le VIP ou encore
I'lL-6 régulent la sécrétion des endorphines etI'&€TH dans cette lignée cellulaire
hypophysaire (Fukata et al, 1989). Ces cellulesguent a leur surface un certain nombre de
récepteurs (pour revue Ooi et al, 2004). Elles timent des contrbles négatifs
particulierement adéquats pour notre étude puiige’en’'expriment aucun des genes

marqueurs du phénotype cellulaire gonadotrope coBirie le GnRHR, la LH, ou le FSH.
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1.8 Objectifs

Initialement, compte tenu des données collectéeslaboratoire, mon objectif
consistait a décrire et préciser les interactionseeFOXL2, un facteur de transcription
appartenant a la famille Forkhead et ISL1. Ces desnen accord avec la littérature,
suggéraient qlsll était la cible de FOXL2. Pour le démontrer, nousns mis en ceuvre des
expériences de transfection transitoire combinarpromoteur de 5 kbldl1 et un vecteur
d'expression FOXL2. Ce type d'approche exige les gauvent ['utilisation de lignées
cellulaires "neutres" qui n'expriment pas le ou flasteurs a tester (FOXL2 et ISL1, en
l'occurrence). De facon tout a fait inattendue,snawons observé une activité systématique et
élevée du promoteur transfectésld' dans toutes les lignées testées, des plus neuttgdes
spécifiques, suggérant que le promoteur endogeneaficétre soumis majoritairement a des
régulations épigénétiques. En effet, comme noassallillustrer dans le chapitre suivant, seul
un nombre réduit de ces lignées exprimait les ARBssagers #11. Dans les lignées
n'‘exprimant pas les ARNmIgll, le géne endogene et son promoteur étaient predoiplt
réprimés via des modifications épigénétigues entrainant la @&bon d'une structure
chromatinienne fermée, régulations auxquelles éaiajgp promoteur transfecté. C'est ainsi
que nous avons entrepris de déterminer la natuoesieégulations épigénétiques en utilisant
différents modeles cellulaires, dont ceux décritdessus, et en privilégiant I'analyse des
marques d'activité et d'inactivité des histonesnavdamorcer I'étude des profils de
méthylation de I'ADN.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Les anticorps

Les anticorps utilisés pour les ChIP sont les su&/a I'anticorps polyclonal anti-
histone H3 (trimethyl K4Me3) (ab8580 - ChIP grad@nticorps polyclonal anti-histone H3
(trimethyl K27Me3) (ab6002-ChIP grade), I'anticorpslyclonal anti-ARN polymérase |l
CTD repeat YSPTSPS (phosphoSer5) (ab5131 - Chldefide Abcam (Cambridge, UK),
I'anticorps polyclonal anti-acetyl-Histone H3 (K9tK) (Millipore 06-599), I'anticorps
polyclonal anti-acetyl-Histone H3 (K14) (Millipor@7-353). Les anticorps utilisés pour les
immunohistochimies sont : I'anti-ISL1 (394D5), cgst un monoclonal produit au laboratoire
a partir d'un hybridome obtenu auprés du DevelopaheBtudies Hybridoma Tissue Bank
(National Institute of Child Health and Human Demhent - University of lowa -
Department of Biological Sciences, lowa City, IAyanti-FOXL2 utilisé au 1/308™
(Cocquet et al, 2002) ; l'anticorps polyclonal ah8Hp, fait chez le rat (NIDDK (NIH),
number IC-1, AFP-1274789) dilué & 1/989 I'anticorps monoclonal anti-Lpifait chez le
bovin, utilisé & 1/308" (number 518B7, Matteri et al, 1987) ; DAPI.

2.2 Culture cellulaire

Les cellules gonadotropes de sowis3-1 et L3T2, fournies par le Dr P. Mellon (La
Jolla, CA), les cellules d’ovaires de hamster clar@HO), les cellules lacto-somatotropes
GH3B6 de rat, les cellules corticotropes AtT20 ders et les cellules hypothalamiques
GT1-7 de souris ont été maintenues en culture damsilieu DMEM complémenté avec 10%
de sérum de veau fcetal et 50 pg/ml de pénicillireggomycine a 37 ° C, en atmosphére
humide a 5% de CO2, 95% d'air.

2.3 Etudes de l'activité du promoteur : enzymes de resttion et

constructions

Afin d’étudier I'activité du promoteur du gengll, des constructions ont été réalisées.

Le promoteur de 5kb (-4674 / +222 pb) en amont retaeal du site d'initiation de la
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transcription du genésll a été inséré dans le plasmide pGL3 basic vectdPrdmega de
4818 pb par I'équipe de Syh Evans (Lin et al, 2007).

En 5" 5'-GATGGTACCCTCAACTAAATGAGGCTAC-3..
En 3 5-ATTGTCGACTTGTAAGAGGGAGTA-3'.

Des constructions ont été réalisées avec diffésegieymes de restriction (Fermentas
et Promega) présentant un site dans la partie dongieur inséré dans le plasmide. Deux
constructions ont été réalisées au départ : l'igérée par Kpnl et une autre par le couple
d’enzyme de restriction Spel/Nhel. La constructtmupée par Kpnl a été ensuite recoupée
avec plusieurs enzymes : soit Aflll, BstXl, Ndelhél ou EcoRI. Les bactéries compétentes
DH5a ont été transformées par ces constructions, misesilture et les plasmides extraits et
purifiés. Aprés dosage de I'ADN et digestion avextiNles plasmides ont été vérifiés par

migration sur gel. 6 constructions ont ainsi édisées (cf schémas et séquence ci-dessous)

SST - 9422

Nhel - 8889 - G'CTAG_C
BsiX1 - 8712 - CCAn_nnnn'nTGG

EcoRI - 8154 - G'AATT _C

foxI2-2 - 7593

foxI2-1 - 7400 pGL3 - prom Isl1

9745 bp

Ndel - 6959 - CA'TA_TG

AfNI1 - 6106 - C'TTAA_G
Spel - 6051 - A'CTAG_T

Kpnl - 4753 - G_GTAC'C

Le schéma (obtenu avec le logiciel pPDRAW32) mon&econstruction entiére du
pLuc5.0sll: il fait 9745 pb, contient la séquence fireflydiférase (Luc+), la séquence lui

conférant la résistance a I'ampicilline (Ampr) eforomoteur du gerisl1.
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La séquence ci-contre est celle intégrée dans deewe Le promoteur (en jaune)
contient : la zone probable de fixation du factdartranscription FOXL2 mise en évidence
lors d’expérience de ChIP on Chip (en rose suche&ma et surligné en vert en majuscule au
niveau de la séquence ci-contre, les motifs sudligan jaune sur la séquence seraient les
motifs de liaison avec FOXL2) et lilot CpG (en bléurquoise sur le schéma et mis en
evidence en italique/gras sur la séquence ci-cprtee séquence montre les emplacements
des enzymes de restriction par rapport au sitidlion de la transcription (signalé SST+1),
les amorces 5’ et 3’ utilisées pour intégrer lausdge dans le vecteur. La séquence mise en
évidence en bleu turquoise est celle du premier ,eleoréquence en italique/gras délimite
l'ilot CpG. Le codon ATG est signalé a titre indi€anais n’est pas présent dans la séquence

du promoteur intégré au vecteur.
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Kpnl -4674 , amorce 5'
gatggtacc+tcaactaaatgaggctactttgctcctgggttctccgagacctgggcggcaaggtgagtgctttggagcagatctagtagactacaacccaactacggagcccacagctcctttgccacgtaggctcgctccatcaacttaaaggaa
Jgaatacacttagagcaagttttgtcaaaggtggggttetgggecaacttgagecaagectettagtgeatcatgatetetggttectaggecaggacteggttaaattttgtettgatcattecaatagttacagaggggaageggaggatttectttg
aaaagdgdttgttccccgattaagagaaagecagtaaatacctocagaagecacggtttgtaaagaaggtggcaaatctectgicctcacttgaceccagectoctcacaacattcagetigggotoctcagtctcaggactgatectgaggtttgoggetteg
tegetgeocgggaatgtgecaattotateceggetgagagecgageagecagacegeacaagatcactgectttggagecggeoggeeggecaaagattceggagaaaggaatgetgatgacagaaacaaccacctgaactcagaaatgecaggeteggage
ctoctgoogggagacgaaagtictggoctaatbcactgggattgttttagtaattggractecaacacaactatattctcagbaggagtectaggegataagatgggaatcacagegaaggtttgttattgttaacagetacctitattageggtgttge
ttetttttottagraaaatattaaaaaagggacgaataaagggataataatttoocgacatgatctctotgtggggatectotctetetototetetcbotototototototetebototototctotctetetotecctecctcoctecotgtgaaa
tcagagaagtetctoccccagatecccaacaagcocacaggcaactggaagagaaataaattageotctaagecatetecatccagetecccatggaacgtaagtgetaatectgacteecctttaagagecatgttgttttgtetgatctttggacatgatt
aaadgatgccaatggttcagagactgttcagaaaaaagtaggaaagagtacacatgeattotttgtectocttcagagetgaatgaacacctoogtigtttcattocgaccoctaaattatgtgtttatgaaggtgaagggaatatatecctttgttacac

Spel -3378 Aflll -3323
tttteccatctgaatagattgcteattaaaagbtggaagectagttgttctactagttegaaccaaattctggttectgggagtaaataagtgaacgtagtcactgettaaggaaaaaaaaaatgaccaaagaaagectecctittgtgetcaatatta
tttatgtggaaaagcatagcttttctecattatacagatttttcaaagaaacacttaggattectettttatctgecagacattagagaataagtaagttctgagtatgaatttacttteccaatggcagectaaaacatactacaatttettttetitte
ttbtbtbttttttetttttggaaaatggtgtggtttecatgatgttecagggatctgtgtctgactttaaatataatgtggaatgtttecgtettaattaaacagaaataagaaagecaggdagoagataaacagaacggtoettaaatggaccagecagggadge
tcaggaggaacaaacatgegccaggaactgtgcoctecaagtecatgtaageaaatactacagactcaagagaaacttactaagtaagettagegggtatetectatggtacaaagacactggaatettatataggtgagggaggatgaagaaacagttta
tgcatttcattecattacttcattttcaaaatgaaggegetcaaactacagattegeaccectgetgttttgaaggacagatatttgacctageageatacaaaggtcacaagaagtecaattttgacaggagagtgtetaatcccteattgaacaca
agaggdtogcecctgtaatcaaatgctecagggggaaaaatattgetaatcacttttatgtaatcagttttatgtattctataaaaaacactgacaactttacagatacgettgatgtgttaaatacacacatageaatcaactaggggaggaggadaa

Ndel -2470

aaaaaatctgtggtcatatgagaatctetgggtaaagggaaacattgtggecageagecaggaacttegatttetatgecaaattgtataatcacaaacacacagatettecagageactttcatecacccgatectactattactgagttecctecageg

tcocttocactgagtggagbagettttgeoatggateoctggettttatcagtectaagaaccaggggaatgadTCCCTCTTTACAATACTCCCCTGAACTARRAALACCARALCCTCTCCTCARTCCTCTGCAAGACCTGCTCACATTGAARGTTTGTTCC

CAAACTGTACGCTAGATTTTCTACTTGGAATTCGCTATGACCAACCGACCCTTTGTAATAATGTGTTCGTTTCGAATTAAAACATTACTAATTGTTTTCCTGAATGCCTGTATATGTTTGGAACGGTGAAGAGTGAGGGTCCTTTCTGCGTCTCAAGTCAC

TAGACTGATGCTTCTTTTAGATGCCACATTATAAACATAGCCTGAAGAAATAGAATTGCTTCAGATCCCCTATTTATCTTTGTTGTTGTTTGTTCTTGTTTTTAAATCATGCTCAACCTGGCTCTATAGAAGCGTAGCATGCCCTTCGTACGGAGGGA

ACTGCTTCTCTGGGCTTGGCARALGCAGCTTGACAAAAGATACCACACATAGCGATGTCAGAGAGCAGAALCCGGGCTTGAARGCGAAAAAACACAACCAACCGCTAAAGTTAACCGGAGTCTACACAACTTTCCATCCTGCTCACGGACTTCARAATA

ATTTATAATTAAAAARAAALAAAGALCAGGAAGGGAAGAGATTCCCATCTGCCTTCTTAAAGAAAACAGCARAACAAGAAAGGGCGGGAARAACCCACTCCTGCTTCTTAACCTCTTITTCTCTCTGTGTGTACTCTGAARAGTCACAGGCTTTCTAAC

TCGGCCACTGCGGCCTAGCTGCGGTTCACAGCTTTTATCATGCTTTAGATCTGCTGGAAGAAACACAARALAGGAGTTCCCTAACCTCTGGCTCTTCTAAGAGGAAAACARALACAANACARAACAANCAAACARAARAAARARACAAGCTGAACCCTTC

EcoRI -1275
TACGATTCTGTTTGTAGCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGATCAAAGTCCCTCTAGAAGCTCCCGCAGAACTCTGGCAATTCTCTCTGTCCCCTAATAACTGCCTCTCARAGACTGTAGATT

TTGGGCGAATCAGGARAGAAATTATTGGCAAAAGTTACCGCTGAGATGCAGCCAACATCTCCTCCAGATGGCTTCCCCAGAGGAALACAAATTAGAALGCTAACCTCAGGGGAGGCAAGTAGCCGCCCCACTCTTCTTITTCCAACAGACCCT CCCTGCT

CALCGCCTTCATACTARRAGATTTARAARGTCTCTAGACGRATATTCTAALAGTTEGCCCTTATAATTACCARGCOGTTTARGEGCCCAGTECACCTTTIGCCTtaaaaaagagtggacaacagatccatagacagacatggacaaccoccaccocaccocegt

aaactttagggtcctgecactctgactetagattagaacactttecatgetagacttaaaattgaacaggagacctecacgggteggqgaggaaaggaaccaaccteggagttaattegttttacettttegtttgacetttgegtttccaaccecgattgt
BstXI -708
ccgetagggagacaagectecccetttoctoccaccocaagtetttggagagetcagattggggagtaacagggtecaacacggtageaagaaaaagaaaaaaagaaajgaaaajaaagaaajgaaagaaaaaaaagaacacaaaaacqgaagtcataaaaaa

Nhel -540
acccatttecttttgggtctaacegtectactecgggtttgtecectaacgegtagegegetgetagetecageagatgegecettecegeaggeagegaaattggecagecetgggetgtgegegecageacgggagtecagtgaaggaaageggece

gttecaagtgeccccettttactggageccggtagggaccegettecacaggaaggacctacecaccagetactegecacgggeggeagaaaagggageccegageteagegeageccaaggteegeggggagecegeggegetggaaceccaggaca

cgacgeggegegtocgggaaggegegaagaggggdtggtggacaaggaggeggeggecggggaccegggecacecggegeccaaggagegacgtggectegggaggettaatectotectgegggetegecgagegggcagtggegegeggaggege
SST +1
cggggetgaaatatgataateagaacagetgegeegegegeccaegeagecaatgggegeggegetegectgacgtoccegegegetgegtoagaccaatggegatggagetgagt tggagetgagaagtitgagtaagagataaggaagagaggtyge

cecgagecgtgegagteegeegetgetgetgegectecgetetgecaactecgecggettaaatoggacteecagatetgegagggegeggegeageegggeagetgttececcagttttggcaacceogggggocactatttgecacetagecac

Amorce 3’
agcaccagcatcectetetgtgggetattcaccaattgtegactigtaagagggagta ATG



2.4 Transfection transitoire

Les dilutions des plasmides sont réalisées a mitgolution mere a 200 ng/ul pour les
vecteurs luciférase et a 30 ng/ul pour les vecteigspression. La quantité maximale de
vecteur luciférase est de 100 ng/puits et celleatdeur d’expression de 50 ng/puits tout en
sachant que l'action optimale est généralemennaobta 10 ng/puits. La quantité de vecteur
témoin de transfection pRL-TK ou pRL-SV est comgrisntre 5 et 10 ng/puits selon

I'efficacité de la transfection des cellules. Lesditions par puits sont les suivantes :

5 ul d’'OptiMEM additionné de 10 ng de pRL-TK sopbwtés au mélange de plasmides a
tester. En paralléle, 5 pul d’'OptiMEM sont ajouté.& ul de LipofectAMINE2000 réactif
(Life Technologies, Gaithersburg, MD). La lipofetiae diluée est incubée 5 minutes a
température ambiante puis ajoutée a la solutiopldemides afin d’obtenir le mélange de
transfection. Ce mélange est incubé 25 minutes Isotlis a température ambiante.

Pendant ce temps, les cellules en culture desdgw€3-1, LBT2, GT1-7, GH3B6,
AtT20, PC12 et CHO sont détachées du support dareupar traitement enzymatique a la
trypsine. La digestion enzymatique est stoppéajoaut de milieu de culture complet (5 ml de
DMEM 10% SVF + pénicilline/streptomycine) et ledlagkes sont centrifugées. Les cellules
sont alors reprises dans un volume équivalent pl4gar puits d'OptiMEM pour une plaque
de 96 puits. Les cellules sont distribuées danstlbes contenant le mélange ADN/
LipofectAMINE2000 avant d’étre réparties dans leggpde culture a raison de 50 pl/puits.
Les dépbts se font en triplicat, soit 120 ul depsasion de cellules pour 30 pl de mélange de

plasmides.

Les plaques de 96 puits sont incubées a 37°C pebdasaures puis 50 pl par puits de
milieu de post-transfection (DMEM ; 4 % SVF ; 10nJ/de pénicilline et 10 pg/ml de
streptomycine) sont ajoutés puis les plaques snises a 37°C pendant 48 heures avant de

mesurer les activités luciférases (Dual-Luciferag#orter assay system, Promega).
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2.5 Extraction de protéines nucléaires etvestern blot

2.5.1 Extractions nucléaires des cellules en culture

Les cellulesaT3-1, GH3B6, I3T2, AtT20, PC12 et GT1-7 sont cultivées dans des
boites P75 afin d’obtenir un nombre de cellulesgadées pour réaliser les extractions de
protéines nucléaires. Les boites de cellules etureusont rincées deux fois avec 10 ml de
PBS 1X afin d’éliminer le milieu de culture. Ledlakes sont récupérées par grattage dans 1.5
ml de PBS 1X et transférées dans des tubes de Remltubes sont centrifugés pendant 10
secondes a 4°C a 5000 rpm. Les culots sont reanis 400 pl de tampon de lyse 1X [10 mM
Tris(HCI) pH7.4 ; 10 mM NaCl ; 3 mM Mgg]| 0,5% NP40 ; 0,5 mM PMSF (solution mere a
250X) ; 1 uM de pepstatine (solution mére a 250X)yM de leupeptine (solution mére a
250X)]. Apres avoir mélangé rapidement, les tulm# sis a 4°C pendant 5 minutes. Les
tubes sont centrifugés pendant 10 secondes a 800Grpm. Les surnageants sont conserves
et les culots sont repris a nouveau dans 200 ghrdpon de lyse. Apres les avoir mélangeés,
les tubes sont centrifugés pendant 10 secondesCaa48000 rpm. Les surnageants sont
récupérés et sont regroupés avec les premiersculets restants sont repris dans 50 ul de
tampon C [20 mM HEPES pH7.9 ; 420 mM NaCl ; 1,5 mgCl,; 0,2 mM EDTA ; 0,5 mM
DTT ; 0,5 mM PMSF (solution mere a 250X) ; 1 uMpuipstatine (solution mére 250X) ; 1
UM de leupeptine (solution mére a 250X)] et sonulpds pendant 30 minutes a 4°C sous
agitation. Les tubes contenant le tampon C etdasageants sont ensuite centrifugés pendant
15 minutes a 4°C a 18000 rpm. Les surnageants ituerdt les extraits nucléaires et
cytosoliques. Les concentrations en protéines détdgrminées par dosage de Bradford puis

les extraits sont aliquotés et conservés a -202C-&d°C.

2.5.2 Les westerns blot

Afin de reéaliser I'étude par western blot de latgmoe nucléaire ISL1 dans les
différentes lignées, 1hg de protéines sont dénaturés par chauffage ped@amtin a 90°C
dans un tampon Laemmli 1X [62,5 mM Tris-HCI (pH6;8% SDS ; 10% glycérol ; 5% de
B-mercaptoéthanol ; bleu de bromophénol (trace®} jprotéines sont ensuite séparées par
électrophorése PAGE-SDS a 200 V avec un tamponigetion Tris-Glycine-SDS [25 mM
Tris (pH8.3) ; 192 mM glycine ; 0,1% SDS] et tragrgfes sur une membrane de nitrocellulose

(GE Healthcare) avec le méme tampon contenant 2@%amol pendant 70 minutes a 300
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mA. Apres transfert, les membranes sont incubées dae solution de blocage TBS-Tween
0,1% [TBS : 50 mM Tris (pH7.5) ; 150 mM NaCl] consat 5% de lait pendant 1h a
température ambiante, elles sont ensuite incubees kanticorps primaire dilué dans du
TBS-Tween 0,1% - lait 5% a 4°C pendant la nuit sagitation. Aprés 3 lavages de 5 minutes
les membranes sont incubées avec l'anticorps seoemdaplé a la peroxydase pendant 1h a
température ambiante sous agitation. Les bandes sbrdlées par le lecteur de
chimiluminescence LAS3000 (Lifescience Fujifilm) emtilisant un réactif Luminol
(ECL™PIlus, GE Healthcare Life Sciences). Les réssibont analysés en utilisant la R-actine
comme protéine de référence, le programme Photoskdope pour réaliser les montages

d’'images des westerns blot et le programme Imaridles estimations densitométriques.

2.6 Immunoprécipitation de chromatine (ChlP)

Les expériences de ChIP sont réalisées sur ladesill3-1, GH3B6, I3T2, AtT20 et
GT1-7. Chaque type cellulaire a été cultivé danscdmuteilles de 75 ctLes cellules sont

utilisables lorsque qu’elles sont arrivées a comitige Plusieurs étapes sont nécessaires :

2.6.1 Le Cross-linking

Du formaldéhyde a 37% est préparé extemporanémpatté de paraformaldéhyde.
Pour cela, 1,85 g de paraformaldéhyde est pesdésaians un tube falcon de 15 ml avec 3,6
ml d’'H,O et 70 pul de KOH 1N. Le tube falcon entrouvert @sacé dans un bécher rempli
d’eau et placé dans un four a micro-onde sous.h&ftes solubilisation du formaldéhyde, le
niveau est complété a 5 ml d’eau si besoin afin lguermaldéhyde soit a 37%. 270 ul de
formaldéhyde a 37% sont ajoutés aux 12 ml de mifieuculture (final 1%) et mélangés
rapidement. Les bouteilles sont laissées sous hmitedlant 10 minutes a température
ambiante. Apres les 10 minutes d’incubation, leiguilest aspiré et 12 ml par boite de
solution d’arrét [125 mM glycine ; gsp 50 ml PBns ajoutés. Les cellules sont incubées
pendant 10 min en présence de la solution d'auiéest ensuite éliminée et les boites sont

rincées deux fois avec du PBS.
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2.6.2 L’extraction des noyaux

Afin d’extraire les noyaux des cellules, 10 ml denpon N1 [10 mM HEPES pH7.9 ;
10 mM EDTA ; 0,5 mM EGTA ; 0,25% de Triton X-10A.0 mM dep-Glycérophosphate ; 1
mM d’Orthovanadate ; gsp 200 mb®l] sont ajoutés dans chaque bouteille. L'incubaésen
réalisée sur la glace pendant 10 min sous agitatiarce. Les cellules sont récupérées par
grattage dans le tampon N1, rassemblées dans des Eabcon de 50 ml et centrifugées
pendant 5 min a 500 g. Les surnageants sont aslgisasulots sont remis en suspension dans
40 ml de tampon N2 [10 mM HEPES pH7.9 ; 200 mM NaClmM EDTA pH8 ; 0,5 mM
EGTA pH8; 0,01% de Triton X-100; 10 mM d@-Glycérophosphate; 1 mM
d’Orthovanadate ; gsp 100 ml @] et incubés sur glace pendant 10 minutes soutatiagi
douce. Les tubes sont a nouveau centrifugés perdarnhutes a 500 g a 4°C. Les culots
nucléaires sont repris dans 2 ml de tampon de[5&enM HEPES pH7.9 ; 140 mM NaCl ; 1
mM EDTA pH8; 1% de Triton X-100; 0,1% Na desoxgldie; 10 mM dep-
Glycérophosphate ; 1 mM d’Orthovanadate ; qsp 40Hp®] et transférés dans des tubes
Falcon de 15 ml. Les culots sont soniqués 4 fois&fndes a 90% (sonicateur Vibra-Cell
équipé d’'une microsonde). La chromatine est traésfdans des tubes de 2 ml et centrifugée
pendant 10 minutes a 4°C a 15000 rpm. Les surnageant transférés dans des tubes de 2

ml.

2.6.3 L'immunoprécipitation

La concentration en chromatine (DO 260/280) estumdes au Nanodrop. Les
absorbance a 260 nm, a 280 nm ainsi que les rapp6@/230 et 260/280 sont relevés. Le
tampon de lyse absorbe a 260 nm, il est donc irapode retrancher I'absorbance de ce
dernier a celle de I'échantillon. Ci-dessous unngxe de courbe obtenue par mesure au
Nanodrop : 20
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On utilise 1,5 & 2 unités DO260 par immunopreédijuita

. Concentration Soa
anticorps Quantité a ajouter
(pe/pl)

Anti-Pol |11 CTD repeat YSPTSPS (phospho S5) 0,6 3,3 pl
Anti-acetyl-Histone H3 (Lys 14) 1 2,0 ul
Anti-acetyl-Histone H3 (K14-K9) 1 2,0 ul
Anti-Histone H3 (tri methyl K4) 1 2,0 pl
Anti-Histone H3 (tri methyl K27) 1 2,0 ul

Le volume maximal par immunoprécipitation est f&x&50 pl, le volume des billes de
protein A-agarose/ADN de sperme de saumon (MilkpWrref : 16-157) utilisé est de 50 ul
par immunoprécipitation. En plus des 5 anticorplésés, un sixieme tube ne contiendra pas
d’anticorps et constituera le contrdle négatif. dl@omatine en solution est diluée volume
pour volume avec le tampon de dilution (0,02 mMs{HICI) pH8 ; 2 mM EDTA pHS8 ; 150
mM NacCl ; 1% de Triton X-100 ; 0,01% de SDS ; 10 ndlp-Glycérophosphate ; 1 mM
d’Orthovanadate ; gqsp 40 mk@8) afin d'optimiser les conditions dimmunopréa@gin. Le
volume final de I'input 50% est de 300 ul: 150dd chromatine soniquée et 150 pl de

tampon de dilution.

Les solutions de chromatine (350 pl/anticorps) spréincubées avec les billes
d'agarose couplées a la protéine A pendant 30 egsraud°C sous agitation puis centrifugées.
Cette étape permet d'éliminer les facteurs se ligEntmaniére non spécifique aux billes
d'agarose. Les surnageants chromatiniens ainggraont récupérés et les anticorps ajoutés.
La chromatine est incubée une nuit & 4°C soustagitavec les anticorps. Afin d'illustrer
cette méthode, un tableau récapitulatif de troisnimoprécipitations pour trois lignées

cellulaires, GT1-7, AtT20 etfiT2 est présenté ci-dessous
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AjusterlaDO/IPentre 1
et2(généralement1,5)

Traitements & lignées

ALT20 [~ |GT1-7 [~] |LbT2 (=]
Contréle [=] | contréle [= || contréle [=]]

Chrom. Sonic. DO2go/ml 9,7D0 9,2D0 8,9D0
Pour 1,5 DO/IP [~ 155 pl 163 pl 169 pl
ChIP Lysis Buffer [ = 20 pl 124l 6 ul
Dilution Buffer 175 pl 175 pl 175 pl
Vol total IP 350 pl 350 pl 350 ul
1/Préparerla chromatine AtT20 GT1-7 LbT2

Controle Controle Controle
Chromatine soniquée 990 ul 1050 pl 1080 pl
+ ChIP Lysis Buffer 130 pl 80 pl 40 pl
Total 1120 pl 1130 pl 1120 pl
Nbre d'IP x6 x6 x6
2/Préparerles billes
Vol Billes a laver 320 pl 320 pl 320 pl
1X dans Dilution buffer par 640 pl 640 pl 640 pl
Reprendre a la fin dans Dilution Buffer 1120 pl 1120 pl 1120 pl
Ajouter la chromatine 1120 pl 1130 pl 1120 pl
Incuber 30 min 4°Cet éliminerles billes Incubation 30 min et centrifugation
Répartir le surnageant par 350 pl 350 pl 350 pl
3/ajouter I'anticorps
2,00 pug
Concentration recommandée ac
0,35 a 3,5 pg pour 350 pl
Préparerinput 50%
Chrom. Sonic. 77 ul 82 ul 84 ul
ChIP Lysis Buffer 73 ul 68 ul 66 ul
Dilution buffer 150 pl 150 pl 150 pl
Volume final 300 pl 300 pl 300 pl

Le deuxiéme jour, les solutions de chromatine immpuécipitée sont incubées en

présence des billes d'agarose couplées a la prodépendant 2 heures a 4°C sous agitation

pour capturer les anticorps avec les complexegimefADN qu'ils ont piégés.

2.6.4 Le lavage des billes

Les tubes sont centrifugés et les surnageantsceoservés dans des tubes stériles a -
20°C. Les billes sont transférées avec 2 fois 250eptampon de lavage 1 dans des petites

colonnes Micro Bio-Spin colonnes (Biorad). Le lideis’écoule par gravité. Les billes sont

lavées successivement :

- 3 fois avec le tampon de lavage 1 contenant 150 Ma@| [0,025 M Tris(HCI) pH8 ; 2

mM EDTA pH8 ; 150 mM NacCl ; 1% de Triton X-100 ; &lde SDS ; gsp 40 mlJQ].
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- 3 fois avec le tampon de lavage 2 contenant 500 Ma@| [0,025 M Tris(HCI) pHS8 ; 2
mM EDTA pH8 ; 500 mM NacCl ; 1% de Triton X-100 ; &%lde SDS ; gsp 40 mlJa].

- 3 fois avec le tampon de lavage 3 contenant 250 La@ [0,010 M Tris(HCI) pHS8 ; 1
mM EDTA pH8 ; 250 mM LIiCl; 1% de NP40; 1% de Nasdxycholate ; qgsp 40 ml
H.O].

- 3foisavec du TE [10 mM Tris(HCI) pH8 ; 1 mM EDTA]

Afin d’éliminer le TE, les tubes avec les colonmsest centrifugés trés brievement. Les
colonnes sont placées sur des tubes 2 ml et 3de gdmpon d’élution [100 mM NaHGO
1% de SDS; gsp 10 ml,B] sont ajoutés au centre de chaque colonne. Etlet aussitot
fermées par un bouchon afin de retenir le tampeéfution dans la colonne et permettre une
incubation de 2 heures. Au cours de cette incubatiéluat est repassé 2 fois a travers la
colonne. Les tubes sont centrifugés au bout de=ugeh, et 2 ul de protéinase K a 20 mg/ml
sont ajoutés dans chaque tube. Les 300 ul sonttiepa 2x150 pl dans des tubes de 0,5 ml
pour PCR. Les tubes sont placés dans le thermaay@@zocodile Il, Appligene) et incubés a
65°C pendant 8 heures.

2.6.5 Extractions des ADN

Les 2 x 150 ul sont réunis dans un tube de 1,5Le$ ADN sont extraits au
phénol/chloroforme (V/V) et précipités a I'étharesl présence de glycogene (5 a 10 ul a 10
mg/ml). Les culots sont repris dans 50 pl glHure. Les ADN sont préts a étre utilisés pour

les PCR semi-quantitatives et quantitatives en tendwgls

2.7 Analyses de la méthylation

2.7.1 Les PCR semi-quantitatives

Les PCR semi-quantitatives sont effectuées suABN purifiés a, partir des lignées
cellulaires. Les amorces utilisées figurent dandaldeau ci-dessous. Toutes les lignées
cellulaires sont murines sauf les cellules GH3B6 sprit des cellules de rat : des amorces
spécifiques pour ces cellules ont donc été dessihgsnzyme utilisée pour les amplifications

est la GoTag® DNA Polymerase (Promega) et le tamgsincelui fourni avec I'enzyme
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(tampon 5X avec Mg, Promega). Le volume final de la réaction est @euBpar tube, la
concentration finale des dNTP est de 0,2 mM (cotnagan initiale a 10 mM ; Promega), la
concentration finale des amorces est de 0,3 pM c@dmation initiale a 3 pM). La

concentration finale en M§est 1.5 mM.

Le mélange pour un point et pour un couple d’anmoenné est le suivant : 6 pl de
tampon 1X + 0.6 pl dNTP + 2,5 pl d’amorce sens5+,d’amorce antisens + X pl d’ADN
+ qsp 30 pl HO.

Les ADN sont amplifiés dans I'appareil Biorad. Leogramme d’amplification est le
suivant : dénaturation a 94°C pendant 3 minutes
dénaturation a 94°C pendant 30 secondes
hybridation a 55°C pendant 30 secondes— x 29 cycles
élongation a 72°C pendant 30 secondes

élongation a 72°C pendant 5 minutes.

La température d’hybridation dépend des amorcessads. Aprés cette premiére
amplification, 6 pl de chaque échantillon sont gvék et mis dans des tubes PCR contenant
chacun 5 pl de bleu de charge 1X. Une seconde fizafibn est effectuée avec 4 cycles
supplémentaires, les températures sont les méreak,les nombre de cycle change. Un
deuxiéme préléevement de méme volume est réaliggs djamplification numéro 2. Et une
troisieme et derniere amplification de 4 cyclespt@mentaires est lancée. Les tubes de cette

derniere sont gardés.

En paralléle a la PCR, un gel d’'agarose a 1 %régtaré (70 mg d’agarose en poudre ;
gsp 70 ml de TAE 1X ; 70 ul de Bromure d’Ethidiurbq premiere amplification est déposée
dans les puits (10 pl par puits) et migrée pend@nninutes. Apres l'arrét de la migration, la
deuxieme amplification est déposée sur le mémedgels les puits correspondant a chaque
ADN, la migration de ce deuxiéme dépdt dure 10 neimet enfin la troisieme amplification
est déposée selon le méme processus. La troisieigetion dure 10 minutes. La

visualisation des bandes se fait apres la troisiangeation (appareil Biorad).
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Les amorces utilisées :

Qal5 (ss unit ) mouse CTGAGGGTTGCAATGTGATA
Qal3 (ss unit a) mouse GGCAGTTGATTGTCGATCTGA
QLHS (LHB) mouse GAGTGTGAGGCCAATTCACTG
QLH3 (LHB) mouse CTTCCCTACCTTGGGCACCT
Qisl5 mouse CGATGGAGCTGAGTTGGAGC
QisI3 mouse AGAGAGGATGCTGGTGCTGT
RPri25 rat ATCCTTCCTTTCTGGCCACT
RPrI23 rat ATGACCACTGGGACCACACT
POMC5 mouse TCTGTGCTAACGCCAGCCTC
POMC3 mouse TGAGCCTTGGACGTGACCTTC
FSHb5 mouse CTGCTCTGTGGCATTTAGAC
FSHb3 mouse CTGGGGAAAGCTGAACACTGA
mMHPRTprom5 mouse CCTCCGGGGACGGAGCCT
mHPRTprom3 mouse CGACGCTGGGACTGCGGGTCGGCAT
RHPRT5 rat CCAACTTGTCAGAACAGAGTC
RHPRT3 rat CAGTGAGGTAAGTCCAACGCT
MS ChIP 1F mouse GCTAACCTGTGACGTTTCCA
MS ChIP 1R mouse TTGGGTCCTGCTCAAGAGAT

2.7.2 La PCR en temps réel

Les PCR en temps réel ont été effectuées en utiliSaput (1%) et les ADN purifiés.
Les ratios ont été calculés en appliquant le cadoitant R (%) = 2 (CP nPutCe éluay x 172
efficacités) 3 la norme de courbe efficacités tirées pour chaire d'amorces obtenues a partir
de LightCycler 480 logiciels (Roche Diagnostics).

2.7.3 Détermination des intensités de fluorescence

2.7.3.1 Par PCR semi-quantitative
(Figure 16a/b ; 17a/b ; 18a/b ; 19a/b ; 20a/b ; 2@/ 22a/b ; 23a/b)

L’intensité de fluorescence des fragments d'ADNenbe par PCR semi-quantitative a
été mesurée a l'aide du logiciel Image J, dévelgpele National Institute of Health. Le
rapport de l'intensité de l'apport (Input) totah4) sur l'intensité du contréle négatif.d)
fournit une premiére estimation permettant d’apieréda qualité des PCR et des
immunoprécipitations. Pour chague géne et dansuehdignée, la quantité du fragment
amplifié apres immunoprécipitation (D est exprimée en fonction d’Imax en pourcentage

selon la formule suivante o Est l'intensité de fluorescence du fragment amplif

164



Qi = ((lip-lco) / (Imaxlcs)) X 100

Ces mesures ont été comparées aux résultats olgand®CR en temps réel sur les

mémes chromatines.

2.7.3.2 Par PCR quantitative en temps réel
(Figure 16¢ ; 17c; 18c; 19c; 20c ; 21c; 22c ;@3

Les amorces utilisées s’hybrident a proximité ¢kl dinitiation de la transcription des
genes. Les "cycles de sortie" (Cp) de chaque ADMumoprécipité Cp et de I'apport total
(Cpmax : 100%) sont utilisés pour déterminer la fraction @M total immunoprécipité en
appliquant la formule :

% Apport total = $Cpmax - CplP) x (1/2 efficacité))

2.8 Extraction d’ADN génomique

Les ADN génomiques des cellules en cultuf&-1, LBT2, GT1-7, PC12, GH3B6 et
AtT20 sont extraits afin d’étudier I'état de métybn. Aprés avoir été décollées par
digestion a la trypsine (Sigma), les cellules doamsférées dans des tubes de 2 ml et sont
incubées a 65°C pendant 5 h dans 500 ul de tam@dysd [100 mM Tris(HCI) pH8.5; 5
mM EDTA ; 0,2% SDS ; 200 mM NaCl ; 100 pg/ml Protse K ; dans de I''D]. Apres les
5 heures d’incubation, une extraction au phénadctibrme est effectuée. 500 ul de phénol et
500 pl de chloroforme sont ajoutés dans chaque tube fois bien mélangés, les tubes sont
centrifugés pendant 10 minutes, a 15°C a 12000 ks phases supérieures sont récupérées
délicatement et mises dans des tubes propres. 580 ¢hloroforme sont ajoutés a la phase
récupérée. Les tubes sont mélangés puis centrifuggedant 10 minutes a 15°C a 12000 rpm.
Les phases supérieures sont récupérées et trassfdeins des tubes propres. Afin de
précipiter les pelotes d’ADN, 25 pl de NaAC 3M/5M50 pl d’EtOH 100% sont adjoints
aux phases supérieures récupérées. Les tubes githd at les pelotes d'’ADN deviennent

visibles en se condensant. Elles sont prélevéelésé a température ambiante dans des tubes
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propres ouverts. Lorsque I'EtOH s’est évapore, IMBst repris dans 50 ul diB pure puis

dosé au Nanodrop.

[C] ors-1= 2.318 pg/pl [Chir20 = 1.76 pg/ul
[C] Ghsse = 2.63 pg/l [Clr1.7= 0.858 pg/ul
[C] Lpr2=3.615 pg/ul [Chcio= 1.74 pglul

2.9 Immunohistologie

Les solutions a préparer sont :

- 1XPBS + 1% BSA. Pour 100 ml, déposer 1g de poB&#& en surface et laisser décanter
sans intervenir. Homogénéiser par retournements lgnt préparer de la BSA 10%,
aliquoter et stocker a -20°C).

- 1X PBS + 1% BSA + Triton X-100 0,25%. Dans 10mlldesolution précédente, diluer
(sans agiter) 25 pl de Triton X-100.

- 1X PBS + 0,25% Tween20. Dans 100 ml de 1X PBS,edilgans agiter) 250 ul de

Tween20.

Les échantillons de tissus hypophysaires d’embrymssouris a E13.5 et de souris
adultes de 3 semaines sont prélevés. Les hypopbgsedixées au paraformaldéhyde (PAF)
a 2% dans 1X PBS pendant 2h a 4°C, puis sont leuéds PBS 3 fois 30 minutes a 4°C.
Les tissus sont ensuite cryocongelés dans du P&8s&118% toute une nuit puis lavés au
1X PBS 3 fois 30 minutes a 4°C.

Les hypophyses sont coupées au cryostat, a 7uraisd&pr et les coupes sont disposées
sur des lames de microscopes puis chauffées adifagfixation des coupes sur les lames se

fasse correctement.

Une zone de 1cm? environ a été délimitée au Dakapenles lames apres les avoir
chauffées 1h et fixées 10 minutes au méthanol @-20a saturation des sites non spécifiques
se réalise dans (1X PBS, 1% BSA, 0,25% Triton X;18¥F) 1 heure a température
ambiante. Les incubations avec les anticorps premainti-Isletl (souris), utilisé au 1/98et
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anti-FOXL2 (lapin), utilisé au 1/360°se font pendant la nuit & 4°C. Les anticorps ddnés
dans une solution de (1X PBS + 1% BSA + 0,25% TrXeh00). Les coupes sont lavées
dans un borel 3 fois 10 minutes a température artdhialans une solution de 1X PBS +
0,25% Tween20. Les lames sont incubées 1h a tetupgrambiante avec les anticorps
secondaires anti-souris Alexa rouge dilué au B0fbur ISL1 et anti-lapin Alexa vert dilué
au 1/508™ pour FOXL2. Les coupes sont lavées dans un bor&is 10 minutes a
température ambiante, dans une solution de 1X PBXR25% Tween20. Les coupes sont
ensuite incubées la nuit a 4°C avec les anticorpaames anti-TSH (cobaye) utilisé au
1/506™ anti-LHB (lapin) utilisé au 1/300 et anti-LH3 (souris) utilisé au 1/368° Les
anticorps sont dilués dans une solution de 1X PBB6+BSA + 0,25% Triton X-100 Les
coupes sont lavées dans un borel 3 fois 10 mirutempérature ambiante, dans une solution
de 1X PBS + 0,25% Tween20. Les lames sont ensuiigbées pendant 1h a température
ambiante avec les anticorps secondaires anti-sAleia rouge, anti-lapin Alexa vert et anti-
cobaye Alexa vert. lls sont dilués au 1/8t0dans du 1X PBS + 0,25% Triton X-100. Les
coupes sont lavées dans du 1X PBS et incubéesésenme de DAPI pendant 5 min puis

rincées. Les lames sont montées avec du cytiflugrghaservées au microscope.
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3 Résultats

De nombreux exemples illustrent la diversité désssd'initiation de la transcription
pour un méme géne au sein de différents tissude Gkd¥ersité a souvent pour origine
I'existence de promoteurs alternatifs et donc wfiétés régulateurs différents. Pour isoler et
analyser un promoteur, il est donc impératif de aftna le site d'initiation de la transcription
dans les tissus d'intérét, ici les cellules gonagpats. Ces sites d'initiation en effet définissent

guel promoteur est utilisé dans tel ou tel tissu.

L'identification du site d'initiation de la trangution disll dans le contexte
gonadotrope était un préalable nécessaire pourseéédles constructions comportant le
promoteur dsl1 ou des fragments de ce promoteur associés auggperteur luciférase.

3.1 Détermination du site d’initiation de la transcription du génelsil

Amorce 3'
Oligo(dT)

Transcription 5'RACE CDS primer

BD Smart Il A

oligonucleotide

réverse

IAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG

5'universal primer

(long)
5'universal primer

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

CTAATACGACTCACTATAGGGC

Amplification (short)
Amorce 31 ACAGATATGGGAGACATG
Amorce 32 AGCTGTACGTGCTTTGTTAGG
Amorce 33 AGTGCAGCATAGGCTTCAGCAAG
Amplification Nested universal
) IAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
"Nested" primer A (NUP)

Pour déterminer la position du site d’initiatioa ttanscription du genkslldans les

cellules gonadotropgesous avons mis en ceuvre la technologie 5’'RACEi(Rapplification
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of cDNA ends). A cette fin, nous avons utilisé undommercial de chez Clontech qui met a
profit I'activité terminale transférase des traipeases réverse du MMLV. Outre leur activité
transcriptase réverse, ces enzymes ajoutent eéhaixé 3' de I'ADN simple brin transcrit trois
a cinq dC. Ainsi, lI'une des amorces 5' fournie dankit commercial comporte une séquence
spécifigue se terminant a son extrémité 3' par uly pi&s suffisant pour permettre

I'hybridation avec I'extrémité poly(dC) des brigserses néosynthétis@svitro.

Les cDNA ont été obtenus a partir d'ARN totaux &iksret purifies de cellulesl 3-1,
réverse transcrits en utilisant I'amorce 5’RACE Ca@Skit contenant essentiellement un
oligo(dT) permettant l'initiation de la synthésgeise du premier brin a partir de la séquence
poly(A) des ARNm. L'amorce 5' ci-dessus décriteimsiuse dans la réaction, s'’hybride aux
extrémités poly(dC) des ADNs simple brin synthé&igt relance la transcription réverse,
permettant ainsi l'inclusion d'une séquence sppafi"BD Smart" a l'extrémité 3' des
premiers brins synthétisés. L'amplification estugiesréalisée avec un meélange de deux
amorces 5', longue et courte, et, dans 3 réactseépsarées avec 3 différentes amorces 3'
spécifiqgues du génésll, la premiere recouvrant le codon ATG (amorce 3)seconde
s'’hybridant dans I'exon 2 (amorce 32) et la troigi@ans I'exon 3 (amorce 33). Une seconde
réaction de PCR "semi-nested" a été le plus sowféettuée en utilisant I'amorce NUP pour
obtenir le produit final d'amplification. Les prothiiont été déposés et analysés sur gel
d'agarose. Seule I'amplification avec I'amorcgBgure 8) a engendré un produit de PCR
compatible avec la position présumeée du site @dition disll. Les autres réactions ont soit
échoué soit généré des produits de taille troptepfinissant dans la séquence codante du
géene, suggérant une dégradation des ARNm ou unBaae réverse transcription avortée.
La bande Nup/32 obtenue a été ensuite extraitg@grée dans le plasmide pGEM®-T Easy.
Apres ligature dans le vecteur et transformatiamsdas cellules compétentes E. Coli D15
les clones recombinants ont été criblés par PE@gure 8) et I'ADN plasmidique des clones
positifs isolé et purifié. Le séquencage a pernascdnfirmer que le site d’initiation de
transcription du genésll dans les cellules gonadotropes est identique @ déktrit dans

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). listie a 266 pb en amont de 'ATG.

Les étudedn silico (Figure 9) du promoteur du géne réalisées avec le logicidigae
"CpG plot" (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpmp) ont permis de mettre en lumiere la

présence d’'un ilot CpG d'une longueur de 572 pB3db a +147 pb) qui recouvre le site
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d’initiation de transcription (CpG ratio observééaidu > 0,60 ; %G+%C > 50 ; longueur >
200 pb). Cet ilot CpG se situe donc dans une pasitiut a fait traditionnelle chez les genes a
flot CpG, autour du site d'initiation de la trangtion. Ces genes a ilot CpG appartiennent
classiqguement a la catégorie des géenes de ménagseke@ping genes), genes d'expression
ubiquiste. Cette classification est quelque peugeran cause. En effet, on estime désormais
gue 70% des génes présentent cette structure. Hapaace dsl1 a cette classe n'en fait pas
un géne d'expression ubiquiste comme nous poulem®nstater au sein des différentes

lignées hypophysaires et non hypophysaires que aauss analysees.
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Amorce 5 Amorce 31 Amorce 32 Amorce 33

> - -— -—
- >
il
I Exon1 ATG Exon 2 Exon 3
SST Intron 1 Intron 2

J

\ 275ph J

446 pb

527 pb

Figure 8
Détermination du site d'initiation de la transcription du géenels|1

Le site d'initiation de transcription du get&l murin se trouve au sein du premier exon. |l e27a pb en
amont de 'ATG. Les amorces utilisées pour la déteation du SST sont I'amorce 5, au niveau du site
d’initiation de transcription présumé, et trois ao@s antisens : 'amorce 31 au niveau de I’ATGnbece 32 se
trouvant a la fin du deuxiéme exon et I'amorce @2lébut du troisiéme exon.

Les cDNA obtenus a partir d’ARN totaux extraitspetifiés de cellules gonadotrope$3-1 ont été amplifies
par PCR. Le fragment de 446 pb compris entre lexrees 5’ et 32 a été utilisé pour déterminer latrsdu
site d'initiation de transcription par séquencage.
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Observed vs Expected
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Figure 9
llot CpG au niveau du promoteur du gendSL1 humain

Les étudesn silico de la séquence du promoteur du gene ISL1 sur Edsmrab le logiciel « CpG plot » ont
permis de mettre en évidence un ilot CpG de longdelb72 pb recouvrant le site d'initiation de satiption.

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/SummayREHEG00000016082;r=5:50678921-50690564 ;
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/)
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3.2 Etude de I'activité du promoteur.

Avec pour objectif de définir la capacité du proeot du genelsll a diriger
spécifiguement ou non I'expression du géene rappodans la lignée hypophysaind3-1 et
LBT2, nous avons obtenu de @g M. Evans le promoteurldl1l déja inséré dans le plasmide
pGL3 basic (Promega). Ce promoteur comporte -4a8Y4m 5' et +222 pb en 3' du site

d'initiation de la transcription en amont du geneitéraserFirefly (Lin et al, 2007).

Par ailleurs, différentes constructions présentiast délétions dans le promoteur ont
été effectuées en mettant a profit les sites denreissance pour des enzymes de restriction
présents exclusivement dans la partie promotrisérée dans le plasmide (cf. Matériels et

méthodes).

L'étude de l'expression du gerisll a tout d’abord été réalisée par transfection
transitoire sur les lignées cellulaires hypophysalf3T2 etaT3-1, la lignée neuronale PC12,
la lignée lactotrope GH3B6, la lignée corticotrdjtd 20, la lignée hypothalamique GT1-7 et
une lignée contrdle de cellules de hamster chimessCHO.

3.2.1 Activité ubiquiste du promoteur d'Isll dans différentes lignées
cellulaires

Les expériences de transfections transitoires aét effectuées sur les lignées
cellulaires en utilisant les vecteurs luciférase pmnant soit le promoteur de 1.1 kb du
Gnrhr, soit le promoteur de 5 kbldl1l. La construction comportant le promoteur @arhr
est utilisée ici comme un promoteur de référencpaloie de diriger spécifiquement
I'expression du gene rapporteur dans les cellubesmdptropes. Le promoteur minimal du
géne de la prolactine comporte les 35 pb de partl'aitre du site d'initiation de la
transcription, notamment la boite TATA. Il présentee activité¢ minimale dans les cellules
gonadotropes. Il constitue un contrdle négatif.ctiaté luciférase a été mesurée 40 heures

apres la transfection. Les résultats sont préssntdaFigure 10.

D’un point de vue général, I'activité du promotelg 5 kb dsl1 est élevée et plus
importante que celle du promoteur @arhr quelle que soient les lignées compar€zsmme
attendu, celui-ci ne s'avére actif que dans lex tignées gonadotropesIL2 etaT3-1. Par

ailleurs, l'activité du promoteurlsll est moins importante dans les cellules GH3B6pat2L
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comparée aux celluleaT3-1, AtT20, GT1-7 et CHO. Ces résultats suggéemosieurs
hypotheses : 1 - I'expressiomstl est ubiquiste, 2 - I'ensemble des éléments preskamis les
5 kb du promoteur sont insuffisants pour conférez arpression cellulaire spécifique, 3 -
d'autres mécanismes, notamment de type épigénétiqadifications de I'ADN et/ou des
histones), sont impliqgués. Ces modifications épiti@énés par définition n'affectent pas les

vecteurs en transfection transitoire.

Pour confirmer ces données, nous avons testé piasi®nstructions présentant des
promoteurs portant différentes délétions. De plies études de ChIP-on-Chip réalisées dans
le cadre d'un autre projet du laboratoire portamtls facteur forkhead FOXL2 nous ont
conduits a tester l'implication éventuelle de cetdiar dans l'activité du promoteunstil
(résultats non publiés). Dans ces approches de-@iEhip, la chromatine isolée de cellules
gonadotropesT3-1 avait été immunoprécipitée par I'anticorps-BQXL2 puis analysée sur
puce de promoteurs, révélant le promotetsildcomme l'une des cibles principales de ce
facteur de transcription. D'apres ces analyses,[X®¢ lie au sein d’'une région s'étendant de
-2270 pb a -985 pb qui présente des motifs spé&efid’-CTCAAGTCA-3' a -2034 pb et 5'-
AGCTTGAC-3 a -1841 pb susceptibles effectivemeimtdragir avec FOXL2. En paralléle
des approches par transfection transitoire, noussavérifié la présence vivo de FOXL2

dans les cellules gonadotropes hypophysaires.

3.2.2 Etude par immunohistochimie de la localisation de ©XL2 dans
I'nypophyse.

Des expériences d'immunohistochimie réalisées suhygpophyses adultes de souris
de trois semaines ont permis de vérifier la loasii;m de FOXL2 dans les cellules
gonadotropes et thyréotropes. A cette fin, I'anfiso anti-FOXL2 dilué au 1/360°
I'anticorps anti-TSH au 1/508™ et I'anticorps anti-LH au 1/506™ ont été successivement
ou en parallele appligués sur des coupes d'hypephyss résultats montrent une co-
localisation entre FOXL2 et et entre FOXL2 et TSP Par ailleurs, la posthypophyse est
totalement négativ@-igure 11a/b/q.
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3.2.3 Etude du promoteur du génelsll par « délétion» de différents
fragments en présence ou en absence de FOXL2

Les constructions luciférase comportant le promot#isil affectés de différentes
délétions ont été co-transfectées avec les vecarpression de FOXL2, d'ISL1 ou le
pcDNA3 (vecteur contréle vide) dans les cellulesagtmropesuT3-1. Les résultats obtenus
montrent qu'aucun des deux vecteurs d'expressst@sieseul ou en combinaison, n'affecte
I'activité du promoteur d6l1, quelle que soit la délétion testée. Par contes, différentes
délétions modulent l'activité du promoteur, suggérbexistence d'éléments répresseurs.
L'activité du promoteur de 5 kb est en effet claieat inférieure a celle du promoteur de 540
pb. Ces résultats n'excluent pas que FOXL2 (ou )Stdrticipe a la régulation de la
transcription et au maintien de I'expression du g&ig& par liaison spécifigue sur son
promoteur en coopérant avec d'autres facteurs demtifiés qui seraient indispensables a la
fonctionnalité de FOXL2. Les résultats sont repnése sur ld&igure 12
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Figure 10
Activité ubiquiste du promoteur d'Isl1 dans différentes lignées cellulaires

Des plasmides contenant les promoteurs de 5 Idiilcdgt 1,1 kb duGnrhr ont été transfectés transitoirement
dans les cellules des lignées hypophysau@8L, LBT2, GH3B6, AtT20), hypothalamiques (GT1-7), neusale
(PC12) et ovariennes (CHO) en culture. L'activiédative de la luciférase a été mesurée 40h apmasfection
dans chaque lignée.

176
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Figure 11
Etude par immunohistochimie de la localisation nucléaire de FOXL2 dans
I'adénohypophyse.

A : colocalisation de FOXL2 (en vert), de BKen rouge) et du DAPI (en bleu).
B : colocalisation de FOXL2 (en vert), de TfBkén rouge) et du DAPI (en bleu).

C : adénohypophyse et posthypophyse de souris égéeois semaines : FOXL2 en vert esk77
localisé spécifiquement dans I'adénohypophyse lecatisé avec L.
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Figure 12

Etude du promoteur du génelsl1 par « délétion » de différents fragments en préseewmu en

absence de FOXL2 dans les cellules gonadotrop€E3-1.

A : la séquence promotrice de 5 kb en amont du BTl a été utilisée pour réaliser différentes consiouast
Cette séquence a été digérée par plusieurs enzdenestriction (indiquées en orange : Kpnl, Spédllj ANdel,

, BstXl et Nhel). Ces constructions furentégrées dans un plasmide pGL3-basic (Promega) puis

transfectées transitoirement dans les cellulesdpin@pesuT3-1 en culture. Les différentes couleurs permetten
de distinguer en bleu le promoteur d’Isl1, en Vantégion mise en évidence par ChlP-on-chip dangdie se
trouvent les motifs potentiels de liaison de Fo@Récifiés par deux barres en noir), en violedt'iCpG de 572
pb a cheval sur le site d'initiation de transcopt{SST+1), en rose la séquence codant la lucdérasfly (Luc

B : Résultats de la transfection transitoires. tiai® luciférase a été mesurée 40h aprés co-teatish en
présence ou non de FOXL2 et d'ISL1.

178



3.3 Analyse de l'expression du gene endogene codant IEL

Pour déterminer si le gene endogéene codant ISlitle§garimé de maniére constitutive
dans ces différentes lignées, nous avons mesurdR&sm d'ISL1 par PCR quantitative
(Figure 139. S’ajoutent aux lignées testées en transfectamsttoire, les lignées gonadique
mLTC1 et rétinienne RGC5. Deux genes de référence é&é utilisés: ceux de la
cyclophilline et de I'hypoxanthine phosphoribosgitsféerase (HPRT). Les résultats sont
exprimés en calculant les moyennes des Cp norrealesgst-a-dire les Cp de sortidstll
divisés par les Cp de sortie des genes de référepcphilline et HPRT. Concernant les
cellules GH3, I'HPRT n'est pas un bon géne deagéér puisque ces cellules ne I'expriment
pas ou trés peu (la moyenne des Cp est égale &y8es dans les GH3 comparé a 23 cycles
dans les autres lignées) en accord avec les domeéds littérature (Melmed, 1982). Par
contre, les Cp de sortie de la cyclophilline sorgum®up plus homogénes, en moyenne a 18-
19 cycles. L'HPRT ne constitue pas dans ces expeafe une référence adéquate. En
revanche, le géne de la cyclophilline affiche uofipd’expression homogéne et constitue
donc une bonne référence. Si I'on compare lestaésubpportés a la cyclophillinks|1l est
fortement exprimé dans les celluleBT2 et les GT1-7, plus faiblement dans les ligneE3-

1 et PC12. Dans les lignées GH3B6 et RGEA, est peu exprimé et il est indétectable dans
les lignées AtT20 et mLTCL1. Il y a donc une fortadéquation entre les résultats obtenus par
transfection transitoire traduisant une activitéquiste du promoteur Igl1 et ceux obtenus
par quantification des ARNm illustrant une expressplutét spécifique du tissu, notamment
au niveau hypophysaire : ISL1 étant absent dansdlgles de type corticotrope (AtT20),
faiblement exprimé dans les cellules lacto-somapas et plus fortement exprimé dans les
cellules gonadotropesa(3-1), notamment les plus différencieesp(R). Ces données
contrastent avec celles obtenues avec le ger@endar (Figure 13b). En effet, les niveaux
d'’ARNm duGnrhr ne sont détectables que dans les cellules gopasttT3-1 et LBT2, en
adéquation avec les résultats de transfectionitoies

Pour confirmer ces résultats, les extraits nuaéaiies lignéesT3-1, AtT20, GH3B6,
GT1-7, LBT2 et PC12 ont été isolés et analysés par westetr{Higure 14) en utilisant un
anticorps monoclonal dirigé contre ISL1 (aldit 39-4D5). Cet anticorps est produit par un
hybridome sécréteur cultivé au laboratoire et abtewprés du Developmental Studies

Hybridoma Tissue Bank (National Institute of Childealth and Human Development,
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University of lowa, Department of Biological Sci@s}. Ces données confirment
partiellement les résultats obtenus par PCR quadintt L’anticorps révele dans cette
expeérience plusieurs especes immunoréactives dant du moins pourraient correspondre
aux isoformes d'ISL1, ISktlet ISL13 (Ando et al, 2003). La forme alpha de 39 K egtlies
abondante. Nous pouvons remarquer I'absence deslolant les extraits obtenus a partir des
lignées cellulaires AtT20 et GH3B6 qui constitudohc de bons témoins négatifs, en accord
avec les données obtenues par PCR quantitativeardt pes extraits provenant des autres
lignées GT1-7,aT3-1, LBT2 et PC12, l'anticorps anti-ISL1 révele les dewspeees
moléculaires susceptibles de correspondre aux dmidermes d'ISL1. Si ces résultats sont
globalement cohérents avec ceux obtenus par PCRitgti@e, ils different néanmoins par
les niveaux relatifs de protéines (western blot)d&RNm (PCR) détectés. Outre des
régulations post-traductionnelles, notamment daes the dégradation différentielle dans les
différentes lignées, la localisation intracelluidattes ARNm, majoritairement localisés dans le
cytoplasme, et celle des protéines, essentiellemetéaires, pourraient expliquer ces

divergences.

La confrontation des résultats des expériencesamsfections transitoires avec celle
de mesure des ARNm par PCR quantitative et de®ipest par western blot permet déja
d'éliminer I'nypothése d'une expression ubiquisisld, notamment dans les lignées
hypophysaires testées. L'hypothése d'élémentsatégus localisés a I'extérieur du promoteur
de 5 kb fait I'objet d'un projet a part compte teleul'ampleur des technologies a mettre en
ceuvre, notamment la transgénese transitoire etska & point de lignées gonadotrop@s-

1 et LBT2 capable d'intégrer dans un site unique du génonomén le géene complet d'ISL1
associé a un gene rapporteur luciférase. Nous soosmes donc plus particulierement

intéressés aux modifications épigénétiques.
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Figure 13

Analyse de I'expression du gene endogéne codanplatéine ISL1 et GnRHR par gPCR en

temps réel.

Mesures du taux d’ARNm relatif codé gall (A) et parGnrhr (B) dans les lignées hypophysaitsd$3-1, LBT2,
GH3B6 et AtT20, dans la lignée hypothalamique GT1d@ns la lignée neuronale PC12, dans la lignée
gonadique mLTCL1 et dans la lignée rétinienne RGCEs mesures ont été normalisées : pour Isll (A) par
rapport a la cyclophilline (en gris) et &prt (en noir) et pour Gnrhr (B) par rapport a la cyptidline
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) Figure 14
Etude par Western blot de la protéine ISL1 dans lekgnées cellulaires

Des extraits nucléaires des lignées hypophysaif8sl, L3T2, GH3B6 et AtT20, de la lignée hypothalamique
GT1-7 et de la lignée neuronale PC12 ont été a@slyar western blot en utilisant I'anticorps asti-139-4D5.
Aprés une exposition de 15 secondes, une bandendatei correspondant a l'isoforme kslde poids 39 kDa et
une bande plus faible correspondant a I'isofornfBisont révélées dans les cellules des lignées hysaphs
aT3-1 et LBT2 ainsi que dans les cellules de la lignée hypath@ue GT1-7 et de la lignée neuronale PC12. En
revanche, ces deux bandes ne sont pas détectéelesiaellules des lignées hypophysaires GH3BGE2G®
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3.4 Modifications épigénétiques d'Isll dans les difféemtes lignées

hypophysaires

L’inactivation ou l'activation de la transcriptiod'lsl1 pourrait s’expliquer par une
régulation épigénétique des histones et de ’ADblurRevaluer l'impact de ces éventuelles
modifications, nous avons choisi de les comparegli@s observées sur les genes marqueurs
du lignage gonadotrope comme @Garhr, la Lhg, et laFshs, des lignages gonadotrope et
thyréotrope comme |&€ga et enfin des lignages lactotrope et corticotrapspectivement la
Prl et laPomc.De plus, nous avons aussi analysé un gene d'eipragsiquiste Hprt. Dans
un premier temps, nous avons analysé et compastueture de ces différents promoteurs
notamment leur richesse relative en G et C et lddoce des sites potentiels de méthylation,
les dinucléotides CpG.

3.4.1 Etudes comparées des promoteurs

Dans le cadre de cette étude, nous avons en prieuegalisé I'étude comparée de la
structure des différents promoteurs des geneslgsanalsll, Gnrhr, Lhg, Fsh, Hprt etCga,
dans cinq lignées cellulairesT3-1, L3T2, GH3B6, GT1-7 et AtT20. L'étude des gerek
etPomca été circonscrite aux lignées GH3B6 et AtTRig(re 15).

Ces promoteurs se classent en deux grands grolggepromoteurs riches en G et C,
et ceux riches en T et A. Les promoteutsld]’ deHprt et deLhp appartiennent a la premiére
classe avec des pourcentages respectifs de 5321%p ®t 53,6% de G et Eigure 15a) Ce
pourcentage élevé de G et C dans le promoteuhglest inattendu et pourrait s'expliquer par
la forte pression de sélection s'exercant sur geftee du géne qui, dans les gonades, est en
grande partie codante (Zhang et al, 1995). Pauad| I'ilot CpG déHprt a été pris en compte
soit 1000 pb environ en aval du site d'initiatica ld transcription. Les géen&nrhr, Fstp,
Cga et Prlont des taux de T et A majoritaires, respectiven@&hb%, 61,7%, 59,1% et
61,3%. Enfin, le promoteur de Romcs'avere équilibré avec un pourcentage quasi élguitva
de chacune des bases (49,3 et 50,7%). Nous avateréamt dénombré le nombre de sites
potentiels de méthylation, les CpG, et comparéeciéiquence a celle attendue d'apres la
composition en bases de la séquence elle-méme)X{f(®)/2]). Deux classes de genes a
nouveau ressortent de cette comparaison, ceux ldomapport CpG observés sur CpG

attendus (O/E) est supérieur a 0,6 comprenantrasqieurs duGnrhr, disllet dHprt, les
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autres genes ayant un rapport O/E inférieur afs85( Lhg, Cga, PrletPomq (Figure 15b).
Seulement deux parmi ces géenes possedent un i®tI€lpet Hprt, et 5 possédent une boite
TATA, Fshp, Lh, Cga, PrletPomc.Le Gnrhr n‘appartient ni a I'une ni a l'autre classe.
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Figure 15
Etude comparée des promoteurs des génelg, Fshg, Cga, Gnrhr, Prl, POMC, Isllet Hprt.

A : Fréquence (en pourcentage) de chaque basenpédans les 2kb en amont du site d'initiation des
promoteurs de chaque géne. Pour le dépe, cette fréquence a été calculée en prenant entedmpremier
intron qui contient l'ilot CpG.

B : Fréquence des CpG (rapport des CpG observésesu€pG attendus) dans les 2kb en amont du site
d'initiation des promoteurs de chaque géne. PogeleeHprt, cette fréquence a été calculée en tenant compte
du premier intron. La ligne bleue correspond adeewr de 0.6 qui est la limite inférieure de frémpedes CpG
pour laquelle I'on définit la présence d'un ilotGp
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3.4.2 Modifications des histones

Nous avons recherché les corrélations entre I'egme de ces geénes, la structure de
leur promoteur et des modifications des histoness das lignées gonadotrope33-1 et
LBT2, corticotrope AtT20, lacto-somatotrope GH3B6satjue dans la lignée hypothalamique
GT1-7. A cette fin, la chromatine de ces différenignées a été isolée aprés fixatiorvivo
par la formaldéhyde puis immunoprécipitée par diifiés anticorps capables de reconnaitre

les modifications de I'histone H3 suivantes :

- Acétylation des Lys 9 et 14
- Acétylation de la Lys 14

- Triméthylation de la Lys 4
- Triméthylation de la Lys 27

L'anticorps anti-polymérase Il phosphorylé sur &55a été utilisé comme contrdle
théoriquement positif de la transcription du geoe.bruit de fond (ou contréle négatif) est
déterminé en absence d'anticorps tandis que leer&fé positive est obtenue par amplification
de I'ADN isolé de la chromatine avant immunopréeipn (apport total, input ou 100%).

Nous avons dans un premier temps procédé a |'anabmi-quantitative des ADN
obtenus par immunoprécipitation de la chromatineese fin, les ADN ont été amplifiés par
PCR classique en prélevant des échantillons ersabamplification, en général a 4 cycles
d'intervalle, a 30, 34 et 38 cycles. Cette approuhes a permis d'évaluer aussi la qualité des
immunoprécipitations dont certaines ont été ensaantdysées par PCR quantitative en temps

réel.

3.4.2.1 Analyses des génes ubiquiste et non gonadotropes

Globalement, nous avons pu observer que les matidits de la Lys 4 et de la Lys 27
par triméthylation (respectivement K4Me3 et K27Me&pient sans conteste les plus
révélatrices et les mieux corrélées a I'état diétdes genes analysés. Sur ces bases, nous
avons considéré préférentiellement le rapport K4Ke3Me3. Lorsque celui-ci est
largement supérieur a 1, le géne se révele actibeetsitue dans un environnement

chromatinien ouvert. S'il est inférieur a 1, le gese localise dans un environnement
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chromatinien fermé. Nous avons ensuite tenté diévdlimportance des autres modifications

et du recrutement de la RNA Pol Il au site d'inibia.

Le géne Hprt

L'analyse des marques de modifications sur le gépet (Figure 16), géne
d'expression ubiquiste, révéle le recrutement dendmque K4Me3 (triméthylation sur la
lysine 4, marque d'activité, chromatine ouvertensdtoutes les lignées, a I'exception de la
lignée GH3 lacto-somatotrope ou, exceptionnellemaaigene est connu pour y étre réprime
(Melmed, 1982). Dans ce cas précis, c'est la mak@irMe3 (triméthylation de la Lys 27,
marque d'inactivité, chromatine fermée) qui prédmmiLa présence de la RNA Pol Il est
également clairement recrutée lorsque K4Me3 edepté s’accompagnant de la présence
assez variable des histones portant les acétysasonles lysines 9 et 14. Dans les cellules
GH3B6, les marques d'acétylation ne sont pas d@&gchi par PCR quantitative, ni par PCR

semi-quantitative.

Les genes Prl et Pomc

Le genePrl (Figure 17) est exprimé dans la lignée lacto-somatotrope GiHéBla
Pomc (Figure 18) dans la lignée corticotrope AtT20. Ces deux gépadent la marque
d'activitée K4Me3 dans leurs lignées respectiveienmeent détectées au cycle 34. Egalement
présente la RNA Pol II, confirmant la corrélatiantre activité transcriptionnelle, et présence
de la RNA Pol Il avec la marque K4Me3 sur de casxdgenes dans les deux lignées. Les
résultats en PCR quantitative confirment ces obsiens illustrant un rapport
K4Me3/K27Me3 nettement supérieur a 1. Les marquesétylation K14 et K9 sont

€galement recrutées.

En conclusion, l'analyse des marques de modificatiode ces trois génes illustrent
clairement que l'activité transcriptionnelle s'accanpagne de la présence prédominante
d'histone portant une Lys4 triméthylée (K4Me3) avecun rapport K4Me3/K27Me3
nettement supérieur a 1, témoin d'une structure chwmatinienne ouverte et favorisant la
transcription. Le géneHprt, dont la structure du promoteur est différente decelle dePrl
et Pomc, obéit aux mémes regles, suggérant que les modificens d'histones sont

indépendantes de la structure du promoteur.
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Figure 16
Analyse des margues de modification des histonesrda géneHprt

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@&

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps cd, pas d'anticorpspol II, anticorps anti
polymérase Il (phosphorylée en SA};, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Acl4, dnittone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromesgi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaqliges.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefdN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaqueskg Le gradient de couleur est proportionnelradtisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour lésgefaintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel dans chaquédign

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semnifative sont identiques et situées a proxirdiiésite
d'initiation de la transcription. Les séquencestgoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes.
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Figure 17
Analyse des marques de modification des histonesrde genePrl dans la lignée lacto-
somatotrope GH3B6

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNé&sc
partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps c6, pas d’anticorpspol I, anticorps anti
polymérase Il (phosphorylée en SA};, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Acl4, dnittone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. La chromatin
immunoprécipitée a été isolée de la lignée lactoatotrope GH3B6.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pouege) a I'aide du logiciel Image J des fragmeriDil
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaqueskg Le gradient de couleur est proportionnelradtisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour légefaintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel réalisée sumi&ses échantillons.

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semifative sont identiques et situées a proxirditésite
d’initiation de la transcription. Les séquencestgmacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes.

189



A | POMC | C AtT20

:,;'\ 2,5000
\QQ & q‘} Y¢\\ YS? YC\\ YS? R 2,0000

AtT20

1,5000
38 i
1,0000

i - - . .
0,0000 . _—

30 cd pol Il Ac Acl4 K4 K27

y
‘IH ¢

| L'intensité de fluorescence des

fragments d'ADN

B
pol 1l Ac Acl4 K4 K27
AtT20 4,64% 2,70% | 4,90% 4,37% -0,21%
Figure 18
Analyse des marques de modification des histonasrde genePOMC dans la lignée corticotrope
AtT20

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNé&sc
partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps cd, pas d'anticorpspol II, anticorps anti
polymérase Il (phosphorylée en SBJ, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14¢14, anti-histone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur K&27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. La chromatin
immunoprécipitée a été isolée de la lignée comapm AtT20.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pouege) a I'aide du logiciel Image J des fragmeriDil
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaquebgLe gradient de couleur est proportionnelradiisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour lggefmintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel réalisée sumimes échantillons.

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semifative sont identiques et situées a proxirditésite
d’initiation de la transcription. Les séquencestgoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes
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3.4.2.2 Analyse des génes potentiellement exprimés dans les cellules gonadotropes

Concernantsll (Figure 19), il est clair que le rapport KAMe3/K27Me3 estgament
supérieur a 1 dans les lignées hypophysaifes1, LBT2 et dans la lignée hypothalamique
GT1-7 ou ce gene est exprimé comme le démontrentéleultats concordants obtenus en
transfection transitoire et en PCR quantitative. RI4A polymérase Il (RNA Pol Il) sous sa
forme phosphorylée sur la Ser5 dans ces mémeselgoénstitue un témoin de l'activité
transcriptionnelle @sl1. Les histones modifiées par acétylation sur lesngs 14 et 9 ou
seulement 14 sont aussi recrutées. En revanchg laléignée lacto-somatotrope GH3B6 et la
lignée corticotrope AtT20, le rapport K4AMe3/K27MeS8t inférieur a 1 et corrélé avec le
niveau faible ou non détecté des ARN messagefsitielans ces deux lignées. La RNA Pol
Il nest pas non plus détectée dans la lignée GHiBHBjuant que le genelsll est inactif
dans ces cellules. Par contre, dans la lignée AtIB2RNA Pol Il est nettement recrutée sur le
promoteur dsl1. Compte tenu de la présence de K27Me3 sur ce npForaoteur et de
'absence d’ARN messager @&l dans ces cellules, il est probable que la RNAIPes$t en
"pause”, non active, au site d'initiation de lans@iption ou a proximité (Cheng et Sharp,
2003). De fagon assez inattendue, les marquestylatan sur les lysines 9 et 14 sont

présentes quel que soit I'état d'activité du gene.

Concernant l&nrhr (Figure 20), on observe a nouveau une bonne corrélation Entre
rapport KAMe3/K27Me3 largement supérieur a 1, Espnce de la RNA Pol Il et I'expression
du gene dans les deux lignées gonadotrof@sl et L3T2. Les marques d'acétylation sont
egalement présentes. Dans les lignées cellulaiH2B6 et AtT20, I'absence d'expression du
géne est a nouveau corrélée avec un rapport KAN2&BAE3 largement en faveur de
K27Me3 avec des marques d'acétylation présentes aideaux trés variables : non détectés
dans les cellules lacto-somatotropes, €élevées aensdllules corticotropes. l@nrhr semble
étre, tout comme le genrsll, dans un environnement chromatinien ouvert dansigages
gonadotropes mais pas dans les lignées corticogbjecto-somatotrope. Enfin, le cas des
cellules GT1-7 est tout a fait particulier puisqu'Babsence d'expression du géne - le
promoteur duGnrhr est inactif en transfection transitoire et on néeck® pas d'ARN
messagers par PCR quantitative - K4Me3 et K27MeBt |wit indétectables (PCR

quantitative) soit trés faiblement recrutées (P@Risguantitative, cycle 34) dans un rapport
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proche de 1, comme en état d'équilibre entre &&teti inactivité. La RNA Pol Il n'est pas

détectée, suggérant que le gene du récepteuraesf mans cette lignée, comme attendu.

Pour conclure sur ces deux genedsll et Gnrhr portent les mémes marques
épigénétiques en fonction de I'expression des gerdans les différentes lignées testées.
Malgré des promoteurs aux structures différentes, otamment leur richesse respective
en C et G, les modifications des histones sont le€mes, apportant ainsi un début
d'explication a la régulation transcriptionnelle d'Isll qui s'effectuerait via une
conformation chromatinienne ouverte ou fermée (rapprt K4Me3/K27Me3), régulant
l'accés du promoteur aux facteurs de transcription.Le recrutement de la RNA Pol Il
phosphorylée n'apparait pas systématiquement corréla une transcription active au
moins dans le cas d&l1. Enfin les marques d'acétylation, a nouveau, et dmaniére assez

surprenante, sont peu corrélées a I'état d'activitéle ces deux genes.

L'analyse des trois autres genes exprimés darceliedes gonadotropes adulte$ys,
Fshp et Cga pouvait étre particulierement informative dansriasure ou les deux lignées
gonadotropes se situent a un stade de développeliffénént, plutdt immature dans le cas de
la lignéeaT3-1 qui n‘exprime que I&nrhr et Cgaet plus différencié dans le cas des cellules

LBT2 qui expriment les quatre genes.
Analyse de Cga

Le géneCga (Figure 21) code pour la sous-unité commune aux hormones TSH,
produite par les cellules thyréotropes, et LH eHFBoduites par les cellules gonadotropes.
Les cellulesaT3-1 et LBT2 expriment toutes deux a un niveau élevée la CGAci est
parfaitement corrélé avec la présence de K4Me3eeladRNA Pol Il. Dans les cellules
GH3B6 la RNA Pol Il est décelée, conjointement ak@ZMe3 et les marques d'acétylation
si I'on considere a la fois les données de PCR-gamntitative et quantitative. Dans les
cellules GT1-7, aucune marque n'est détectée BNIA Pol Il est absente. Enfin, seule la

RNA Pol Il et la marque d'acétylation sur la Lyssbht détectées dans les cellules AtT20.
Analyse de Lhf

Dans les lignées non gonadotropdsggre 22, GH3B6 et AtT20, le rapport

K4Me3/K27Me3 est respectivement nettement inférgedr et proche de 1 avec des niveaux
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respectifs de K4Me3 et K27Me3 tres faibles. Dasgleux lignées, on détecte la RNA Pol Il
Dans les cellules GT1-7, analysés seulement en sg@R-quantitative, les marques K4Me3
et K27Me3 sont a nouveaux faiblement recrutées danspport proche de 1 tandis que la
RNA Pol Il n'est pas significativement recrutéefiErdans ces trois lignées, les marques

d'acétylation sur la Lys14 sont trés nettementees.

Dans les 2 lignées gonadotropes la RNA Pol Il estgnte mais les marques d'activité
et d'inactivité sont differemment recrutées. K27MeBprédominante dans la lign€E3-1 ou
Lhs n'est pas exprimé. Dans la lignéfTR ou Lhp s'exprime, K4Me3 semble |égerement
prédominante, les deux marques étant présentesndvesu faible (en PCR quantitative). A
nouveau, les marques d'acétylation semblent maesfes non corrélées a l'activité du géene.

Analyse de Fshp

Dans les lignées non gonadotropes, les marquesviéaet d'inactivité sont réparties

surFshp (Figure 23) de maniere trés semblabl& @

Dans les lignées gonadotropes la situation egdrdifte. Comme précisé plus haut, ce
géne n'est pas exprimé dans les celldl€3-1 et on retrouve un rapport K4Me3/K27Me3
inférieur & 1. Dans les cellules3T2 ou ce géne s'exprime a trés faible niveau es sou
traitement par l'activine, les marques K4Me3 et M23 sont soit indétectables (PCR semi-
guantitative) soit tres faibles avec une prédonigeate la marque K27Me3. La RNA Pol Il
est recrutée sur le gene dans les deux lignéese@mant la LB et la FsB dans les cellules
LBT2, genes faiblement ou trés faiblement expriméssdees cellules, I'environnement
chromatinien semble mal défini, ni clairement otivpuisque la marque K4Me3 est
respectivement soit faiblement représentée sod#teutable, ni clairement fermé puisque la
marque K27Me3 est respectivement soit proche deanivde K4Me3 soit simplement
faiblement représentée. Au contrair€ga arbore les marques d'un environnement
chromatinien clairement actif. On peut émettre dthése qud-shj se situerait dans un
environnement chromatinien intermédiaire en colwawtrture,Lhs dans un environnement

plus ouvert eCgadans un environnement ouvert.
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Plus généralement, I'analyse de ces trois génes fiome que :

1 — les marques d'acétylation testées ne sont pagrélées de maniére évidente a

l'activité des genes

2 — la présence de la RNA Pol Il n'est pas révélate d'un état transcriptionnel

actif

3 — le rapport K4Me3/K27Me3 inférieur ou proche del est caractéristique d'un
état transcriptionnel inactif résultant d'un environnement chromatinien ferme, la

réciprogue étant également vraie
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Figure 19

Analyse des marques de modification des histonesrde genelsll

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps cd, pas d'anticorpspol II, anticorps anti

polymérase Il (phosphorylée en SB§, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14¢14, anti-histone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromexdi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaguéds.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefdN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaquebgLe gradient de couleur est proportionnelradiisité de
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour lidefmintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel dans chaquédign

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semifative sont identiques et situées a proxirditésite
d'initiation de la transcription. Les séquencestsoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes

195



A Gnrhr C LBT2

o0 asz'? 1,6000
° g » A S
s, S Fef o g o
& & F & & & & & «q _
1,0000
VT ey
0,6000 | |
0,2000
30 0.0000 -
cd pol Il Ac Acl4 K4 K27
- aT3
T T
0,1800
o
© 0,1600
& 0,1200
30 E(),Uﬂll! i
0,0600
GT1-7 0,0400 .
38 0,0200 T
_ == -
(£ pol ll Ac Acl4 K4 K27
e Rl LR
GT1-7
0,0001 ‘
0,0001
GH386 0,0001
E(HXM!\
0,0000
34 0,0000
0,0000
[ —— W
cd pol Il Ac Acl4 K4 K27
0,3000
0,2000
0,1000
0,0500 .
0,0000 = -
cd pol Il Ac Acl4 K4 K27
L'intensité de fluorescence des AtT20
B fragments d'ADN 0,4500
0,4000
polll  Ac  Acld K4 K27 .
LbT2 [16,91% 4,27% 5,91% 4,46% 0,93% g 02500
AtT20 0,48% 0,00% 2,57% 0,00% 0,16% o
GT1-7 2,25% 0,01% 4,01% 2,83% 0,35% 0,1000
GH3B6 0,03% 0,02% 0,09% 0,10% 1,36% 0,500 — N
. . 20000 —_— .
aT3-1 | 581% 2,68% 3,36% 4,63% 1,32% b pol Il Ac Acl4 Ka K27

Figure 20
Analyse des marques de modification des histonesrda geneGnrhr

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@&

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps cd, pas d'anticorpspol II, anticorps anti

polymérase Il (phosphorylée en SB§, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14¢14, anti-histone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromexdi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaguéds.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefdN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaquekgLe gradient de couleur est proportionnelradiisité de
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour lidefmintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel dans chaquédign

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semnifative sont identiques et situées a proxirdiiésite
d'initiation de la transcription. Les séquencestsoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes
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Figure 21
Analyse des marques de modification des histonesrde geneaGsu

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps ¢, pas d’anticorpspol I, anticorps anti
polymérase Il (phosphorylée en SBY;, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Acl4, dristone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromexdi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaguéds.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefddN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaqueskg Le gradient de couleur est proportionnelradtisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour lidefmintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR quantitative en temps réel dans chaquédign

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semifative sont identiques et situées a proxirditésite
d’initiation de la transcription. Les séquencestgacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes
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Figure 22
Analyse des marques de modification des histonesrda géneLhg

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@&

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps ¢, pas d’anticorpspol I, anticorps anti
polymérase Il (phosphorylée en SA};, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Acl4, dnittone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromesgi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaqliges.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefdN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaqueskg Le gradient de couleur est proportionnelradtisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour lésgefaintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR guantitative en temps réel dans chaquédign

Les amorces utilisées en PCR quantitative et semnifative sont identiques et situées a proxirdiiésite
d'initiation de la transcription. Les séquencestsoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes
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Figure 23
Analyse des margues de modification des histonesrda geneFshpg

A : PCR semi-quantitative a 30 cycles, 34 cyclea 88 cycles en utilisant comme matrice les ADNés@&

partir de la chromatine immunoprécipitée par défés anticorps ¢, pas d’anticorpspol I, anticorps anti

polymérase Il (phosphorylée en SA};, anti-histone H3 acétylée en K9 & K1Ag¢14, anti-histone H3 acétylée
en K14,K4, anti-histone H3 triméthylée sur KK27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromesgi

immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignéaqliges.

B : Mesure de l'intensité de fluorescence (en pentage) a I'aide du logiciel Image J des fragmefdN
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaqueskg Le gradient de couleur est proportionnelradtisité de
fluorescence, s'étageant du jaune clair pour lésgefaintensités au vert foncé pour les plus fortes

C : PCR guantitative en temps réel dans chaquédign
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semnifative sont identiques et situées a proxirdiiésite
d'initiation de la transcription. Les séquencestsoacisées dans le chapitre Matériels et Méthodes
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3.4.3 Analyse de I'état de méthylation dans les différems lignées

Pour analyser I'état de la méthylation du promotistl dans les lignées cellulaires
nous avons choisi une méthode simple de criblagedeapar amplification de I'ADN
génomique coupé ou non par des enzymes de rasiri€@ette premiére approche sera suivie
d'une caractérisation de I'état de méthylation ltkgoe dinucléotide CpG par traitement de
I’ADN au bisulfite de sodium et séquencage. Cepigrache n'a pu encore étre finalisée et les

résultats exposeés se limiteront a ceux obteraig premiere méthodologie.

Afin d’étudier les sites de méthylation possibleraweau du promoteur du geitsl

en amont du site d'initiation de la transcriptioous avons extrait les ADN génomiques des
lignées cellulairesT3-1, AtT20, GH3B6, GT1-7 etiT2. Ces ADN ont été ensuite digérées
avec les enzymes de restriction Hpall et Mspl. €eg/mes reconnaissent la méme séquence
tetranucléotidique intégrant un CpG. L'activité des isoschisomeres est dépendante de la
méthylation du dinucléotide CpG central. Mspl colip®N méthylé et non méthylé sur la
deuxieme cytosine du motif CCGG. C’est le contridgatif de notre étude qui doit prévenir
toute amplification lors de la PCR. Hpall, a i, ne digére pas I'ADN lorsque la
deuxieme cytosine est méthylée engendrant un fragamaplifié. Les actions respectives de

ces enzymes sont illustrées sur le schéma ci-dessous

Mspl Hpall
Pas
C}:GG %CGG _—
d'amplificatior
Pas
Mspl % Hpall

d'amplificatior

C%GG 7§CGG —> Amplification

CHs CHs

L'analysein silico des 5000 pb du promoteutdil de souris et de rat en amont du site
d'initiation de la transcription nous ont permisdéssiner les amorces figurant dans le tableau

ci-contre et permettant de délimiter trois régisnsle promoteur de souris (toutes les lignées
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exceptée la lignée GH3B6 sont des lignées muriaegjois sur le promoteur de rat (les

cellules GH3B6 dérivent du ratffigures 24 a amplifier par PCR.

IsICm25 5’-gctgaacccttctacgattc-3’ IsSICm23 5’-catgtctgtctatggatctgt-3’
IsSICm35 5’-acagatccatagacagacatg-3’ ISICm33 5’-ccgcggaccttgggcetgegct-3’
IsICm45 5’-agcgcagcccaaggtccgegg-3’ IsSICm43 5’-ctcttccttatctcttactc-3’

Tableau des amorces du promoteur du ¢ehele souris.

RislICm25 | 5'-catgcccatgtacaag-3’ RislICm23 | 5'-gaaatgtagaaggcttcaac-3’
RisICm35 | 5-acagcagacctcacaggt-3’ RisICm33 | 5’-gctccaggaaaaggtggaggg-3’
RislICm45 | 5’-ccctccaccttttcctggagce-3* RisICm43 | 5-taagagggagtaatgtccacagtga-3’

Tableau des amorces du promoteur du ¢eldale rat.

Chez la souris, le fragment Islcm25/Islcm23 de gbTontient 7 CpG, sites potentiels
de méthylation, dont deux (29%) sont situés dansmatif Hpall/Mspl. Le fragment
Islcm35/Islcm33 de 642 pb contient 34 CpG dont aveau deux (6%) seulement sont
localisés dans des sites Hpall/Mspl et enfin |grrant Isicm45/Islcm43 de 358 pb contient
47 CpG (ilot CpG) dont 5 (11%) sont situés danssites Hpall/Mspl. Ce dernier fragment
englobe l'ilot CpG et le site d'initiation de lamscription. Les amorces de rat sont destinées a
étudier I'état de la méthylation I8l dans les cellules GH3B6. La taille du fragment
Rislcm25/23 est de 534 pb avec 2 sites Hpall/Msglle du fragment Rislcm35/33 de 470 pb
avec 3 sites Hpall/Mspl et le fragment qui contiéhot CpG et le site d'initiation de la

transcription de 663 pb avec 8 sites Hpall/Mspl.
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] Figure 24
Etude in sillico des sites CpG du génksl1 chez la souris

Le promoteur du géne ld!1 de souris (-1450/+1 pb) et une partie de I'exoorit seprésentés sous forme d'une
barre colorée illustrant le taux de G + C (ex :emmnouges 0%, zones vertes 50%, zones violette%,160
Iégende des couleurs). Au-dessus de cette barr@rr@re-plan, la fréquence des dinucléotides CpG e
représentée par I'histogramme dessiné en bleu. iPas dinucléotides, certains se situent dans uftif mo
5'CCGG 3’ reconnu par Hpall et son isoschisomérgIMsites marqués Hpall sur la figure). Les 3 ceapl
d’'amorces utilisées (ISICM25 — 23, IsICM35 — 33I9€CM45 — 43) pour amplifier ’TADN génomique aprés
digestion enzymatique encadrent chacun un grousgeteHpall/Mspl. Si 'un des sites du groupe comg un
CpG non méthylé, le traitement par Hpall induit woeipure double brin de I'ADN et, consécutivememte
absence de 'amplification par 'ADN polymérase. ji@sition des amorces ainsi que celle des sites!/MNzpl
sont indiquées par rapport au site d'initiation tdanscription (SST+1). L'ilot CpG est égalementique (-
420/+150).

(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/SummarFMSMUSG00000042258;r=13:116298281-
116309688 ; http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cptiplhttp://www.acaclone.com/).
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Les résultats des expériences de PCR sur les ADNngi@ues apres digestion par
Hpall et Mspl sont présentés sur IBggures 25 et 26.Dans la lignée hypophysaire
gonadotrope BT2 de souris, le fragment Islcm25/23 est amplifiépartir de I'ADN
génomique non digéré (Cd) ainsi qu'a partir de M\Rligéré par Hpall. Néanmoins,
l'intensité de fluorescence du fragment Hpall éss faible suggérant que le ou les 2 sites
Hpall localisés dans ce fragment d'’ADN sont pdemeént méthylés, ne protégeant qu'en
partie 'ADN de la digestion par Hpall. La digestipar Mspl s'avére complete, prévenant
toute amplification, comme attendu. Les fragmestsni35/33 et Islcm45/43 ne sont pas
amplifiés lorsque I'on digere I’ADN avec Hpall atogue I'ADN génomique est correctement
amplifié. Les dinucléotides CpG situés sur lest&@ssHpall localisés entre -956 et +23 ne sont
donc pas méthylés. Une bande de faible intenstt&isible aprés digestion de 'ADN par

Msp1l et amplification du fragment Islcm35/33 suggéiune digestion incompléete.

La méme analyse menée sur I'ADN extrait de la Bghgpophysaire gonadotrope
aT3-1 de souris conduit a une conclusion identigquec méthylation partielle de la région
située en amont de -956 et I'absence de méthylaticaval, au moins pour les dinucléotides
localisés dans les motifs CCGG. A nouveau une tiggeshcomplete de 'ADN par Mspl est

détectée aprés amplification du fragment Islcm25/23.

Apres analyse sur gel des digestions par HpallXi2N génomique des cellules de la
lignée GT1-7 on observe un profil similaire a cedbtenu avec les celluled3-1 et L3T2.
Apres amplification par les amorces Islcm25/23 '&®N digéré par Hpall, on détecte un
fragment dont lintensité de fluorescence est paisle que celle observée avec I'ADN
génomique non digéré, suggérant la méthylationiglatdes deux sites Hpall concernés
situés a -1288 et -1191. Une bande de la mémesitdezst obtenue lorsque I'’ADN est digéré
par Mspl, suggérant a nouveau une digestion incé@pde 'ADN. En revanche, aucune
bande n’est détectée apres amplification par leples d'amorces Islcm35/33 et Islcm45/43
confirmant que la région du promoteur s'étendant98é a +23 et englobant I'llot CpG est

hypométhylée dans les lignées exprinialt.

Concernant les cellules corticotropes AtT20 qukprenent padsll, on observe un

fragment de forte intensité apres amplification pes couples d'amorces Islcm25/23 et
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Islcm35/33 de '’ADN génomique digeré avec Hpall. flemanche, aucune amplification n’est
détectée avec le couple Islicm45/43. Ces donnéegéserg que le promoteur est
hyperméthylé entre -1396 et -414 (site Hpall) gbdmgéthylé plus en aval, notamment au

niveau de I'Mlot CpG.

Enfin, concernant les cellules GH3B6, lignées latimatotropes de rat, les amorces
spécifiguement dessinées pour le gene de rat rtespeapproximativement les mémes
localisations que les amorces spécifiques de larissolles fragments Rislcm25/23,
Rislcm35/33 et Rislcm45/43 amplifient respectivermded fragments de 468 pb (entre -1900
et -1433), 425 pb (entre -866 et -442) et 656 pitr¢e-422 et +233) contenant 2, 3 et 8 sites
Hpall/Mspl. Aprés digestion par Hpall de 'ADN gdnigue, quel que soit le couple
d'amorces utilisé, des fragments de forte interssité visibles sur gel, de tailles équivalentes
a celles attendues en fonction des amorces. Deebale faible intensité sont détectées aprés
amplification avec les couples Rislcm25/23 et Rigd&/33 de I'ADN digéré par Mspl
suggérant une digestion incompléete de 'ADN. Camdes suggérent que le promoteur de rat
serait hyperméthylé non seulement dans sa régistalei comme dans les cellules

corticotropes, mais également dans sa région ptugmale qui inclut I'Tlot CpG.
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Figure 25
Etude de la méthylation du promoteur disl1 par digestion enzymatique Hpall et Mspl des ADN
génomiques des lignéesfiT2, aT3-1 et GT1-7.

Les ADN génomiques des lignéefT2, oT3-1 et GT1-7 ont été extraits et digérés par les/mes Hpall et
Mspl. L’ADN digéré a été ensuite utilisé comme rtardans plusieurs réactions d’amplification surcg6les
avec les différentes amorces illustrées sur largi@d. Le profil de migration sur gel d’agarose A€8\ intacts
et digérés par Hpall ou Mspl sont illustrés surdaaneaux de gauche. L'analyse sur gel d’agaros@mbeuits
des PCRs obtenus a partir de ces ADN sont illustuédes panneaux de droite, les marqueurs de #itidint
figurés a gauche de chaque gel
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Figure 26
Etude de la méthylation du promoteur disl1 par digestion enzymatique Hpall et Mspl des ADN
génomiques des lignées AtT20 et GH3B6

Les ADN génomiques des lignées AtT20 et GH3B6 dé@itextraits et digérés par les enzymes Hpall etiMsp
Une PCR de 30 cycles avec les différentes amorétermdinées sur la Figure 24 a suivi la digestioas L
produits des PCR ont migrés sur gel puis révélésdn fonctionnement des digestions est vérifiénpigration
sur gel avant de procéder aux PCR (gels a gauchP@R dans chaque lignée). Le marqueur de tailiséugest

le DNA 1 kb de Promega.
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Figure 27
Profils de méthylation du promoteur d’Isl1 dans les différentes lignées analysées.

A — Schéma du promoteur d'Isl1 illustrant différeaspects relatifs a I'état de méthylation (cf feg@4).

B — Comparaison des profils de méthylation du mi@ur disll dans les différentes lignées. Les dinucléotides
analysés sont illustrés par des boules de diffésecbuleurs correspondant a I'état de méthylatieertes, non
méthylées ; jaunes, partiellement méthylées ; reugeéthylées. La position des dinucléotides CpGsdes
lignées murines sont indiqués en téte de chaquaeel Les sites conservés chez le rat (lignée GH3B6t
illustrés par des boules placées dans les colaroresspondant aux sites identifiés dans les lignéaines, les
boules supplémentaires hors colonnes correspondant sites additionnels Hpall analysés et présents
exclusivement dans le promoteur de rat. Les degnéfis AtT20 et GH3B6 qui n'expriment pas Isl1l aeor
toutes deux des dinucléotides CpG méthylés en adwhilot CpG (-414 a -1288), caractéristique coama qui
pourrait étre liée a la répression du gene danfigreses. La méthylation de l'lot CpG dans ledueks GH3B6
traduirait plut6t le caractere tumoral de ces ¢edlu
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4 Discussion et conclusions

Au cours de ce travail, nous avons analysé divesdes de régulations géniques et
épigénétiques $11 a travers l'analyse de différentes lignées céthdareprésentatives des
lignages hypophysaires. Nous avons ainsi montré quedle que soit la lignée, le promoteur
d'sl1, en transfection transitoire et donc en dehorsagiecontexte chromatinien, est tres actif
et capable de diriger I'expression du gene rappolteiférase. En revanche, I'expression du
géne endogene, estimé par la mesure des ARNmesseinte a certaines de ces lignées,
notamment les cellules représentatives du lignagadptrope, les cellulasT3-1 et LBT2.

Les cellules du lignage lacto-somatotrope et coirtipe n'expriment palslil. Ceci s'avere
également vrai pour des lignées non hypophysditastivité du promoteur en dehors de son
contexte chromatinien, testée par transfection i@ires est toujours élevée alors que
I'expression du gene endogéne est clairement irgstra un petit nombre de lignées, en
l'occurrence dans notre étude la lignée neurongfeothalamique GT1-7. L'activité du
promoteur dsl1 est probablement régulée par des facteurs dectiptien ubiquistes,
présents dans toutes les lignées cellulaires tedté&ectivité du promoteur du gene endogene
serait régulée par la structure chromatinienne, splon les lignées, serait ouverte ou fermée,
permettant ou non l'acces de ces facteurs de tiphso a leur(s) élément(s) cis-activateur(s).
C'est I'hypothése la plus vraisemblable d'apremkegjues de modification des histones et les
profils de méthylation de 'ADN que nous avons gse&s.

4.1 L'activité du promoteur d'Isl1 est sous la dépendaoe de facteurs

de transcription

L'analysein silico de la séquence promotricdstil révele la présence de plusieurs
sites SP1 (35 dans les 3000 pb analysées) et s$iteis Egrl comportant chacun 1
mésappariement. Ces facteurs sont largement répalachs la plupart des tissus et pourraient
eventuellement participer a I'activation du promotgansfecté dans les lignées cellulaires

testées au cours de cette étude.
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Par ailleurs, les expériences de ChlP-on-chipgéed précédemment au laboratoire a
partir de chromatine extraite de cellules gonad@&sofT3-1) et immunoprécipitée avec un
anticorps anti-FOXL2 ont mis en évidence que leywteur du genésll constituait I'une des
cibles majoritaires de ce facteur de transcriptié@XL2 se fixerait au sein d'une région
s'étendant de -2270 pb a -985 pb. L'analyse de oggion révele effectivement des motifs
spécifiques 5-CTCAAGTC-3' (-2022/-2015) et 5-AGCGAC-3 (-1829/-1822)
susceptibles de lier FOXL2. Néanmoins, les expédsrde co-transfection réalisées avec un
vecteur d'expression de FOXL2 et le promoteur ceitnul tronqué €611 n'ont pas permis de
mettre en évidence un quelconque effet de FOXL2'activité du promoteur. Il est possible
gue la capacité transactivatrice de FOXL2 requeemprésence d'un ou de plusieurs autres
partenaires. Dans le cadre d'une telle hypoth&3X] B est loin d'étre présent dans la plupart
des tissus et, en tout état de cause, ne pourtagitsaul rendre compte de l'activité ubiquiste

du promoteutsll transfecte.

Au cours du développement hypophysaire, I'expresgistl est induite a E8.5 par
BMP4 en provenance du diencéphale puis, un peutatds vers E10.5, maintenue dans la
partie ventrale de I'hypophyse par BMP2 sécrétééepacesenchyme juxtapituitaire. Dans les
deux cas, ce sont les récepteurs des BMP qui sont dmpliqués. La signalisation
intracellulaire de ces récepteurs a activité tyreskinase implique a la fois une voie
engendrant l'activation des facteurs de transonp8MAD et des voies indépendantes des
facteurs SMAD telle les voies des MAPK, c-Jun Nrtgral kinase (JNK), p38 mitogen-
activated protein kinases, AKT/PKB, petites GTPasesutres (Horbelt et al, 2012). Ces
facteurs SMAD comme les facteurs de transcriptiimwés par les autres voies de

transduction sont donc susceptibles d'activerdenpteur dsl1.

Les études déja effectuées sur la régulatitsildians d'autres tissus que I'hypophyse
peuvent s'avérer également trés instructives. Bas de deux types : celles qui portent sur le
promoteur de 5kb que nous avons nous-mémes argtlysdles, peut-étre plus ambitieuses,
qui portent sur l'identification d'éléments régelas dans I'ensemble du locuksld, en aval

comme en amont et dans le corps du gene lui-méme.
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4.1.1 Eléments régulateurs présents sur le promoteur d'l§ de 5kb

La premiere approche a ainsi permis d'identifierélément de réponse a LEF1 (-
2699/2693 - ACAAAGG), I'un des facteurs de transtoon ultime de la voie Wrfttcaténine.
Cet élément de réponse participerait a I'activatitsil dans les progéniteurs cardiaques au
cours du développemenia le complexe LEFJ-caténine. Celle-ci est effectivement détectée
par immunoprécipitation de chromatine et sa forwtévée capable de stimuler I'activité du
promoteur dsl1 (Lin et al, 2007). Les auteurs montrent en outre kjnactivation ciblée de la
B-caténine dans ces progéniteurs cardiaques exprin@t se traduit par une forte
diminution de I'expression d'ISL1 dés E8.0 et datviétale dés E10. L'analyse des embryons
révélent de sévéres anomalies de développemenydcantde touchant les structures dérivées
du second (ou antérieur) champ cardiaque : abstrceoies efférentes, du ventricule droit et

hypoplasie du tissu atrial (oreillettes).

OCT1 constitue également I'un des facteurs capdbl@oduler I'expressionlsll en
interagissant avec un élément de réponse de sa@arBATAAT situé a -116/-109 (-188/-
181 selon la numérotation des auteurs qui ont défipérimentalement un site d'initiation de
la transcription a +70). Des mutations de deux $dsms ce motif sont suffisantes pour abolir
I'activité du promoteur dans la lignée cardiaqu@@®.56 (Liu et al, 2010). Les auteurs peuvent
induire la différenciation de ces cellules en lagant par du DMSO. Dans ces conditions, on
observe une sensible augmentation du recrutem@@Td. sur le promoteur Idl1 apres 4
jours de traitement. L'inactivation d'OCT1 par dd3N anti-sens prévient partiellement la
différenciation de ces cellules et diminue I'expi@s de plusieurs géenes impliqués dans la
cardiogénéese domgll. Enfin, Isl1l et Octl s'expriment dans les mémes structures au cours du
développement cardiaque, notamment les voies afEgeet les ventricules. L'ensemble de
ces données suggeéere qu'OCT1 est déterminant dapeebsion ¢Bl1 et dans les processus de
différenciation du myocarde ou cette protéine LIND-khtervient.

4.1.2 Eléments régulateurs présents au locus d'Isll

Contrairement au gene @@nrhr qui est cerné par des genes situés de part étedta
son locus, a seulement 10 kb en 3' et 30 kb etsl®',se situe dans une sorte de désert

génique, les génes bien caractérisés les plus gsaeh situant a 200 kb en 3' et 300 kb en 5.
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C'est sans doute ce qui a conduit Kang et al (2a@Xploré le locus Id11 sur 300 kb de part

et d'autre du gene a la recherche de régions hanteronservées et donc potentiellement
régulatrices. lls en ont identifiées une dizainétatié plus particulierement l'une d'entre elle
située a 3 kb en aval du codon de terminaisoneCétfion, associée au gene rapporteanZ
lui-méme fusionné au promoteur minimal ldep68est capable de se comporter comme un
enhancer tissulaire spécifique des structures d&gidé second champ cardiaque. Ces études
ont été réalisées par transgénése transitoire &t paml'analyse d'embryons de souris issus
directement d'ovocytes injectés par les constraostiacZ Dans ces conditions, I'enhancer est
notamment capable de cibler I'expression du gepeortéeur a E9 dans le mésoderme
pharyngal, le ventricule droit et les voies efféesntL'expression de Iggalactosidase est
également co-localisée avec celle d'ISL1, démonteafdnction régulatrice de cet enhancer
dans la différenciation des structures dérivéesettond champ cardiaque. L'analyse plus
précise de cette région par génomique fonctionneiele trois régions plus fortement
conservées capables de liewvitro des facteurs de type Forkhead, suggérant quad'ssipn
disll et sa fonction dans la cardiogénése sont congdlre amont par des facteurs
appartenant a cette famille. Des expériences congritaires réaliséeim vitro suggerent
I'implication de FOXF1, FOXAl et FOXC2 comme lemndalats les plus probables. La
méme année et par une approche trées semblable ndenigiie fonctionnelle, Kappen et
Salbaum (2009) ont identifié ce méme enhancer cengmt 3 régions hautement conservées
chez 'hnomme, la souris et le poulet. Comme dam&ipériences précedentes, cet enhancer
est capablén vivo de cibler I'expression d'un géne rapporteur desstructures dérivées du
second champ cardiaque. Expérimentalement, par fé@ios transitoire, ils montrent
gu'outre un facteur Forkhead, FOXO1, le facteur @ATest capable de transactiver une
construction contenant cet enhancer. La famillefdeteurs GATA se pose ainsi comme une
alternative aux facteurs Forkhead dans le contdiel'expression ®#I1 au cours du

développement cardiaque.

Dans le méme article, ces auteurs ont égalemenmenmice a identifier d'autres
régions régulatrices capables de cibler I'expressitsll cette fois-ci dans les cellules
pancréatiques. lls ont ainsi testé plus de 200 tagt®ons comprenant des fragments
d'environ 10 kb recouvrant environ 200 kb du lodlsl1 par transfection transitoire dans 3

lignées cellulaires représentatives des cellulesngatiques: productrices de glucagon, des
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cellulesp productrices d'insuline et des cellubeproductrices de somatostatine. Les données
obtenues démontrent que les 13 constructions actigparties sur les 200 kb du locus testées
sont chacune spécifiques d'un ou, plus raremerdedg types cellulaires, jamais des trois a
la fois. Ce criblage extensif du locudstl est assez prometteur mais l'information qu'il
procure reste encore limitée, notamment concerl@antiture des facteurs de transcription
impliqués. Néanmoins, ce travail illustre de facassez remarquable la dispersion
considérable (160 kb entre les deux plus extréne¢sassez inattendue des séquences

régulatrices au sein du locusstiL.

La génomique fonctionnelle a également été miserdribution pour identifier des
séquences régulatrices ciblant I'expressitsilddans les neurones moteurs et sensitifs de la
moelle épiniere au cours de l'ontogenese chez &tehtés. En utilisant d'abord comme
modele le poisson zebre et comme technologie msgenese, deux séquences de 800 et 600
bp, dénommées CREST (conserved regulatory eleni¢hé tsl1 gene) 1 et 2, situées a 23 et
56 kb en aval désll chez le poisson zébre ont été caractérisées @ peopriétés a diriger
I'expression de la GFP dans les neurones motearmsaax et dans les neurones primaires
(Uemura et al, 2005). L'analyse plus précise defilpd'expression du transgene au cours du
développement a mis en évidence le parallélisme ég structures marquées chez le poisson
et celles exprimarisll chez la souris et le poulet suggérant des mécasisonservés au sein
des Vertébrés. L'étude par génomique comparatindevélé des séquences trés homologues
chez la souris, le poulet et 'homme, ciblant I'espgion de la GFP dans les neurones moteurs
adéquats de la moelle épiniére. Une troisieme segueonservée a finalement été identifiée,
cette fois spécifique des neurones sensitifs. Gétipience réside a environ 320 kb en amont

d'Isl1 chez 'homme et la souris alors qu'elle n'esadistque de 60 kb chez le poisson.

L'ensemble de ces données suggere fortement quesquence de 5 kb en amont
du site d'initiation de la transcription, le promoteur dit proximal, comparé aux éléments
tres distaux (jusqu'a 350 kb chez 'homme) décritiedessus n'aurait qu'une importance
relativement minime dans l'expression tissulaire dsl1 comme nous avons pu le
constater par transfection transitoire. Néanmoins/'existence d'un élément de réponse a
OCT1 (cf. 4.1.1), et probablement OCT2, est une fgsa ne pas négliger, compte tenu de
la présence de ces deux facteurs dans les celluggmadotropes et de leur role dans
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I'expression tissulaire duGnrhr (Schang et al, 2012)En paralléle, un projet de génomique
fonctionnelle est actuellement mis en ceuvre aur#bime pour identifier des séquences

conserveées qui seraient impliquées dans I'exprebsophysaire ¢sl1.

4.2 Roles des regulations épigénétiques dans l'expressid'lsil

4.2.1 Structure des promoteurs

La 5-méthyl cytosine présente une forte analogistdecture avec la thymine ce qui
en fait un site trés sensible de mutation par wenmsson, les 5-méthyl cytosines étant
transformées en thymine par déamination. Ces 5yhéttosines se situent au sein des
dinucléotides CpG chez les animaux alors qu'ellesvent étre présentes également sur
d'autres séquences, notamment trinucléotidiques, léamonde végétal. Par ce biais, au cours
de I'évolution, les zones méthylées des génomesose progressivement enrichies en
adénines et en thymines au détriment des cytosindss guanines, les dinucléotides CG étant
transformés en TG ou CA suivant le brin sens ousam$ ayant subi la transversion. I
subsiste néanmoins dans les génomes des zones eich€ et G, présentant de nombreux
sites potentiels de méthylation, les dinucléoti@ess. Ces ilots CpG, ainsi qu'on les définit,

seraient protégés de la méthylation expliquantjgdeament, leur pérennité.

Lorsque l'on considére les genes codant les pragiles séquences régulatrices
pilotant ces génes comportent un promoteur miniesakentiel ou « core promoter », une
séquence d’ADN relativement courte d’'une taille @& & 150 pb portant des éléments
capables de recruter I'ensemble des facteurs génétranscription, notamment TFIID, et
'ARN polymérase Il (ARN Pol Il). Ce promoteur mmal a, par lui-méme, peu ou pas
d’activité mais il est indispensable a I'activitéariscriptionnelle. A cette séquence sont
associés des éléments cis-régulateurs, enhancsikecers, liant des facteurs activateurs ou
répresseurs. Ces facteurs de transcription redrdésncoactivateurs ou des corépresseurs qui,
a leur tour, modulent la transcription dépendarmtd’ ARN Pol 1l via le promoteur minimal.
Ces éléments cis-régulateurs, avec le promoteurinmain constituent le promoteur

fonctionnel. lls peuvent se situer aussi bien xipndé du promoteur minimal essentiel qu’a
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de tres longues distances se mesurant en dizainesntaines de Kb (cf. 4.1.2). De plus, au-
dela des facteurs de transcription qui interagisseec ces éléments cis-régulateurs, des
modifications épigénétiques telle que la méthyfatie 'ADN sur des dinucléotides CpG
et/ou les modifications des histones régulent iV@ét du promoteur. Récemment, il s’est
avéré que la séquence d’ADN, notamment celle dumpteur, était impliguée dans
I'établissement de ses propres profils de méthydaét dans le positionnement des marques
d’activité et d'inactivité portées par les historf@élson et al, 2008 ; Lienert et al, 2011).

Classiquement, on distingue deux classes de promsot@nimaux essentiels : les
promoteurs possédant une boite TATA (séquence neuselATAA ou TATAWAAR) qui
permet de positionner linitiation de la transcigpt de maniere trés précise entre 28 et 31
paires de bases de ce motif (focused core promdtkrreen-Gershon et al, 2008). Cette boite
TATA est souvent associee a d’autres motifs tels lquséquence initiatrice (Inr, consensus
YYANWYY) qui recouvre le site unique de transcrgoti Un promoteur typique de ce type
arbore une séquence riche en T et A, dirige I'esgiom de genes d’expression tissulaire
spécifique et possede des motifs CpG méthylés ldartsssus ou les géenes correspondants ne
s’expriment pas. Exemple : le gene codant la ptiolacContrairement a I'idée recue, cette
classe de promoteurs pilote moins de 30 % des geaateuxieme classe, la plus abondante,
comprend les promoteurs sans boite TATA, avec coneowséquence plusieurs sites
d’initiation de la transcription répartis sur unentaine de paires de bases (dispersed core
promoters). lls sont riches en C et G, présentantot CpG englobant les sites d'initiation de
transcription et s’étendant sur plus de 200 pb. fEemoteurs dirigent I'expression des genes
dits de ménage, exprimés dans la plupart des eslldé I'organisme, les ilots CpG étant
préserves de la méthylation. Entre ces deux clasdedmes, se décline toute une gamme de
promoteurs possédant des caractéristiques inteaime&slinotamment le promoteur Gurhr.

Il est caractérisé par une richesse en T et A,assqule pas de boite TATA et, par voie de
conséguence, présente plusieurs sites d'initiat@transcription.

Nous avons choisi de comparer les promoteurs dessgde la sous-unité alphaga)
et de la LH (Lhp), de la FSH (Fshp), de la prolactineRrl) et de la pro-opiomélanocortine
(Pomg comme représentants supposés de la premiéreecl@¥TA box containing
promoters with tissue-specific gene expressionlireigene d’expression ubiquiste, HPRT,
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comme représentant de la seconde classe (TATAplessoters directing the expression of
housekeeping genes). Ces genes nous ont servif@enges pour I'analyse des deux cas
typiques qui apparaissent régulés I'un essentigligraous le contrdle d’'une combinatoire de
facteurs de transcription, Bnrhr, et 'autrevia d’autres mécanismes que nous supposions

épigénétiquedsli.

Dans les expériences de transfection transitadse pfomoteurs transfectés échappent
aux régulations épigénétiques qui affectent le tenr endogéne. Ces promoteurs qui
dirigent I'expression d’'un géne rapporteur ne gued méthylés et, au moins au cours des
premieres 48 heures, subsistent en dehors de stbutdure chromatinienne. Les régulations
observées sur le gene rapporteur sont danpriori, exclusivement dues aux facteurs de
transcription présents dans la cellule transfectédinverse, le promoteur endogéne est
soumis a l'action des DNA méthyltransférases etite dans une structure chromatinienne
qui peut étre affectée de toutes sortes de motdite acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination des histones. Actiean des facteurs de transcription se
superpose donc toute une série de régulationsrégtigées potentielles. La comparaison des
activités des promoteurs transfectés et endogenats gwesi permettre d’évaluer la part
respective des modulations génétiques (facteurs trdescription) et eépigénétiques
(méthylation de I'’ADN et modifications des histohek'un de nos objectifs consistait a
déterminer si I'architecture des promoteurs minirassentiels peut définir 'importance

relative des modulations génétiques et épigénétique

4.2.2 Modifications des histones

A ce titre, il est important de souligner que cdiigpothese est déja partiellement
démontrée par I'établissement de cartes a gramdieéde plusieurs marques de modification
des histones, notamment K4Me3 et K27Me3 (Mikkelstnal, 2007). Ces cartes qui
rapportent la densité de ces marques pour I'ensethelsl promoteurs du génome murin ont été
établies et comparées dans trois types cellulaides cellules pluripotentes, en 'occurrence
des cellules souches murines et deux types cedslaiéja déterminés, l'un constitué de
cellules progénitrices neuronales (neuroblasteiudte de fibroblastes embryonnaires (stade
E13.5). De cette analyse il ressort deux classeprdmoteurs, ceux a haut contenu en
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dinucléotides CpG qui exhibent majoritairement sesques d'activité et d'inactivité (K4Me3
et K27Me3), jusqu'a 100% de ces promoteurs danselédes pluripotentes, et ceux a faible
contenu en CpG qui sont marqués de maniére tresritain® soit 1,5 & 2,6% dans les
neuroblastes et les fibroblastes. Les promoteussnédiaires présentant un taux de CpG
moyen se classent entre ces deux extrémes. lbekyse que parmi les promoteurs a faible
contenu en CpG, les promoteurs dirigeant I'exppass$é genes trés spécifiques d'un tissu sont

ceux majoritairement marqués.

4.2.2.1 L'expression d'Isll et celle du Gnrhr sont essentiellement corrélées avec les

marques K4Me3 et K27Me3

L'analyse que nous avons réalisée recouvre assezcbs conclusionsiprt, typique
des promoteurs a haut contenu en CpG, contientatgue d'activité K4AMe3 dans toutes les
lignées a l'exception des cellules GH3B6 ou ce ptenor est exceptionnellement réprimé
(Melmed, 1982). Dans ce cas précis, il exhibe legoaK27Me3. Les génes deHd et de la
Pomg en tant que géenes d'expression tissulaire spaeifet restreinte exhibent également la
marque d'activité K4Me3 dans leur lignée respectomenme attendu. Concerndstl, les
résultats obtenus montrent que ce géne, comme kdents, obéit au code histone
méthylée. La marque d'activité KAMe3 est préserdritairement dans les trois lignées qui
expriment les ARN messagerdstl, les deux lignées gonadotroped,3-1 et L3T2, et la
lignée de neurones hypothalamique GT1-7. A l'ineedans les lignées lacto-somatotrope et
corticotrope, c'est la marque d'inactivité, K27Mg8i est majoritairement représentée. Ces
modifications épigénétiques, K4Me3 et K27Me3, avdra le recrutement de différents
effecteurs comme nous le verrons plus loin, carestit donc une partie des mécanismes
moléculaires qui dirigent ou restreignent I'expi@ssiisil dans ces lignées représentatives
des types cellulaires hypophysaires. Il est inggesde constater que@nrhr obéit au méme
code histone méthylée dglil & une exception pres : le contexte cellulaireaddisiles GT1-7.
Dans ce cas particulier, aucune des deux margessdétectée en PCR quantitative mais les
résultats de PCR semi-quantitative suggerent laepge majoritaire de la marque K4Me3
alors qu'aucune activité du promoteur n'est déteetéque le niveau des ARNm @nrhr
reste sous le seuil de détection en PCR quantitafiegaines données de la littérature font

état de la présence du récepteur et des transoritsspondants dans cette lignée cellulaire.
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(Krsmanovic et al, 1993 ; Krsmanovic et al, 1998hji et al, 2009) Ces cellules expriment
aussi le GnRH lui-méme ce qui permettrait la misepéace d'une boucle autocrine de
régulation du récepteur par son propre ligand (Krsowic et al, 1999). Il est probable que,
sous certaines conditions, ces cellules exprimei@nrhr. Par ailleurs, malgré le contréle
strict déja mis en placea les facteurs de transcription, les marques digetet d'inactivité
sont présentes, démontrant que ces deux mécaniEnuemitrole, génétiques et épigénétiques,
ne sont pas exclusifs dans le casafuhr. Ce géne est riche en T et A et présente également
une fréquence de dinucléotides CpG relativemengélda plus forte comparéed bg, Fshp,
Cga, Prl, etPomcmais plus faible que cellelsll ou dHprt. On peut donc le classer dans les
géenes comportant un promoteur de classe intermédiatre ceux a fort taux de CpiSI{ ou
Hprt) et ceux a faible tauxP¢l). Ces promoteurs ne sont pas majoritairement partde ces
marques de méthylation contrairement aux promotauist taux de CpG (Mikkelsen et al,
2007). Malgré son statut intermédiaire, le promoteuGnrhr porte donc ces marques. Enfin,
les géne€ga Lhp etFshp dans les deux lignées gonadotropes portent leguestK4Me3 et
K27Me3 qui refletent leur état de différenciati@spectif et le taux d'expression des génes :
K4Me3 pourCga dans les deux lignées, plutdt K4Me3 et définitieatnK27Me3 poulLhg
respectivement dans les cellulg$TR etaT3-1, et K27Me3 pouFshps dans les deux lignées.
L'expression dé-shp n'est détectée qu'en présence d'activine darcelieges L3T2 et dans
les conditions non stimulées le géne est probabiem@&primé, comme le suggérent nos

résultats.

Il est a noter que nous n'avons pas observé délation évidente entre acétylation
des histones et expression des génes, quel quke g@ihe considéré. Nous n'avons pas non
plus observé de corrélation entre les deux anticargsacetyl-histone H3K9K14 et anti-
acetyl-histone H3K14 alors que ces deux anticogzmmnaissent au moins une marque
commune (acetyl K14). Il sera nécessaire de régétexpériences pour valider ou invalider
ces résultats. Dans la suite de cette discussitas concentrerons notre réflexion sur les deux

autres marques, K4Me3 et K27Me3.
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4.2.2.2 Roles des marqueurs, effaceurs et effecteurs des modifications d'histones

Le profil d'expression des génes a homéoboite kehémsophile est définit trés tot au
cours de I'embryogenése par des facteurs d'origaternelle ou zygotique qui disparaissent
aux stades ultérieurs de développement. Le prepdession de ces genes est alors préserve
par les complexes Polycomb et Trithorax, répresséuactivateur de la transcription, qui
constituent la mémoire cellulaire des évenementeldppementaux précoces. Ce mode de
régulation s'est avéré tres largement répandu Bueds génes HOX et directement lié aux
modifications épigénétiques.

L'une des guestions majeures que souléve ce mégmierne les mécanismes qui
sont susceptibles de connecter les marques dtackviMe3 et d'inactivité K27Me3 avec
I'expression des genes. D'un point de vue gérgirakci est vrai chez la levure comme chez
I'homme, plusieurs complexes enzymatiques partitigela mise en place (marqueurs -
writers) ou au retrait (effaceur — eraser) des mesgd'activation K4Me3 et d'inactivation
K27Me3. Une fois ces marques positionnées, la poeseu I'absence de celles-ci se traduit
par le recrutement de différents effecteurs capatiéeremodeler la structure chromatinienne
par repositionnement ou éviction des nucléosomedaids sont aussi liés a la méthylation ou
a la déméthylation de I'ADN. Comme nous l'avonsadsgguligné dans lintroduction (cf.
paragraphe 1.6.1.1), les modifications K27Me3 eMK3 sont associées a deux complexes
multiprotéiques majeurs, respectivement le complexegroupe Polycomb (PcG) et le
complexe ou groupe Trithorax (TrxG). Chez la drdslgp les complexes PcG et TrxG
interagissent avec la chromatine sur des élémentémbnse Polycomb et Trithorax (PRE et
TRE) non pas directement mais par l'intermédiair@ldsieurs facteurs de transcription. Ces
éléments s'étendent sur plusieurs centaines degbsentent plusieurs motifs pour différents
facteurs de transcription, capables d'interagicd@®eG et /ou TrxG. Des éléments de réponse
homologues ont été également identifies chez lesmiéeres dont certains impliquent
notamment le facteur de transcription Yin-Yang IngSet al, 2009 ; Woo et al, 2010 ;
Cuddapah et al, 2012).

Les PcG et TrxG regroupent en un seul complexea@iddes marqueurs, les effaceurs

et les lecteurs des modifications d'histones. didigipent a la mise en place ou a I'effacement
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de ces margues comme au remodelage chromatiniglfequcodent. Néanmoins, les protéines
responsables de ces différentes actions agiraienmaéere coopérative rendant assez
complexe leur identification. Concernant PcG, iksédivise en deux complexes répresseurs
bien identifiés, PRC1 et PRC2 (Boyer et, 2006). Noéduirons notre analyse a ces deux
groupes de protéines bien que plusieurs autres esmegplapparentés aient été identifies
(Simon et Kingston, 2009).

Dans les cellules souches murines embryonnairespnameiere étude a démontré que
ces deux complexes répresseurs ciblent plus degbfés dont de nombreux facteurs de
transcription a homéodomaine impliqués dans lesessacs de différenciation de plusieurs
tissus (Boyer et al, 2006) et parmi ceux-ci pluseprotéines LIM-HD commads|2. ||
apparait que la marque K27Me3 est plus particutierd associée a PRC2. Celui-ci contient
en effet deux histones méthyltransférases a don&ttie(acronyme des 3 protéines de levure
qui ont défini ce domaine), des marqueurs doncgifigées de H3K27 et nommées EZH
(Enhancer of Zest homologue) 1 et 2. EZH2 seraitignée dans la méthylation de novo et
EZH1 dans la restauration de cette marque lorshafées nucléosomiques ou de
déméthylation (Margueron et Reinberg, 2011). EZldfais également impliquée dans le
compactage des nucléosomes. Elle posséderait aoil udne activité catalytiqgue
méthyltransférase et une activité de remodelada deromatine (Simon et Kingston, 2009).

Plusieurs autres partenaires interviennent aud®ioe complexe et participent a son
activité répresseur, en modulant l'activité enzyguat et la liaison a I'ADN. La marque
K27Me3 est souvent associée a la présence de laRMNA phosphorylée sur la Ser5 c’est-a-
dire la RNA Pol Il active au site d'initiation da transcription comme nous l'avons nous-
mémes observée a plusieurs reprises. Néanmoinmsydau de transcription de ces genes
présentant a la fois la RNA Pol Il et la marque K23 est faible suggérant que la RNA Pol
Il est en pause, bloguée a proximité du site ditdin. Les ARN transcrits de faible taille et
encore attachés a la RNA Pol Il participeraiensaas recrutement de PRC2 (Margueron et
Reinberg, 2011). Dans la moitié des cas, les preanstayant recrutés PRC2 recrutent
également, via I'histone H3K27Me3, le complexe PRC1 qui, a somrtocatalyse
l'ubiquitinylation de I'histone H2A sur la Lys 11#ec pour conséquence le blocage de
I'élongation par la RNA Pol Il.
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Le complexe PRC1 est formé de 4 protéines, queoideckez la drosophile ou
I'numain, qui forment le coeur de ce complexe, unpgiexe stable et fonctionnel capable de
réprimer la transcription, d'inhiber le remodeladge la chromatine dépendant de I'ATP —
induit par TrxG — et de compacter les nucléosoriesfait, comme PRC2, PRC1 présente
différentes composition en protéines suivant Issus ou les genes considérés et doit plutét
étre regardé comme une famille de complexes possédizux activités essentielles :
compactage de la chromatine et ubiquitinylatiot'ldstone H2A (Simon et Kingston, 2009).
Le compactage de la chromatine est assuré par amigm complexe, formellement
anciennement défini comme PRC1 (chez I'homme) cengmt les protéines RING1B (ou
RNF2), CBX4 (Chromobox protein homologue 4), BMA lymphoma Mo-MLV insertion
region 1), et PH1 (Polyhomeotic 1) tandis que fuliinylation de I'histone H2A est assuré
par un second complexe BCOR comprenant RING1, RBJGISPC1 (nervous system
Polycomb 1), BCOR (BCL6 corepressor qui a donné som au complexe) et KDM2
(Lysine demethylase 2). Cette derniére peut a ldéméthyler K36Me2 (marque d'activité)

et stimuler l'ubiquitinylation.

A ces complexes répresseurs s'oppose le complakeataar TrxG associé a la
marque d'activité K4Me3. Dans les cellules souchmgines ou humaines les % des
promoteurs connus sont marqués par K4Me3 (Ku eR2@D8). Comme dans le cas des
complexes PcG, les protéines composant le complex& sont diverses et nombreuses.
Elles peuvent étre subdivisées selon leur fonctiooléculaire en trois classes
(Schuettengruber et al, 2011) :

- les histones méthyltransférases a domaine SETv488-9 enhancer of Zeste
Trithorax). Ce domaine SET d'environ 130 amino esicconfere l'activité catalytique
méthyltransférase a plusieurs protéines associkeshomatine qu'elles appartiennent a PcG
ou a TrxG.

- les protéines capables de remodeler la chromdgnmaniére dépendante de I'ATP.
Ces facteurs en outre sont capables de reconfestrearques de méthylation laissées par les

facteurs a domaine SET.
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- les protéines capables de reconnaitre des mdiifd, de modifier les histones et
remodeler la chromatine ainsi que d'autres prosémappartenant pas aux deux classes

précédentes.

Dans la premiere classe, on trouve chez les Mamesifies MLLs (mixed lineage
leukemia), des H3K4 méthyltransférases qui se BeBADN et soit ciblent spécifiquement
des familles de génes, telles que les gétmsou les génes régulés par les acides rétinoiques
soit agissent plus globalement. Les MLL1 et 2 satlia I'ADN par reconnaissance des
séquences CpG non méthylées. Les remodeleurs derdanatine agissent par interaction
avec les histones, en faisant glisser les nucléesdenlong de I'ADN ou en provoquant leur
eviction. Les remodeleurs possedent des domaim€iques spécifiques qui leur permettent
de reconnaitre différentes modifications d'histoAmnsi SMARCA2 (SWI/SNF related,
matrix associated, actin dependent regulator adrolatin, subfamily a, member 2) reconnait
les histones acétyléegsa son bromodomaine tandis que CHD1 (chromodomaiicdssd
DNA-binding protein-1) décrypte la marque K4Me#a son chromodomaine. CHDS8
reconnait a la fois K4Me3 et K4Me#a le méme domaine. Certaines possedent également
des activités histone désacétylase (CHD3 et 4).

4.2.3 La diversité des complexes répresseurs et activatsuimplique une
diversité des régulations.

Les données concernant les complexes Pc et Tstrélot trés clairement que les deux
marques K27Me3 et K4Me3 peuvent recruter des adagew protéiques trés différents
suivant les génes ou familles de géenes. Si l'oniderelsll, en tant que gene impliqué dans
le développement, il est trés probable que K27MeBute PRC2. Devraient étre présentes au
locus dIsl1l dans les lignées ISL1 négatives les histones rtéthgférases EZH1 et EZH2.
Pour déterminer si PRCL1 est également recrutaudrhit tester I'ubiquitinylation de I'histone
H2A et comparer ces données avec celles obtenulesw@wGnrhr. La situation pourrait étre
encore plus complexe dans les lignées exprinigit et le Gnrhr. La marque K4Me3
recouvre encore une plus grande complexité. Aimspeut émettre I'hypothése Igll recrute
via K4AMe3 des effecteurs difféerents de ceux recrutédegp@nrhr. En ce sens les études de

méthylation de I'ADN peuvent apporter un éclairagéressant.
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4.2.3.1 Couplage moléculaire entre méthylation de I'ADN et des histones.

Il est paradoxal de souligner que la drosopHileo5ophila Melanogastér a I'origine
de la découverte des complexes Trx et Pc, ne dispas du systéme de modification de
ADN qui, chez les Vertébrés et plus particuliéesn les Mammiféres, semble
fonctionnellement couplé a la méthylation des hissonLa levure Saccharomyces
cerevisiag, autre modele phare en biologie ne posséde pas phos de systeme de
modification de I'ADN. Pourtant, chez les Mammi&relinvalidation de [|'ADN
méthyltransférases (Dnmtl) est létale t6t au cdursléveloppement, illustrant I'importance

de ce systeme de modification (Li et al, 1992).

Nous avons réalisé une premiére analyse du profihéhylation du promoteurldil
dans les 5 lignées cellulaires exprimamt3-1, LBT2 et GT1-7) ou n'exprimant pas ISL1
(GH3B6 et AtT20). Cette analyse recouvre seulem&00 pb du promoteur, incluant I'flot
CpG. Il s'avére que le promoteur est non méthyldastégion la plus proximale (+100/-568)
dans les lignées qui expriment Isl1 et partiellermeéthylé au-dela. Dans les deux lignées qui
n'expriment pas Isll, la méthylation recouvre catgrhent le promoteur, incluant Ilot CpG
(lignée GH3B6) ou l'excluant (lignée AtT20). Cesidées sont encore préliminaires et seront
vérifiées par séquencage apres traitement de I'ADNisulfite de sodium. Néanmoins, elles
se corrélent assez bien avec la présence des raailtpotivité de la chromatine et avec les
données de la littérature. Généralement, dangskasstsains, les ilots CpG sont préservés de
la méthylation et c'est ce que I'on observe icisdarcas sur 5, bien que toutes ces lignées
soient d'origine tumorale, obtenues par oncogeoké$&e ou apres irradiation ou traitement
hormonal. La répression de la transcription seafaitc essentiellement liée a la méthylation
des CpG localisés en amont de I'flot CpG.

Les liens entre méthylation de I'ADN et la présededa marque d'inactivité K27Me3
sont loin d'étre manifestes (Hashimoto et al, 20l@panmoins, des travaux récents suggerent
gue les promoteurs se répartiraient grossierenredeax groupes, ceux a la fois méthylés et
porteur de la marque K27Me3 et ceux non méthylépeauméthylés et malgré tout marqués
(Statham et al, 2012). Ainsi I'histone méthyltrénase spécifigue de H3K27, EZH2

(Enhancer of Zest homolog 2) est capable de racdge DNA méthyltransférases sans
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pourtant provoquer de méthylatiate novode I'ADN, tout au moins dans des conditions
physiologiques normales. Dans certains cas patlpleg, les génes suppresseurs de tumeurs
sont souvent hyperméthylés sur les ilots CpG et est corrélé avec la présence de
H3K27Me3 sur ces mémes genes dans les tissus (&thesinger et al, 2007). Le preé-
marquage des genes par H3K27Me3 dans les tissus sa@rait un préalable a
I'hyperméthylation de I'ADN dans les tumeurs dépples par ces tissus. Néanmoins, la
présence de I'histone méthyltransférase associ#d?,En'est pas suffisante pour induire la
méthylation des CpG.

A linverse, la corrélation entre la présence d&/K3 et I'absence de méthylation de
I'ADN, comme la situation inverse, sont beaucouguxiargumentées (Mikkelsen et al,
2007 ; Thomson et al, 2010 ; Hashimoto et al, 201&urent et al, 2010 ; Portela et Esteller,
2010).

La méthylation de I'ADN est établie et maintenuer pdiverses familles
d’enzymes dont les DNA méthyltransférases qui Sgartissent en deux groupes: les
méthyltransférasede novo,DNMT3a et DNMT3b, et les méthyltransférases denteaiance
comme DNMTL1. La DNMT3L est quant a elle un factetgulateur sans activité catalytique.
Des domaines protéiques trés conservés favorisantinteractions entre les histones et
'ADN : le domaine ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L), le domime CXXC (Cys-X-X-Cys) et
le domaine MBD (Méthyle-CpG-Binding). Ainsi, DNMT 3interagit spécifiquementia son
domaine ADD avec la région N terminale de I'histd#@ lorsque K4 n’est pas méthylé. II
agit comme un senseur de I'absence de méthylatdd3iK4 et induit des méthylatiorte
novo via le recrutement de DNMT3a au nucléosome (OaleR007 ; Zhang et al, 2010 :
Franklin et Mansuy, 2010 ; Hashimoto et al, 20XD¢rtains de ces domaines, comme le
domaine CXXC, sont présents a la fois au sein dea Bt des histones méthyltransférases.
DMNT1, qui est abondamment présente en phase Yde cellulaire, contient un domaine
CXXC permettant que le profil de méthylation deDN soit fidélement préservé dans les
cellules en division (Portela et Esteller, 2010gshimoto et al, 2010). Les histones lysine
méthyltransférases spécifiques de H3K4 de la famMILL possédent également un domaine
CXXC et reconnaissent les CpG non méthylés. Elbes snpliguées dans la méthylation de
H3K4 située sur les promoteurs de génes riches @& €t préviennent l'apparition de
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meéthylationde novo stabilisant TADN non méthylé (Cosgrove et al,12Q Thomson et al,
2010 ; Hashimoto et al, 2010 ; Cierpicki et al, @01

Dans les lignées GH3B6 et AtT20 qui n'expriment fs3$, la méthylation des CpG
en amont de l'ilot CpG est corrélée avec le fatblex de méthylation de H3K4 (pour revue
Deaton et Bird, 2011 ; Llamas et al, 2012). Au sadu cycle cellulaire, DMNT1 devrait étre
recrutée au promoteurlglldans ces cellules pendant la phase S du cycldaisluCe point
pourrait étre validé ou invalidé par des expériesnge ChIP sur cellules synchronisées. Le
recrutement des facteurs de transcription (type) Sfelrait étre simultanément inhibé.
Inversement, dans les lignées gonadotropes, iltsetéressant de déterminer la nature des
histones lysine méthyltransférases spécifigues 8K4Hqui sont recrutées au promoteur
dlsl1, 8 d'entre elles étant déja connues chez I'horetmepmparer a celles présentes sur le
promoteur duGnrhr. A terme, il serait assez captivant de détermiadocalisation de ces
protéines lors de la différenciation des cellulemaylotropes au cours du développement
hypophysaire dans les périodes les plus précocesade ou Isl1l s'exprime dans toutes les
cellules progénitrices puis lorsque son express®rrestreint aux cellules situées dans la
partie ventrale. Vers 13,5 jours de développemelst le gene codant le GnRHR qui
commence a s'exprimer. Décrypter les mécanismegmigliques sous-jacents constituerait
une avancée certaine. ISL1 ou d'autres facteutsadscription pourraient étre directement
impliqués dans la mise en place des modificatiopigédétiques qui trés certainement

accompagnent I'émergence de I'expressioB mitnr.

4.2.3.2 Les conséquences des régulations épigénétiques

La méthylation de I'ADN modifie, via différents cpiexes protéiques, la position du
nucléosome au site d'initiation de transcriptiomsAl'incorporation des variants d'histones
au sein des nucléosomes, notamment H2ZA, protéggélees cibles contre la méthylation de
I'ADN, et influence la transcription en régulanadtessibilit¢ de 'ADN aux facteurs de
transcription et a la RNA polymeérase Il. La perte mlicléosome en 5’ en amont du site
d'initiation de transcription est fortement coreéévec I'activation de la transcription, alors

gue sa présence est corrélée avec la répressiartrdascription. (Fraga et al, 2005 ; Esteller,

224



2002-2008 ; pour revue Cairns, 2009 ; pour revuteRa et Esteller, 2010 ; pour revue Ho et
al, 2010 ; Franklin et Mansuy, 2010).

La mise en place de profils épigénétigues anormaantribue a I'émergence de
pathologies comme les cancers, les maladies newloggpementales, les maladies
neurodégénératives et les maladies auto-immunesnétaylation de ’ADN joue un réle
essentiel dans la régulation de la déterminationdéstin cellulaire des cellules souches
neurales durant le développement embryonnaire, aticplier dans l'acquisition de la
multipotence des cellules. Le développement duésystnerveux est gouverné par des
processus a étapes multiples dans lesquelles legesesouches donneront naissance aux
neurones et aux cellules gliales. Selon des étxabestes, la méthylation de I’ADN joue un
réle clef dans la médiation des réponses celldarex signaux endocriniens physiologiques.
Des altérations du profil de méthylation de 'ADNntribueraient au développement de
pathologies endocriniennes et métaboliques et p@untr expliquer la relation entre le fond
génétique, lI'environnement et les pathologies. Het,eles changements épigénétiques
survenant durant 'embryogenése auraient un imgackes processus cellulaires durant la vie
adulte suggérant que les fonctions endocrinienheg Eadulte peuvent étre affectées par des
évenements survenus au cours du développement enmaiiye et pendant I'enfance. Parmi
les pathologies auto-immunes connues, les dialiteype 1 et de type 2 présentent des
aberrations de profils de méthylation des histamginant des altérations du positionnement
du nucléosome, modifiant ainsi I'activité transdopnelle des genes cibles. (Fukuda et Taga,
2005 ; Gleiberman et al, 2008 ; Vankelecom, 20@0yr revue Juliandi et al, 2010 ; pour
revue Portella et Esteller, 2010 ; pour revue Tepdikacz et al, 2011 ; pour revue Garcia-
Carpizo et al, 2011). L'étude des régulations épggues dsll, facteur impliqué dans le
I'expression de plusieurs genes d'importance cornewx codant pour linsuline ou le

GnRHR, peut donc avoir des retombées physiologiquphysiopathologiques décisives.
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5 Conclusion générale

Les données les plus récentes semblent suggérda géparation entre génétique et
épigénétique soit tres ténue. La séquence d'ADaltsarffisante non seulement pour fournir
des éléments de réponse aux facteurs de traneaoriptiais aussi pour programmer le
positionnement des marques épigénétiques, modiditsat'histones et méthylation de 'ADN
(Lienert et al, 2011 ; Wilson et al, 2008). De plphusieurs facteurs de transcription sont
susceptibles de former des frontiéres destiné@witel la propagation de la méthylation de
I'ADN, en particulier au niveau des ilots CpG, sgnént a nouveau limportance de
I'information génétique qui se situerait systématigant en amont de I'épigénétique (Deaton
et Bird, 2011 ; Bird, 2011). Par ailleurs, de ncawe mécanismes de régulation ont été mis en
évidence ces dernieres années, mécanismes quiptodmblement interviennent dans
I'expression dsl1 et duGnrhr. Notamment, dans ce mémoire, nous n‘avons pasageies
multiples aspects de la régulation par les ARN podants, qui semblent jouer un role
important dans I'établissement des marques épigérét Ce point comme d'autres tels que
la régulation par les miRNA et les séquences cogser (génomique fonctionnelle) font

I'objet de différents projets au sein du laboratoir

Le récepteur de la GnRH, la BHet la FSH s'expriment exclusivement dans le
lignage gonadotrope au sein de I'nypophyse. Gasdd de nombreux géenes dont I'expression
est restreinte a un seul lignage cellulaire au gd&in organe. Ces genes d'expression tissulaire
spécifique définissent ainsi le phénotype d'undg cellulaire différencié. L'expression de
ces genes est dirigée par des combinatoires deufaale transcription dont certains sont eux-
mémes d'expression tissulaire spécifique, le facstéroidogéniqgue SF1 dans le cas du
lignage gonadotrope, PIT1 et TPIT pour les autigggages hypophysaires. Les genes codant
pour ces facteurs de transcription s'exprimentzatsdivement au cours du développement.
lIs viennent compléter une combinatoire préexisgtaassurant l'expression spécifique et
définitive des génes marqueurs d'un lignage pdigicuA l'opposé, d'autres facteurs
s'expriment de facon précoce a un stade de déasiogt ou les cellules du futur organe sont
encore indifférenciées et en prolifération. C'est seulement le cas d'ISL1 dans I'hypophyse

mais aussi de PITX1, PITX2, LHX3... L'expression eéet&ins facteurs disparait au cours des
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stades ultérieurs du développement, HESX1 par ebeertgndis que d'autres facteurs vont
continuer de s'exprimer chez l'adulte. Parmi cesetas certains s'expriment dans tous les
types cellulaires différenciés de l'organe (PITX12ktandis que d'autre vont acquérir une
expression spécifique d'un ou deux lignages. Gesible-t-il le cas d'ISL1. Nous montrons
ici que cette protéine LIM-HD n'est exprimée ni sldes cellules lacto-somatotropes ni dans
les cellules corticotropes alors qu'elle est fodemexprimée dans les deux lignées
gonadotropes. D'aprés les résultats que nous alaiaaus, on peut émettre I'nypothése que
dans les stades précoces de développement, I'sxpradisll est assurée par des facteurs
ubiquistes dans les cellules indifférenciées daitiare hypophyse qui, a ce stade (E8, 5 chez
la souris), n'est qu'une simple invagination detdéerme oral. Par la suite, les gradients
opposés de BMP2 et de FGF progressivement restreidespression 11 a la partie
ventrale de I'hypophyse en développement. Il esballe qu'a ce stade de développement
certaines marques épigénétiqgues se mettent en pacque d'activité dans la partie ventrale
et d'inactivité dans la partie dorsale. Le gradieemtrodorsal de BMP2 maintiendrait ou
induirait le dép6t des marques d'activité au latlstl tandis que le gradient dorso-ventral de
FGF provoquerait I'extinction d'Isl1l par le dép@& wharques d'inactivation dans la partie
dorsale. BMP2 est effectivement capable d'induire remodelage de la chromatine au
promoteur deSox9 un gene de développement, comisld, et de méme classe, puisque
possédant un ilot CpG s'étendant sur les 600 pbatagbeur proximal (Pan et al, 2009).

A linverse, FGF2 est capable, sous certaines tiondi de culture, d'induire
I'extinction de la maspine, une protéine de la Hapdlle des serpines, en provoquant la
méthylation du promoteur et des histones assotiégsle la conversion des keratocytes de la

cornée en fibroblastes (Horswill et al, 2008).

Un autre aspect des régulations géniques que nausng pas soulevé concerne
l'organisation spatiale de la chromatine dans Igauno Ainsi, les complexes Pc et leurs
protéines se regroupent dans le noyau en foyerseotnés nommeés "Polycomb bodies".
L'existence de ces corps Polycombs s'expliquegpardximité physique de certains génes co-
réprimés comme les genEex qui s'étendent sur le méme chromosome a la |starls des
autres de maniére colinéaire et concentrent ainssiqars complexes. Ceci s'explique
egalement par la formation de boucles chromatinieigjue regroupent des genes trés espacés
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portant ces complexes Polycomb. Ces genes peutrenpléacés sur différents chromosomes,
recrutés individuellement les complexes Polycombs@tretrouver au sein d'une méme
structure, concentrant ainsi ces complexes soudarme détectable au microscope optique
(Pirrotta et Li, 2012).

Le noyau présente ainsi plusieurs structures suéaives qui constituent de véritables
sous-ensembles fonctionnels. Certaines d'entre gdlerraient constituer le pendant des corps
Polycomb. Il s'agit notamment des amas de granmteschromatiniens (interchromatin

granule clusters) (Spector et Lamond, 2011).

Ces amas nucléaires regroupent principalementasésuirs d'épissage des ARN. A la
périphérie de ces amas se localisent des fibgéghromatiniennes constituées d'ARN en
cours de synthese, donc de génes actifs. Une étédante réalisée par le groupe de Michael
G. Rosenfeld montre qu'au cours de la stimulationlgggérum de la prolifération cellulaire
des cellules Hela, les locus des genes qui contrédecroissance sont transloqués des corps
Polycomb, un environnement répressif, aux amasraeufgs interchromatiniens, un milieu
propice a l'activation des genes. Deux ARNs noraotxjTUG1 et NEATZ2 sont impliqués

directement dans ce mécanisme (Yang et al, 2011).

Il serait possible de déterminer si Isll au cowd'antogenése hypophysaire change
ainsi de compartiments subnucléaires. Il existautda structures subnucléaires ou se
regroupent certains geénes co-exprimés et actifs. sGat les usines a transcription
(transcription factories) différentes des fibrillpérichromatiniennes. Il serait intéressant de
déterminer silsll et Gnrhr sont colocalisés ou non dans les mémes compat8men

subnucléaires.

L'architecture complexe des compartiments subninekat plus généralement du

noyau refléte finalement des modifications assetilsslies histones et de 'ADN.
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"REDRESSEZ-VOUS, PRENEZ L'ESPRIT"

"Redressez-vous, prenez I'Esprit
Comme une voile prend le vent :

Ne I'enfermez pas en vous-mémes,
Mais priez d'enfler vos cris,

- Qu'ils soient d'impatience ou de joie !
Vous savez bien de quel baptéme
Vous renaissez souffles vivants.
Dépliez-vous ! Prenez I'Esprit

Comme une voile prend le vent :

En le prenant, soyez sa proie !

Laissez la chair, prenez I'Esprit
Comme les chaumes prennent feu :
Réjouissez-vous qu'il consume

En vous ce qui n'est pas la vie :

- Il est le Seigneur qui pourvoit !-
Exposez tout a sa brdlure

En un présent qui plaise a Dieu.
Resplendissez ! Prenez I'Esprit
Comme les chaumes prennent feu :
En le prenant, soyez sa proie !

Ne craignez rien, prenez I'Esprit
Comme une barque prend la mer :
Rompez toute amarre a ce monde
Puisque vous n'étes pas de lui :

- Pourquoi vous ancrer a ses lois ?
Gagnez le large en eau profonde,
Oublieux des abris d'hier.

Sortez de vous ! Prenez I'Esprit
Comme une barque prend la mer :
En le prenant, soyez sa proie ! "

Priere composée par Didier Rimaud
«A force de colombe »
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