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Sommaire

Le géne NRAMP] humain s’exprime dans les phagocytes professionnels. La
protéine correspondante (Natural Resistance-Associated Macrophage Protéine 1) se
localise dans la membrane de vésicules cytoplasmiques des phagocytes quiescents et
dans la membrane des phagosomes aprés phagocytose. NRAMP1 est un co-
transporteur de métaux/protons qui contribue a inhiber la survie et la croissance de
microbes phagocytés en pompant les métaux divalents de I’intérieur des phagosomes
vers le cytoplasme des phagocytes. L’expression maximale de la protéine NRAMP]1 a
lieu lors de la phase terminale de la différenciation myéloide, dans les granulocytes et
monocytes du sang périphérique et les macrophages tissulaires.

La lignée de progéniteur promyélocytaire HL-60 a été choisie pour étudier la
régulation de I’expression du géne NRAMP/ au cours de la différenciation myéloide
induite soit avec la forme active de la vitamine D (monocyte/macrophage), soit avec le
diméthylsulfoxide (granulocyte/neutrophile). Ce modéle a permis de révéler par
transfection de constructions (promoteur NRAMP1 + gene de la luciférase) la présence
d’une région proximale, -114 pb en amont du site majeur d’initiation de la
transcription, qui permet la transcription basale, et une région plus en amont (-498 pb)
conférant la spécificité myéloide.

Dans cette étude, nous avons démontré que le promoteur NRAMP] est régulé
par les facteurs C/EBP. Les expériences réalisées suggerent que l'interaction de ces
facteurs C/EBP aurait lieu sur le site E14 de la région basale du promoteur. Dans les
cellules HL-60 immatures, le promoteur NRAMP! serait fixé par le facteur C/EBPq
alors que dans ces cellules différenciées en monocyte/macrophage par la VD, il
s'agirait de l'isoforme C/EBPB. L'analyse du site E14 a révélé qu'il est essentiel pour
I’expression du géne NRAMP] dans les cellules myéloides et non myéloides. En effet,
aucune expression du géne NRAMPI n’a été détectée dans des clones stables mutés
sur le site E14 dans les cellules HL-60 différenciées ou non. Nous avons donc
démontré que les facteurs C/EBPa et B sont capables d’induire une transcription
basale du géne NRAMPI, cependant, une coopération de ces facteurs avec Spl, qui
interagit avec le promoteur NRAMPI au niveau de la région distale, est nécessaire
pour activer I’expression de ce géne. Les résultats obtenus dans cette étude combinée
avec les études antérieures conduisent 4 penser que la coopération des facteurs Spl et
C/EBP requiert les régions basale et myéloide et stimule I’activation du promoteur
NRAMP].
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Introduction

La détermination de la séquence du génome humain a permis une grande
avancée dans la compréhension du fonctionnement du corps humain et dans
I’amélioration du diagnostic de certaines maladies. L'étape suivante consiste
désormais & mettre en évidence les relations entre les phénotypes des maladies et les
génotypes mis en jeu. En effet, chaque individu acquiert une information génétique
propre qui, en interagissant avec le milieu environnant, sera responsable du
déroulement de tous les mécanismes biologiques et physiologiques engendrés au cours
du développement et du maintient d’un organisme vivant. Par conséquent, le bagage
génétique de I’hote pourrait alors étre responsable de la susceptibilité aux infections.
C’est pourquoi, plusieurs études se sont attachées a identifier des génes de résistance
ou de susceptibilité qui, s’ils sont dysfonctionnels, peuvent prédisposer a certaines

maladies (Hill 1998).

Découvert en 1993, sur le chromosome 1 chez la souris, le géne Nrampl
(Natural Resistance-Associated Macrophage Protéine) est responsable d’une
sensibilit¢ accrue de certaines lignées génétiquement stables face a différents
pathogénes intracellulaires comme : Mycobacterium bovis, Leshmania donovani et
Salmonella typhymurium (Vidal, Gros et al. 1995). En effet, une mutation (Gly—Asp
(169)) dans le domaine transmembranaire 4 de la protéine Nrampl empéche son
expression et est responsable du phénotype de susceptibilité des lignées murines. La
protéine Nrampl est exprimée a la membrane des phagolysosome et a pour role
d’exclure de la vacuole des métaux divalents comme le fer et le manganése qui sont
essentiels pour la survie du pathogéne phagocyté (Blackwell et Searle 1999; Forbes et
Gros 2001). Depuis la découverte de son rdle anti-bactérien, le géne Nrampl, chez la

souris, est par conséquent un facteur génétique de susceptibilité/résistance a certaines

infections.

Le géne Nrampl appartient & une famille trés conservée de transporteurs
membranaires de métaux divalents. Les membres de cette famille se retrouvent dans
plusieurs espéces phylogénétiquement trés éloignées telle que les levures, les plantes,

les insectes, les nématodes et les mammiféres. D’ailleurs, le pourcentage d’identité



élevé entre les séquences des homologues suggére que la fonction de transport de
métaux a été conservée dans les divers membres de cette famille (Nevo et Nelson
2006). Dans cette famille, le géne Nramp2 est le premier transporteur de fer identifié
chez les mammifeéres. Il est impliqué dans I’absorption intestinale du fer provenant de
I’alimentation et participe aussi au recyclage de cet élément dans les macrophages

(Andrews 1999).

C’est en 1994 que le géne NRAMPI humain a été identifié sur le chromosome
2. Le géne NRAMPI code aussi pour une protéine transmembranaire exprimée
exclusivement dans les cellules myéloides et qui posséde vraisemblablement le méme
réle que son homologue chez la souris (Cellier, Govoni et al. 1994). Bien qu’entre le
gene Nrampl de la souris et de I’humain il y aie tout de méme 88% d’homologie, chez
I’homme, aucun lien causal direct n’a été observé entre une mutation du géne
NRAMPI et une susceptibilité¢ aux infections. Cependant, des polymorphismes des
régions en 5’ et 3’ du gene pourraient prédisposer a la sensibilité & Mycobacterium
tuberculosis et Mycobacterium leprae dans certaines régions endémiques (Blackwell,
Barton et al. 1995; Abel, Sanchez et al. 1998; Soborg, Andersen et al. 2002). Par
conséquent, pour mieux comprendre I’importance fonctionnelle des polymorphismes
dans le promoteur NRAMP] et ainsi définir leur réle possible dans les mécanismes de
susceptibilité/résistance de I’héte aux infections, il est essentiel d’élucider les
mécanismes de régulation transcriptionnelle contrélant ’expression de la protéine

NRAMP1 lors de la différenciation myéloide.

Etant donné que le géne NRAMPI humain est exprimé uniquement dans les
phagocytes matures, la lignée promyélocytaires (HL-60) a été choisie comme modéle
puisqu’elle posséde une bipotentialité de différenciation (Cellier, Shustik et al. 1997;
Roig, Richer et al. 2002). En effet, cette lignée cellulaire peut se différencier soit en
monocyte/macrophage, soit en granulocyte. La différenciation de cette lignée en types
polymorphonucléaires peut étre induite par le DMSO ou ’ATRA. A Dinverse, la
différenciation en monocytes matures ou en macrophages peut étre induite par la
forme active de la vitamine D (VD) ou I’ester de phorbol. Grace a ces agents de
différenciation, la régulation du géne NRAMP! au cours de la différenciation

my¢éloide peut-étre mieux définie.



Parmi ses réles physiologiques classiques, la forme active de la VD, la
10,25(OH)VitD3, est impliquée dans les mécanismes de défense immunitaire.
Synthétisée dans la peau grice aux UVB, la 7-déhydrocholestérol deviendra la 10,25
dihydroxyvitamine Dj; ou calcitriol qui est la forme active de la VD (Zasloff* 2006).
C’est en se liant avec son récepteur cytoplasmique, le VDR, que cette vitamine va
pouvoir étre acheminée au noyau ou ce complexe [VD-VDR] pourra se fixer sur des
séquences promotrices et ainsi réguler certains génes. Parmi les cibles de la VD, est
retrouvé le gene codant pour le peptide antimicrobien LL-37, montrant ainsi que la
VD est un élément de la réponse aux infections (Liu, Stenger et al. 2006). De méme,
certaines études démontrent que des polymorphismes de la VD seraient responsables
d’une susceptibilité/progression de certaines maladies immunitaires comme la

tuberculose.

Pour déterminer les mécanismes moléculaires responsables de 1’expression
spécifique du géne NRAMP! et ainsi mieux comprendre son rdle dans la réponse
immunitaire, nous avons tenté de caractériser les éléments cis-activateurs et les

facteurs trans impliqués dans la régulation de ce géne durant la myélopoiése.

Pour cela, des empreintes a la DNAse ont été réalisées in vitro sur le
promoteur NRAMP1 dans le but d’identifier des régions protégées, indiquant ainsi la
présence de sites potentiels pour la fixation de facteurs de transcription (Richer E.,
These de doctorat, 2005). 14 sites ont été identifiés sur le promoteur soit 10 dans la
région en amont, de spécificité myéloide, et 4 dans la région basale. Dans le but de
démontrer I’importance des sites identifiés dans la régulation du géne, nous avons
produit des mutations des régions couvrant les sites potentiels spécifiques, qui ont été
caractérisées in vitro par retard sur gel. Les sites mutés d’intéréts sont ensuite étudiés
in vivo par des transfections transitoires dans les cellules 293T et stables dans la lignée

HL-60.

Les résultats obtenus jusqu’a présent démontrent que le promoteur NRAMP]
comprend une région active proximale qui fixerait le complexe de transcription basal
et une région plus distale responsable du contréle myéloide. Nous avons démontré que

le site E14, situé dans la région basale, est d’importance majeure pour I’initiation de la



transcription puisque lorsque nous transfectons le promoteur muté sur ce site, on
observe une perte totale de I’activité du promoteur. De plus, nous avons démontré in
vitro et in vivo que les facteurs de transcription C/EBPa et [3 peuvent se fixer sur le
site E14 et que cette fixation pourrait étre responsable de I’augmentation de I’activité
du promoteur NRAMPI. Nos résultats suggérent donc un réle des facteurs CEBPa et

B dans le contrdle de la transcription du géne en se fixant sur le site E14 de la région

basale du géne NRAMPI.

Ce projet de recherche contribue a définir les mécanismes de régulation
transcriptionnelle controlant 1’expression de la protéine NRAMP1 lors de la
différenciation des phagocytes. La poursuite des études sur le modéle établi permettra
d’étudier la spécificité d’expression du gene NRAMPI humain, ce qui implique la
définition in vivo des éléments actifs en cis ainsi que 1’identification des facteurs de
transcription recrutés. Les résultats anticipés seront utiles pour étudier les cellules
normales du sang. De plus, ces résultats pourront faciliter I’étude de I’importance
fonctionnelle des polymorphismes dans le promoteur NRAMPI ainsi que leur role

possible dans les mécanismes de résistance de 1’h6te aux infections.



Chapitre 1

Revue de la littérature




1.1. Relation hote-pathogéne

1.1.1. Co-évolution

Au cours de I’évolution, de fréquentes interactions hotes-pathogénes ont
permis aux espéces concernées d’évoluer I’une par rapport a l’autre. En effet,
’association étroite entre un pathogéne et son héte et la pression qu’ils exercent I’un
sur ’autre pour survivre, a permis de sélectionner divers mécanismes de défenses
complexes. Le devenir de cette intéraction, c'est-a-dire 1’habilité de 1’héte a limiter
I’action d’un pathogéne ou a I’inverse I’aptitude du microorganisme a s’évader du
systéme immunitaire de I’hote, est influencé a la fois par les facteurs génétiques de
I’héte et ceux du pathogéne ainsi que par les facteurs environnementaux (Woolhouse,
Webster et al. 2002). Ce principe de sélection naturelle a favorisé ’apparition et le
maintien d’alléles de génes qui conférent a I’hdte une résistance face aux différentes

maladies infectieuses les plus prévalentes.

1.1.2. 1dentification de génes de résistance / susceptibilité

Les maladies infectieuses sont toujours un probléme majeur dans le monde
actuel et la recherche de mécanismes génétiques expliquant une variabilité dans la
susceptibilité naturelle de 1’hdte a commencé au début du 20°™ siécle. Ces études ont
démontré I’implication de quelques génes de I’hdte dans la détermination d’une
susceptibilité/résistance face a certaines maladies (Hill 1998). Cependant, seulement
une petite fraction de ces génes a été identifiée. En effet, parmi les modéles d’études
les mieux développés et les plus physiologiquement significatifs, la souris a permis
I’identification de nouveaux génes qui ont un réle majeur dans la réponse immunitaire
de I’héte (Qureshi, Skamene et al. 1999). L’analyse génétique de ces modéles murins
est cruciale pour la découverte de génes candidats pour la susceptibilité/résistance a
certaines maladies qui peuvent ensuite étre validés en identifiant les homologues
humains. Ainsi, le géne Nramp! fut le premier géne murin identifié sur la base de son
importance dans le contréle de I’infection et est reconnu aujourd’hui comme géne

candidat pour la résistance aux infections humaines (Kramnik et Boyartchuk 2002).



1.2. Le géne NRAMPI1

1.2.1. Découverte du géne Nrampl chez la souris

Dans les années 70, différents groupes de scientifiques ont observé que
certaines lignées de souris de laboratoire, génétiquement stables, possédaient un
phénotype de résistance ou de susceptibilit¢ face a différents pathogénes
intracellulaires comme S. enterica serovar Typhimurium, Leshmania donovani et
Mycobacterium bovis (Plant et Glynn 1976; Bradley 1979; Gros, Skamene et al.
1981). Ils ont donc formulé [I’hypothése qu’il existait un locus de
résistance/susceptibilité chez la souris qui fut nommé par les différents groupes : Ity,
Lsh et Bcg. C’est par clonage positionnel de ce locus Lsh/lty/Bcg que Vidal et son
équipe en 1993 découvrirent qu’en fait, il ne s’agissait que d’un seul et méme géne sur
le chromosome 1. De méme, I’expression élevée de ce géne dans les macrophages
tissulaires matures renfor¢a 1’hypothése que ce géne pouvait étre responsable de la
résistance/susceptibilité des souris (Vidal, Malo et al. 1993). Ce géne fut donc nommé
Nramp pour Natural Resistance-Associated Macrophage Protein, puis plus tard
renommé Nrampl ou Slcl141 (Solute carrier family 11 member 1) lorsque 1’on
identifia d’autre membre de la famille Nramp (Gruenheid, Cellier ef al. 1995; Vidal,
Gros et al. 1995). D’ailleurs, peu de temps aprés, en 1994, son homologue humain fut
isolé sur le chromosome 2 par clonage positionnel et nommé NRAMPI ou SLC1141
(Cellier, Govoni et al. 1994).

Plusieurs hypothéses ont alors été formulées sur le role du géne NRAMPI
humain dans la réponse immunitaire de I’h6te. C’est pourquoi de nombreuses
recherches se sont portées sur la nature et la fonction de la protéine NRAMPI1 et de

son lien avec I’immunité.
1.2.2. Expression et localisation de ' ARNm du géne NRAMPI
Des analyses de la distribution tissulaire de PARNm du géne NRAMPI

démontrent que ce géne est spécifiquement exprimé dans certains tissus. En effet, le

plus fort taux d’expression de I’ARNm de ce géne est retrouvé dans les cellules du



sang périphérique (PBL) puis plus faiblement dans les poumons, la rate et le foie.
Parmi les cellules du sang périphérique, ce sont surtout les polymorphonucléaires
(PMN) qui constituent le site d’expression le plus élevé pour le géne NRAMPI
(Cellier, Govoni et al. 1994). Les monocytes aussi expriment ce géne mais plus
faiblement, cependant le taux d’expression du géne NRAMPI est augmenté lorsque les
monocytes migrent vers les tissus et opérent leur différenciation terminale en
macrophages, et ce surtout au niveau des macrophages alvéolaires (Govoni, Vidal et
al. 1995; Cellier, Shustik et al. 1997).

De plus, il a été démontré en utilisant la lignée cellulaire de macrophages
murins, RAW264.7, qu’apres traitement avec de I’IFN-y ou du LPS, I’expression de
I’ARNm du gene Nrampl est régulée a la hausse, simulant ainsi in vitro une activation

dans un contexte infectieux (Govoni, Gauthier ez al. 1997).

Afin de déterminer la localisation subcellulaire de la protéine NRAMPI, des
analyses avec un anticorps anti-NRAMP1 ont révélé que cette protéine est
exclusivement exprimée dans les phagocytes professionnels. Dans les phagocytes
murins au repos, la protéine Nrampl est localisée dans le compartiment endocytique
lysosomal. Aprés phagocytose d’un microorganisme comme Salmonella, Leishmania
ou Mycobacterium avium, la protéine Nrampl est recrutée a la membrane du
phagosome avec une cinétique semblable au marqueur lysosomal Lampl, mais
clairement différent du marqueur endosomal précoce Rab5 (Gruenheid, Pinner et al.
1997, Searle, Bright et al. 1998; Govoni, Canonne-Hergaux et al. 1999).

Au niveau des PMN, la protéine NRAMPI1 est surtout exprimée dans les
neutrophiles ou elle est retrouvée dans les granules tertiaires. L’hypothése émise serait
que la protéine NRAMPI, présente dans la membrane des granules tertiaires, serait
délivrée a la membrane des phagosomes aprés fusion de ces deux vésicules (Canonne-

Hergaux, Calafat et al. 2002).

Les PMN jouent un réle essentiel comme premiéres lignes de défense contre
les infections bactériennes et dans les réactions inflammatoires. Le fait que ce soit ces
cellules qui expriment le plus fort taux d’ARNm du géne NRAMPI suggére que ce

geéne a un réle majeur dans la réponse immunitaire de 1’hote.



1.2.3. Structure de la protéine NRAMP1

Le géne NRAMPI code pour une protéine de 550 acides aminés, hydrophobe,
constituée de 12 domaines transmembranaires (DTM1 a 12), d’une boucle extra
cellulaire extrémement glycosylée (prés de 50% de sa masse) et de plusieurs sites de
phosphorylation (Fig. 2) (Cellier, Prive et al. 1995; Vidal, Gros et al. 1995). De
méme, la protéine Nramp1 posséde un motif ("YGSI") dans son extrémité N-terminale
qui permettrait de cibler directement la molécule vers le compartiment endocytique
lysosomal (Lam-Yuk-Tseung, Picard et al. 2006). Dans la partie cytoplasmique des
DTMS et 9 de la protéine NRAMPI1, une séquence consensus homologue a celles
retrouvées dans les protéines membranaires de transport (motif de séquence : (E,
Q)S, T, A (X)3G (X6 (L, I, V, M, Y, F, A) (X)4 (F, L, 1, V) (P, K)) suggére un rdle
possible de cette protéine dans le transport d’ions au niveau des macrophages (Vidal,

Malo et al. 1993; Buu, Sanchez et al. 2000).

La caractérisation de la protéine Nrampl a permis de mieux comprendre la
cause du phénotype de susceptibilité observé chez les lignées murines. En effet, ceci a
permis de découvrir qu’une simple mutation ponctuelle est a I’origine de cette
susceptibilité. I s’agit de la substitution d’une guanine par une adénine a la position
nucléotidique 596, ce qui résulte en un remplacement non conservatif d’une glycine
par un acide aspartique en position 169 dans le domaine transmembranaire 4 (DTM4)
de la protéine Nramp1, mutation désignée G169D (Vidal, Tremblay et al. 1995). Les
conséquences de cette mutation sont donc dues & un changement de charge au niveau
du DTM4 puisqu’il s’agit d’un remplacement d’un résidu neutre par un résidu chargé
négativement. Il a ét¢ démontré que lorsque la mutation G169D est présente sur le
gene Nrampl, la protéine est absente a la membrane du phagolysosome, suggérant que
cette mutation empéche le processus normal d’adressage de la protéine, ce qui conduit
probablement & sa dégradation (Vidal, Pinner et al. 1996; White, Stewart ef al. 2004).
Chez la souris, les formes alléliques du géne Nrampl sont : résistante (dominante :
Nramp19'%) ou susceptible (récessive : NrampI®'®). Les effets majeurs de cette
mutation sont d’ailleurs démontrés par le fait que, dans le cas d’une souche virulente
de S. typhimurium, les souris susceptibles vont succomber rapidement & I’infection

alors que les souris résistantes survivent a I’infection (Plant et Glynn 1976).



Par sa localisation, la protéine Nrampl est donc intimement liée aux
pathogénes phagocytés et une mutation dans cette protéine induit un phénotype de
susceptibilité important dans des lignées murines infectées par différents pathogénes.
Ces observations suggérent encore une fois que la protéine NRAMP1 participerait a

la réponse immunitaire précoce de 1’héte.

1.2.4. Role de la protéine NRAMP1

Le role de la protéine NRAMPI1 a fait ’objet de nombreuses controverses.
Celles-ci semblent maintenant résolues, la protéine NRAMPI1 est un symporteur
dépendant du pH qui permet d’exclure du phagosome des métaux divalents comme le
fer et le manganése qui sont essentiels & la survie des pathogénes (Jabado, Jankowski
et al. 2000; Forbes et Gros 2003). En effet, les métaux comme le manganése (Mn), le
fer (Fe), ou le cuivre et le zinc (Cu, Zn) sont des cofacteurs essentiels pour les
superoxide dismutases (SOD), enzymes qui permettent de neutraliser le radical
superoxyde présent dans la vacuole et ainsi rendre 1’environnement du phagolysosome
plus propice a la réplication des pathogénes (Fig. 1). Par conséquent, les pathogénes
intracellulaires comme S. typhimurium, M. bovis, M. tuberculosis et L. donovani qui
produisent leur propre SOD, sont privés de leur cofacteur ce qui peut limiter leur
survie dans I’environnement hostile du phagosome (Zhang, Lathigra et al. 1991; Dey
et Datta 1994; Tsolis, Baumler ef al. 1995). De méme, la similarité de localisation de
la protéine humaine dans les macrophages comme dans les neutrophiles, suggére
qu’elle aurait le méme réle de transporteurs de métaux divalents dans ces deux types

de cellules (Canonne-Hergaux, Calafat ef al. 2002).

Afin de déterminer les effets de la mutation G169D de la protéine Nrampl sur la
résistance naturelle aux infections, et ainsi de mieux comprendre la fonction de la
protéine NRAMPI, des souris déficientes pour le géne Nrampl (Nrampl™) ont été
créées (Vidal, Tremblay et al. 1995). La réplication intracellulaire de Mycobacterium
avium dans des macrophages provenant de ces deux types de souris, mutées ou
sauvages, a ensuite été testée (Frehel, Canonne-Hergaux et al. 2002). Les résultats
montrent une réplication intense et rapide des bactéries dans les cellules Nrampl™
déficientes alors qu’aucune réplication n’a lieu dans les phagolysosomes de cellules

+/+

Nrampl™”. Une autre étude montre qu’un traitement avec de fortes doses de fer chez
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des souris portant I’alléle Nrampl®'® ou Nramp1®'% infectées par Mycobacterium

avium, conduit a une forte réplication de ce pathogéne dans les organes de ces deux

1616 ) cette

types de souris. Cependant, chez les souris de types sauvages (Nramp
croissance bactérienne est moins importante que chez les souris portant la mutation
G169D (Gomes et Appelberg 1998). Ces résultats confirment que la protéine Nramp1
exerce son action anti-microbienne en transportant le fer hors du phagosome, privant

ainsi le pathogéne phagocyté d’un élément essentiel a sa survie.

La présence de la protéine Nrampl dans le phagocyte permet la maturation du
phagosome. En effet, dans des macrophages Nrampl™ infectés par M. avium ou
tuberculosis, un arrét de la maturation des phagosomes a un stade précoce est observé
et aucune fusion phago-lysosomale ne se produit entrainant une forte croissance de ces
bactéries dans les phagosomes. A I’inverse, un fort taux de fusions phago-lysosmales
est constaté dans les phagocytes de type sauvage et ce phénoméne est lié a un retard
de multiplication de ces pathogénes puis & leur élimination dans les phagosomes (de

Chastellier, Frehel ef al. 1993; Hackam, Rotstein et al. 1998).

La délétion du géne Nrampl dans ces souris a donc permis de démontrer d’une
part I’importance de cette protéine dans le contr6le de la réplication de certains
pathogénes intracellulaires mais aussi, cela a permis de révéler que la mutation
G169D des souris susceptibles est équivalente a une perte totale du géne Nrampl
puisque les effets sont similaires. Cependant, le point qui confirme I’importance de
cette protéine, c’est le fait que si I’alléle résistant Nrampl est transféré dans des souris
susceptibles qui possédent la mutation G169D, cela restaure la résistance aux
infections par Mycobacterium et Salmonella prouvant que l'activité de la protéine est
bien I’élément qui confére la résistance a ces infections (Govoni, Vidal et al. 1996;

Govoni et Gros 1998).
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Figure 1. Réle hypothétique de la protéine Nrampl lors de I’intéraction hote-
pathogéne. (Adapté de Nevo, Y. et Nelson N. 2006)

(a) Dans les macrophages de type sauvage (Nramp1%'®), le pathogéne est phagocyté et se retrouve dans
un phagosome qui va fusionner avec un endosome tardif/lysosome-positif pour Nrampl. Dans le
phagolysosome, la prot€ine Nrampl de I’héte et son homologue chez le pathogéne, MntH, vont
compétitionner ensemble pour I'acquisition de métaux divalents essentiels & partir de la lumigre du
phagolysosome. En limitant la disponibilit¢ de métaux pour le pathogene, la protéine Nrampl va
restreindre la réplication du pathogéne. (b) Dans les macrophages portant la mutation G169D (souris
Nramp1®'®) qui empéche I'expression de la protéine a la membrane du lysosome, le pathogéne peut se
procurer les métaux essentiels a sa croissance dans le phagosome et inhiber la fusion phago-lysosomale,
rendant I'intérieur du phagosome moins acide et peu bactéricide ce qui favorise la réplication du

pathogene.



La découverte de la mutation G169D du géne Nrampl et I'utilisation de
modéles murins portant cet alléle susceptible a permis de mettre en évidence d'autres
fonctions du géne Nrampl. Le géne Nrampl peut avoir une influence sur la
présentation antigénique. En effet, une défectuosité dans la présentation de I’antigéne
peptidique par les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe II est observée dans des macrophages possédant un fragment de chromosome

1°'%) aprés induction avec I'IFN-

portant I’alléle susceptible du géne Nrampl (Nramp
y. A linverse, dans les macrophages portant l'alléle résistant (Nrampl®'®®), une
régulation a la hausse de ces complexes peptides/fCMH est observée (Lang, Prina et al.
1997). En influencant la présentation antigénique, le géne Nrampl est donc
indirectement impliqué dans ’activation des cellules T CD4-positive. C’est pourquoi,
lors d’une infection, chez les souris portant l'alléle resistante, on observe une
activation des cellules T effectrices de type Ty1, alors qu’une réponse de type Ty2 est

observée chez les souris susceptibles NrampID 169 (Soo, Villarreal-Ramos et al. 1998;

Blackwell, Black et al. 1999).

Le géne Nrampl est donc au centre de processus complexes qui permettent
I’activation du macrophage et par conséquent le déroulement d’une réponse
immunitaire efficace. Le haut degré de conservation de la séquence peptidique de la
protéine NRAMP1 au cours de I’évolution suppose déja que l'introduction d'une
charge dans un de ces domaines peut entrainer des effets sévéres sur la fonction de

cette protéine.

1.3. La famille Nramp

Le géne NRAMPI n’est pas un géne isolé mais plutét membre d’une petite
famille de génes, la famille Nramp, dont la structure et la fonction ont été conservées

au cours de 1I’évolution des espéces.
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1.3.1. Les membres de la famille Nramp

L’identification et la caractérisation du géne NRAMP1 a permis par la suite de
découvrir qu’il provenait d’une petite famille de protéines membranaires hautement
conservées puisqu’on retrouve des homologues du géne NRAMP1 chez les plantes, les
levures, les insectes, les mycobactéries, les nématodes et les mammiferes. Par
exemple, la plante Arabidopsis thaliana posséde cinq homologues du géne NRAMPI
nommés AtNrampl a 5 (Curie, Alonso et al. 2000). Chez la levure, trois homologues
ont été identifiés : Smfl, 2 et 3 (Portnoy, Liu et al. 2000). La Drosophile, par contre,
ne posséde qu’un seul homologue : MvL (D'Souza, Cheah et al. 1999). Tous les
homologues de la famille Nramp possédent une structure protéique similaire avec un
minimum de 11 et un maximum de 12 domaines transmembranaires. D’ailleurs, on
observe 88% d’identité entre la protéine NRAMP1 humaine et murine (Vidal, Gros et

al. 1995).

Chez I’humain et la souris, peu de temps apres le clonage du géne NRAMPI,
un second géne a été identifi¢ désigné NRAMP2 ou SLCIIA2, situé sur le
chromosome 12 (chromosome 15 chez la souris) (Gruenheid, Cellier et al. 1995;
Vidal, Belouchi et al. 1995). A I'opposé du géne NRAMPI, il est exprimé dans tous
les tissus mais son expression est plus élevée dans le duodénum et le rein (Canonne-
Hergaux, Gruenheid et al. 1999). Ce géne code pour une protéine transmembranaire
nommée DCT1 ou DMTI qui possede 78 % d’identité avec la protéine NRAMPI
(Cellier, Prive et al. 1995). Des études d'électrophysiologie dans des ceufs de xenope
ont démontré que la protéine Nramp2 facilite le transport de métaux comme le fer, le
manganése et le zinc, couplé au transport de protons (Gunshin, Mackenzie et al.
1997).

Chez les bactéries aussi il existe des homologues des génes de la famille
Nramp qui possédent 40-45% de similarité de séquence avec ceux des mammiféres.
Chez S. yyphimurium, E. coli, B. subtilis et M. tuberculosis 1’homologue du géne
NRAMPI est nommé MntH (Cellier, Bergevin et al. 2001). Chez les bactéries, ces
protéines fonctionnent aussi comme des transporteurs de métaux divalents. En effet,

dans le phagolysosome, la protéine MntH chez la bactérie phagocytée, va
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compétitionner avec son homologue NRAMPI1, pour acquérir les métaux qui sont
essentiels a leur survie dans I’environnement hostile du phagolysosome (De Voss,

Rutter et al. 1999; Boyer, Bergevin et al. 2002).

Une des caractéristiques intéressantes de la famille Nramp est le fort taux
d'identité des séquences, bien que les espéces auxquelles elles appartiennent aient

divergées il y a trés longtemps.

1.3.2. L’évolution de la famille Nramp

Plus de deux milliards d’années d’évolution séparent ces protéines
membranaires, pourtant leurs séquences sont fortement conservées. Ceci suggére que
les membres de la famille Nramp proviennent tous d’une classe d’anciens
transporteurs de métaux dont la structure et la fonction ont été conservées (Nevo et

Nelson 2006).

Les séquences les plus conservées de la protéine Nramp, se situent dans un
cceur hydrophobe comprenant les 10 premiers domaines transmembranaires (Fig. 2).
Point intéressant, puisque c’est dans les domaines trés conservés 8 et 9 que se situe un
motif de séquence pour la fonction de transporteur (Cellier, Prive et al. 1995), ce qui
révele que la fonction de transport a été maintenue au cours de 1’évolution pour
chaque protéine de la famille Nramp.. Une forte homologie a aussi été démontrée
entre les domaines transmembranaires 4 de Nrampl et Nramp2. En effet, une
substitution d’une glycine par une arginine en position 185 dans le DTM4 de Nramp2
résulte en un dysfonctionnement majeur du transport du fer et conduit & une anémie
microcytique chez la souris (Fleming, Trenor et al. 1997; Su, Trenor et al. 1998). Cela
suggere donc que l'introduction d'une charge dans le domaine transmembranaire 4
pourrait avoir des conséquences biologiques importantes au sein de la famille

NRAMP.
Le haut degré d’homologie entre Nrampl et Nramp2 suggére que ces deux

geénes proviennent d’un ancétre commun dont la duplication a permis leur évolution

sur deux chromosomes différents. A l'origine, la protéine Nramp serait apparue chez
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les procaryotes puis aurait été transmise aux eucaryotes ol une premiére duplication
du géne aurait eu lieu. En effet, deux grands groupes de protéines Nramp sont présents
chez les eucaryotes : le prototype, qui est retrouvé principalement dans les organismes
unicellulaires comme l'amibe Dictyostelium discoideum, et Darchétype, présent
uniquement chez les eucaryotes supérieurs (Richer, Courville et al. 2003; Cellier,
Courville et al. sous presse). Une deuxiéme duplication de ce géne a partir de
l'archétype serait a l'origine des génes Nrampl et Nramp2. Cette duplication a
probablement eu lieu avant la radiation des mammiféres (Burge, Gauthier et al. 2004).
La manipulation du géne Nramp! dans I'amibe Dictyostelium discoideum, qui est un
phagocyte professionnel, a permis l'analyse de la fonction de la protéine
correspondante au cours d'une infection par les bactéries Mycobacterium avium et

Legionella pneumophila (Peracino, Wagner et al. 2006).

Bien que les deux protéines NRAMP1 et NRAMP2 aient une homologie dans
leur structure, leurs roles divergent. La protéine NRAMPI1 est impliquée dans la
réponse immunitaire alors que la protéine NRAMP2 est associée a I’homéostasie du
fer. L'hypothése suggérée serait qu'aprés la duplication, la spécialisation du réle de ces
deux homologues chez les mammiféres se serait effectuée au niveau de la régulation
de D’expression de ces génes puisque la protéine NRAMPI1 est spécifiquement
exprimée dans les cellules myéloides alors que la protéine NRAMP2 est ubiquitaire.
C'est pourquoi, l'identification des mécanismes transcriptionnels mis en jeu pour
l'expression du géne NRAMPI est nécessaire pour mieux comprendre sa spécificité

d'expression.
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Figure 2. Alignement des séquences peptidiques de 4 homologues de la famille
Nramp : la séquence Nrampl de D. discoideum, H. sapiens (NCBI accession
N°BAA08907), M. musculus (Swiss Prot. N° P41251) et de D. melanogaster

(N°AAL13772) (Adapté de (Peracino, Wagner et al. 2006).

Les 12 DTM potentiels sont désignés en jaune et surlignés par une fléche qui montre leur orientation
dans la membrane. Les résidus conservés dans les 4 séquences sont représentés par des cercles pleins
(®). Les sites potentiels de glycosylation sont surlignés et la région contenant le motif de transport est
coloriée en vert.
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1.3.3. Implication de la famille Nramp dans ’homéostasie du fer

Le fer est un élément essentiel & toute forme de vie car il est non seulement
indispensable pour le transport de I’oxygéne mais aussi pour d’autres réactions

cellulaires (transferts d’électrons, synthése d’ADN, etc).

Apporté par les aliments, le fer doit rapidement étre mobilisé et véhiculé a
travers les barriéres cellulaires pour étre mis en réserve sous une forme disponible. Le
fer libre Fe™ est rare car il est le plus souvent oxydé et lié 4 des protéines. Dans la
cellule, le fer peut étre stocké par la ferritine et dans la circulation sanguine, la
transferrine permet de le véhiculer dans tout I’organisme (Hentze, Muckenthaler et al.
2004). L’homéostasie du fer repose sur un contréle strict de son absorption intestinale,
au niveau du duodénum, et de son recyclage aprés dégradation des globules rouges
sénescents par les macrophages. Il n’existe aucun processus pour l’organisme
d’éliminer le fer absorbé en excés. Or une surcharge en fer est trés toxique pour
I’organisme et peut conduire a de séveéres maladies du sang comme la thalassémie,

I’anémie hémolytique ou I’hémochromatose (Andrews 2000).

Par conséquent, pour éviter cette surcharge en fer, il est nécessaire que
I’absorption intestinale de ce cation et son recyclage soient finement régulés. Pour
cela, au niveau des villosités intestinales, se trouvent des protéines transmembranaires
dont la fonction est de transporter le fer de la lumiére intestinale vers le cytoplasme de
la cellule (Fleming et Andrews 1998). La protéine Nramp2 a d’ailleurs été le premier
transporteur de fer identifié chez les mammiféres et c’est une des principales protéines
transmembranaires qui permet I’entrée du fer dans le duodénum (Fleet 1998; Andrews
1999). Son importance est d’ailleurs illustrée par le fait qu’une mutation dans le géne
Nramp2 (mutation GI185R) chez des souris (souris mk/mk) entraine de sévéres
déficiences systémiques en fer et une forte anémie (Fleming, Trenor et al. 1997; Su,
Trenor et al. 1998). Des souris déficientes pour le géne Nramp2 (NrampZ'/')
présentent cependant un phénotype plus sévére que celui observé chez les souris
homozygote pour la mutation G185R. Les souris Nramp2™ naissent anémiques mais
sans anomalies du développement et meurent aprés 7 jours (Gunshin, Fujiwara et al.

2005).
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De méme, chez I'homme, des mutations dans le géne NRAMP2 sont aussi
responsables de sévéres anémies microcytiques, di a4 une perte de l'activité de
transport ou de recyclage de cette protéine dans le cas de la mutation R416C. (Lam-
Yuk-Tseung, Camaschella et al. 2006), ou & une faible expression de la protéine a

cause de la mutation E399D (Lam-Yuk-Tseung, Mathieu ef al. 2005).

L’organisme d’un étre humain adulte contient environ 4 g de fer, dont plus de
la moiti€ est associée a I’hémoglobine des érythrocytes circulants. La phagocytose des
globules rouges sénescents par les macrophages assure un recyclage efficace des
atomes de fer vers le plasma : environ 25 mg de fer pourraient ainsi étre recyclés
quotidiennement pour participer & 1’érythropoiése (Knutson et Wessling-Resnick
2003). La protéine NRAMP2 est aussi exprimée dans la membrane des endosomes de
recyclage qui fusionnent avec les phagosomes contenant les érythrocytes sénescents.
NRAMP?2 participe & l'aquisition du fer via le cycle de la transferrine notamment dans

les erythrocytes (Jabado, Canonne-Hergaux et al. 2002).

1.3.4. Séquestration du fer lors d'une infection

Le fer est l'objet d'une guerre acharnée entre les organismes vivants, tous ayant
des systeémes plus ou moins sophistiqués pour le solubiliser et le séquestrer. Le succeés
de I'infection et de la colonisation d'un héte par un pathogéne bactérien dépend donc

pour beaucoup de l'issue de cette compétition pour le fer.

Toutes les inflammations entrainent une diminution du fer sérique, un stockage
anormal du fer dans les macrophages et une diminution de l'absorption du fer par le
duodénum. De ce fait, le fer n'est plus disponible pour la synthése de 'hémoglobine
malgré une concentration normale ou élevée de ferritine, ce qui induit une anémie
(Jurado 1997). L'hepcidine est I'hormone qui permet d'adapter l'absorption et la
localisation cellulaire du fer aux besoins. L'hyperproduction d'hepcidine en réponse a
I'inflammation joue un réle essentiel dans les anémies inflammatoires. L hepcidine est
augmentée par divers stimuli inflammatoires que ce soit lors d’une infection

bactérienne (Shike, Lauth et al. 2002) ou apres injection de LPS (Pigeon, Ilyin et al.
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2001). L’interleukine IL-6 qui est produit par les macrophages en réponse a
I'inflammation est un agent inducteur positif de ’hepcidine par les hépatocytes
(Nemeth, Valore et al. 2003). L’augmentation de I’hepcidine dans des situations
d’inflammation conduit & une diminution du fer sérique. Cette hormone agit au niveau
des entérocytes du duodénum, en diminuant I’expression de la protéine NRAMP2
(Yamaji, Sharp et al. 2004) et au niveau du macrophage en réduisant la libération de
fer via la ferroportine (Nemeth, Rivera ef al. 2004). L hepcidine participe donc, de par
son action hyposidérémiante, a lutter contre les infections/inflammations en réduisant
le fer libre indispensable aux organismes pathogénes ou aux cellules cancéreuses en

prolifération.

La disponibilité du fer dans l'organisme est donc un élément essentiel lors de la
réponse aux infections. La protéine NRAMPI, en tant que symporteur de métaux
divalents comme le fer, joue donc un rdle direct dans la réponse aux infections
puisqu'elle prive les pathogénes de cet élément essentiel a leur survie (Cellier, P. et al.

2007, sous presse).

1.4. Polymorphismes du géne NRAMPI humain

Des recherches de mutations dans la séquence du géne NRAMPI, pouvant
causer un phénotype de susceptibilité aussi majeur que chez la souris, ont été
entreprises mais sans succes. Cependant, de nombreux polymorphismes ont été
identifiés dans le géne NRAMPI, et certains pourraient étre associés a une

prédisposition a certaines maladies.

1.4.1. Les polymorphismes du géne NRAMPI1

Le géne NRAMP] existe sous plusieurs formes alléliques au sein de la
population. En effet, il existe 12 variants du géne NRAMPI dont 5 sont situés dans les
régions codantes (exons), 5 dans les régions non transcrites (introns) et 2 dans le
promoteur (Fig. 3). Parmi ces polymorphismes, 4 font principalement 1’objet de

nombreuses études puisqu’ils se retrouvent plus fréquemment chez les personnes
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susceptibles a certaines maladies infectieuses, dont la tuberculose (Liu, Fujiwara et al.

1995; Buu, Sanchez et al. 2000).

En général, les polymorphismes situés dans les exons d’un géne peuvent
engendrer des conséquences importantes sur I’expression et la fonction de la protéine
encodée. Dans le cas du géne NRAMPI, les variants se retrouvant dans les exons
représentent, pour la majorité, des substitutions silencieuses. Parmis eux, le
polymorphisme 274C/T dans I'exon 3 serait associé a la résistance/susceptibilité a la
tuberculose pédiatrique (Malik, Abel ez al. 2005). Seul le polymorphisme situé sur le
dernier exon du géne NRAMP! (exon 15), nommé D543N ne correspond pas a une
mutation silencieuse. En effet, il s’agit de la substitution d’un acide aspartique par une
asparagine sur le codon 543, c'est-a-dire le remplacement d’un acide aminé chargé
négativement par un acide aminé neutre (Liu, Fujiwara et al. 1995). Les conséquences
de ce changement de charge au niveau de la structure de la protéine NRAMP1 ne sont
pas encore connues. Cependant, des études suggérent que ce polymorphisme pourrait
avoir un impact sur la fonction de la protéine NRAMP1 (Stienstra, van der Werf et al.
2006).

Les études des polymorphismes au niveau des introns du géne NRAMPI se
portent principalement sur deux variants. Le polymorphisme situé dans I’intron 4,
nommé INT4, correspond a un simple changement d'un nucléotide, une guanine par
une cytosine en position 469. De méme, a 55 nucléotides en aval du dernier codon de
I’exon 15, un autre polymorphisme apparemment significatif a été identifié et nommé

3’UTR. 1l s’agit de la délétion d’une séquence TGTG (An, Feng ef al. 2006).

Parmi les polymorphismes qui pourraient avoir le plus d’impact sur la
susceptibilité aux infections et qui font d’ailleurs ’objet de nombreuses études
figurent ceux situés dans le promoteur. En effet, des mutations dans cette région du
geéne peuvent directement influencer 1’expression de celui-ci et par conséquent la
synthese et le taux de la protéine encodée. Les deux polymorphismes correspondent
pour I’un, & une répétition (GT)n et pour I’autre & une substitution d’une cytosine par
une thymine en position -236 (Lewis, Victor et al. 1996; Searle et Blackwell 1999).
Le polymorphisme (GT)n se retrouve sous différents alléles dans la population et ceux
les plus communs sont les alléles 2 et 3 qui sont d’ailleurs fortement associés & une

susceptibilité/résistance a certaines maladies (Blackwell, Searle et al. 2003).
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Plusieurs hypothéses quant aux conséquences des polymorphismes sur
I’expression du géne NRAMP! ont été proposées. Par exemple, des études suggérent
qu’il existe sur ce promoteur des éléments de réponse & des stimuli qui pourraient se
situer & proximité des deux polymorphismes du promoteur (Zaahl, Robson et al.
2004). C’est pourquoi la réponse du géne NRAMPI face a une infection peut étre
différente selon les variants présents dans le promoteur. La protéine NRAMPI1 joue un
réle important dans I’inhibition de la réplication des pathogénes, par conséquent, une
simple modulation de I’expression de ce géne due aux polymorphismes pourrait avoir
des conséquences importantes sur la susceptibilité aux maladies infectieuses et auto-

immunes.
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Figure 3. Polymorphismes du géne NRAMPI humain.
(Adapté de Buu, Sanchez et al. 2000)

5 polymorphismes du géne NRAMP] sont situés dans des exons (exons représentés par des rectangles
noirs). 5 dans des introns (introns représentés par la ligne) et 2 sont situés dans le promoteur (promoteur

représenté par un rectangle blanc).

1.4.2. Association : polymorphismes du géne NRAMPI et susceptibilité a

certaines maladies infectieuses

L’expression et le devenir d’une infection chez I’humain résultent de
Iintéraction entre I’agent pathogéne et le systéme immunitaire de ’héte infecté dans

un environnement donné. Alors que certaines personnes vont développer une
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immunité efficace face aux pathogénes et ne manifestent aucun signe clinique de
maladie, d’autres personnes a I’inverse, présenteront un large spectre de symptomes
corrélés avec leur réponse immunitaire. Bien que la susceptibilité 4 une infection
dépende en premier lieu de 1’état de santé du sujet, de nombreuses études suggérent
que le bagage génétique de I’hdte serait aussi responsable de la prédisposition a
certaines maladies (Woolhouse, Webster et al. 2002). Le géne NRAMPI est un des
candidats qui pourraient contribuer aux prédispositions génétiques a certaines

maladies.

En effet, plusieurs études suggérent que les polymorphismes des régions en 5’
et 3° du géne NRAMP]! pourraient prédisposer & une sensibilité & certaines maladies
infectieuses, dont particuliérement la tuberculose et la lépre dans certaines régions
endémiques (Abel, Sanchez et al. 1998; Govoni et Gros 1998; Ferreira, Goulart et al.
2004). Cependant, grace aux connaissances plus approfondies sur les effets
pléitropiques du géne NRAMP]I sur 'activation et la fonction du macrophage (Lang,
Prina et al. 1997), la liste des maladies, dans lesquelles ce géne pourrait étre impliqué,
s’allonge. En effet, & ce jour plus d’une centaine d’articles scientifiques associent le
géne NRAMPI a une susceptibilit¢ a d’autres infections comme la brucellose, la
sarcoidose, la maladie d’Alzheimer, les leishmanioses ou encore dans la progression
de certaines infections comme ’hépatite C (Mohamed, Ibrahim et al. 2004; Romero-
Gomez, Montes-Cano et al. 2004; Dubaniewicz, Jamieson et al. 2005; Jamieson,
White et al. 2005). De méme, ce facteur génétique prédisposerait aussi a certaines
maladies auto-immunes comme ’arthrite thumatoide juvénile et le diabéte de type 1

(Shaw, Clayton et al. 1996; Sanjeevi, Miller et al. 2000).

Des études suggérent que les polymorphismes dans le promoteur NRAMPI
pourraient contribuer directement a une susceptibilité a ces maladies infectieuses ou
auto-immunes. En effet, au niveau du variant 5°(GT)n du promoteur, une faible
expression de I’alléle 2 serait associée & une susceptibilité aux infections mais
protégerait contre les maladies auto-immunes. Inversement, la présence de I’alléle 3
de ce polymorphisme, permettrait une résistance aux maladies infectieuses mais une
susceptibilité face aux maladies auto-immunes (Searle et Blackwell 1999; Blackwell,

Searle et al. 2003).
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1.4.3. Cas de Pinfection a M. tuberculosis : lien avec I’expression du géne

NRAMPI1

Mycobacterium tuberculosis peut infecter tous les tissus de 1’organisme mais la
contamination pulmonaire est la plus néfaste et la principale cause des épidémies de
tuberculose. Aprés inhalation de Mycobacterium tuberculosis en suspension dans 1’air,
ces bacilles vont se déposer sur les alvéoles pulmonaires. Les macrophages
alvéolaires, présents dans ces tissus, sont les premiéres cellules du systéme
immunitaire qui entrent en contact direct avec les bactéries et les phagocytent
(Kaufmann 2001). Une fois la réponse immunitaire initiée, il se forme un foyer
infectieux dans les poumons et dans la majorité des cas, le sujet ne présentera aucun
signe clinique d’une infection & M. tuberculosis. Dans d’autres cas cependant, la
multiplication des bacilles dans le phagosome est mal contrdlée et des lésions
granulomateuses avec nécrose centrale et fibrose apparaissent. Cela représente alors
les 10% de personnes symptomatiques parmi les 30% infectés dans la population

mondiale (Raviglione, Snider et al. 1995).

I1 existe aujourd’hui de nombreux traitements pour combattre cette maladie et
un vaccin est disponible (le BCG) dans les pays industrialisés. Cependant, l'efficacité
du vaccin est variable et I’antibiothérapie nécessite plusieurs mois de traitement ce qui
amene souvent a I’arrét prématuré du traitement, favorisant I’émergence et la
dissémination de souches multirésistantes aux antibiotiques (Espinal 2003). Cette
maladie infectieuse persiste et la fréquence de personnes atteintes de cette maladie est
en progression constante dans certains pays comme 1’Ameérique du Nord (Fanning
1999). Le fait que certaines personnes infectées par Mycobacterium tuberculosis ne
développent jamais la maladie sous entend que la réponse de I’héte, face a I’invasion
de ce pathogéne, doit jouer un réle important dans le devenir de I’infection. Par
conséquent, des prédispositions génétiques, des facteurs environnementaux, et la
résistance de M. tuberculosis a de multiples médicaments peuvent contribuer au

développement de la maladie.

Dans la recherche de facteurs génétiques responsables de la susceptibilité a M.
tuberculosis, de nombreuses études se sont portées sur ’analyse des polymorphismes
du gene candidat NRAMP! (Greenwood, Fujiwara et al. 2000). En effet, les

macrophages alvéolaires qui sont les premiéres cellules sur le site de I’infection, sont
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également parmi les cellules qui expriment le plus fortement le géne NRAMPI. De
plus, la position stratégique de la protéine NRAMPI1 dans le phagolysosome suppose
qu’elle puisse jouer un réle important dans 1’élimination des bacilles phagocytés tout
en suscitant plusieurs interrogations quant a I’influence du géne correspondant sur la

susceptibilité/résistance a la tuberculose.

Parmi les polymorphismes du géne NRAMPI, 4 ont fréquemment été associés
a4 une susceptibilit¢ a la tuberculose: celui situé dans l'intron 4, INT4, le
polymorphisme D543N, celui dans la région 3' non traduite du géne, 3’UTR, et le
polymorphisme situé dans le promoteur, (GT)n (Bellamy, Ruwende et al. 1998).
Cependant, les résultats des études different selon I’origine ethnique des sujets et
I’association de NRAMPI avec la susceptibilit¢ a la tuberculose reste encore
controversée. Par exemple, les polymorphismes 3’UTR et D543N ont été 1iés & une
susceptibilité a la tuberculose en Afrique de I’est, au Japon et en Corée mais pas en
Inde, au Cambodge ou en Taiwan. Une méta-analyse statistique démontre cependant
une association significative de ces 4 polymorphismes a une prédisposition a la
tuberculose dans la population asiatique et africaine. A D’inverse, les Européens
seraient plus résistants & I’infection par M. tuberculosis puisque le géne NRAMPI
serait un facteur de résistance qui aurait été sélectionné pendant plus de 300 ans (Li,

Zhang et al. 2006).

En paralléle, d’autres études tentent de démontrer qu’en fait les
polymorphismes du géne NRAMPI contribueraient plus a4 un développement de la
forme sévére de I’infection & M. tuberculosis qu’a une susceptibilité a cette maladie
(Soborg, Andersen et al. 2002; Zhang, Shao et al. 2005). En effet, si les différents
variants ont un effet sur le role de la protéine NRAMPI, cela pourrait influencer la
fonction phagolysosomale des macrophages alvéolaires et jouer sur la réplication de

M. tuberculosis et donc sur la progression et le devenir de ’infection.

Bien qu’aucun lien causal direct entre une mutation du géne NR4AMPI humain
et une susceptibilité a certains pathogénes n’aient encore été mis en évidence a ce
jour, le géne NRAMPI est néanmoins considéré comme un facteur génétique de
prédisposition a certaines maladies. En effet, les études supposent qu’il joue un réle
crucial dans I’activation des macrophages et dans I’élimination des microbes

phagocytés (Searle, Bright et al. 1998). Une modification dans la synthése ou la
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fonction de cette protéine peut donc avoir des répercutions importantes sur la survie
des pathogénes dans les macrophages. C’est pourquoi, de nombreuses études tentent
aujourd’hui de mieux comprendre, dans un premier temps, comment se fait la
régulation du géne NRAMPI car, ultérieurement, cela permettra d’interpréter plus
précisément les conséquences des différents polymorphismes sur la régulation de ce

gene et donc de leurs associations & une susceptibilité/résistance aux maladies.

1.5. Modéle d’étude du géne NRAMPI

Dans le but d’étudier la régulation du géne NRAMPI et de démontrer les effets
des différents polymorphismes de ce géne sur son expression et sa fonction et donc sur

la susceptibilité a certaines maladies, la recherche d’un modeéle d’étude est nécessaire.

Searle et Blackwell ont utilisé la lignée monocytaire humaine U937 pour
démontrer que le polymorphisme de répétition dans le promoteur NRAMP! (GT)n
pourrait contribuer directement a une susceptibilit¢ aux infections versus maladies
auto-immunes, en influengant I'expression de ce geéne. Différentes constructions
alléliques associés a ce polymorphisme (alléles 1, 2, 3 et 4) ont été transfectées dans
ces cellules stimulées avec de I'l[FNy, avec ou sans LPS. Alors que l'addition de LPS
n'a aucun effet sur les alleles 1 et 4, il cause une réduction significative de l'expression
du géne NRAMPI conduit par l'alléle 2 et une augmentation de I'expression de ce géne
conduit par l'allele 3 (Searle et Blackwell 1999). Leurs résultats corrélent avec
I'hypothése que I'hyperactivation chronique des macrophages associée & la forte
expression du géne NRAMPI permise par l'alléle 3 peut étre fonctionnellement liée a
la susceptibilité aux maladies auto-immunes, alors que le faible taux d'expression de
NRAMPI promu par l'alléle 2 meéne a une susceptibilité aux maladies infectieuses

(Shaw, Clayton et al. 1996).

Le contrble de I'expression des génes se fait en partie au niveau de la
transcription. C'est pourquoi, I'identification des mécanismes de régulation
transcriptionnelle mis en jeu sur le promoteur NRAMP] au cours de la différenciation

myéloide est indispensable pour mieux comprendre les conséquences des
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polymorphismes sur I'expression de ce géne. La lignée promyélocytaire HL-60 est
utilisée comme modéle d’étude du géne NRAMPI puisqu'elle peut se différencier en

cellules myéloides.

1.5.1. La lignée HL-60

La lignée cellulaire promyélocytique HL-60 a été établie & partir de leucocytes
du sang périphérique d’un patient atteint de leucémie promyélocytique aigué. Ce sont
des cellules promyélocytaires qui possédent les mémes caractéristiques
morphologiques et histochimiques que les cellules myéloides (Collins, Gallo et al.
1977; Dalton, Aheam et al. 1988). Une des caractéristiques les plus intéressantes de
cette lignée immature HL-60, c’est qu’elle posséde une bipotentialité monocytaire et
granulocytaire. C’est pourquoi ces cellules sont utilisées fréquemment comme modéle
pour la différenciation myéloide in vitro. Cela permet ainsi de mieux comprendre
comment se fait la régulation de certains génes spécifiquement myéloides, puisque
leur expression peut étre controlée a différents stades de maturation de ces cellules

(Birnie 1988), ce qui est le cas du géne NRAMP].

1.5.2. Différenciation myéloide de la lignée HL-60 et expression du géne
NRAMPI

1.5.2.1. Différenciation monocytaire

La différenciation de la lignée promyélocytaire HL-60 en monocyte mature ou
en macrophage peut étre induite par exposition a la forme active de la vitamine D
(VD) ou le phorbol myristate acetate (PMA) (Fig. 4) (Abe, Miyaura et al. 1981;
Koeffler, Bar-Eli et al. 1981; Studzinski, Bhandal ef al. 1985). L’expression du géne
NRAMPI est détectée aprés 1 jour de différenciation et atteint son maximum
d’expression aprés 5 jours de différenciation de la lignée HL-60 par la VD (Roig,
Richer et al. 2002). La différenciation myéloide de la lignée HL-60 par la VD se
déroule selon deux étapes : une premiére période de multiplication des cellules (24h et

48h apres induction) aprés laquelle le cycle s’arréte. Cette période est suivie d’une
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deuxiéme étape de maturation terminale en monocytes/macrophages (Studzinski,
Bhandal ef al. 1985). La différenciation monocytaire peut étre vérifiée par I'apparition
du récepteur de surface CD14 qui est spécifiquement induit &4 la surface des

phagocytes aprés une exposition a la VD (Li, Wang et al. 2002).

1.5.2.2. Différenciation granulocytaire

La différenciation de la lignée HL-60 en polymorphonucléaires peut étre
¢galement induite par le diméthylsulfoxide (DMSO), I’acide rétinoique (ATRA) ou
encore simplement par une variation de température (Fig. 4) (Collins, Ruscetti ef al,
1978; Breitman, Selonick et al. 1980; Richards, Watson et al. 1988). Cette
différenciation granulocytaire concorde avec une forte induction de ’ARNm du géne
NRAMP] (Cellier, Shustik et al. 1997). Aprés une induction au DMSO, les cellules
HL-60 se différencient en granulocytes de type neutrophiles. Ces cellules possédent
les mémes fonctions que les PMN matures : génération de superoxyde, ingestion de
particules, dégranulation et destruction du pathogéne (Collins, Ruscetti et al. 1979).
Lorsque les cellules HL-60 se différencient en PMN, elles vont alors exprimer & leur
surface des marqueurs spécifiques des phagocytes et des cellules NK tel que CD11b.
Cependant, a la différence de la différenciation monocytaire, elles n’exprimeront pas

le marqueur CD14 (Canonne-Hergaux, Calafat ef al. 2002; Chang, Oh et al. 2006).
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Figure 4. Modele de différenciation myéloide du progéniteur HL-60 au sein de

I’hématopoiese.

La lignée promyélocytaire HL-60 est un modele reconnu intéressant pour
I’étude de genes spécifiquement exprimés au cours de la différenciation myéloide
(Newburger, Chovaniec et al. 1979). De plus, la différenciation de cette lignée peut
étre facilement contrblée par certains agents chimiques, comme la VD, ce qui permet

de cibler la maturation de ces cellules vers un stade de différenciation précis.
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1.6. La Vitamine D

La VD, connue pour son importance dans ’homéostasie du calcium, est une
molécule qui posséde de nombreux rdles physiologiques. En plus de réguler la
prolifération et la différenciation cellulaire, comme dans le cas de la lignée HL-60, la
vitamine D joue un réle important dans la réponse immunitaire et dans certains
cancers (Bouillon, Eelen ef al. 2006). De méme, elle est utilisée dans de nombreux
traitements thérapeutiques de certaines maladies auto-immunes et inflammatoires ainsi

que dans la prévention de certains cancers (Ondkova, Macejova et al. 2006).

1.6.1. Synthése de la vitamine D

La vitamine D peut étre apportée par I’alimentation mais seulement quelques
aliments en sont riches. Sa synthése dans 1’organisme se fait au niveau de la peau
grice a I’exposition au soleil et particulierement aux rayons ultraviolets (UVB)
(Holick 1988). Dans la peau, la vitamine D est au départ une molécule inactive, le 7-
déhydrocholestérol et par action des UVB, elle est convertie en une pro hormone, la
provitamine Dj. L’activation de cette hormone se réalise en deux étapes qui
comprennent deux hydroxylations. La premiére étape a lieu dans le foie donnant la 25-
hydroxyvitamine D; La seconde étape, qui peut s'effectue dans plusieurs tissus
comme le rein, les glandes parathyroides, l'intestin, les kératinocytes et les
monocytes/macrophages, est la plus importante puisqu’elle permet la conversion de la
vitamine D en hormone stéroide active, la 1a.,25-dihydroxyvitamine D3 ou calcitriol

(Bouillon, Okamura et al. 1995; Hewison, Zehnder et al. 2004).

Cependant, la vitamine D3 ne peut agir seule et induire des effets biologiques.
Elle doit se lier avec un membre de la superfamille des récepteurs aux hormones
stéroides, le récepteur de la vitamine D (VDR). Aprés liaison spécifique de la
vitamine D & son récepteur, ce dernier peut former un hétérodimére avec un récepteur
aux acides rétinoiques (RXR). Ce complexe va ensuite se fixer sur un élément de
réponse a la vitamine D (VDRE) situé en amont des génes cibles (Carlberg et Dunlop
2006). La liaison de ce complexe sur un géne et son intéraction avec des co-

activateurs permettent alors le recrutement de facteurs de transcription au site
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d’initiation de la transcription et ainsi I’activation de I’expression de ce géne (DeLuca
et Zierold 1998; Jones, Strugnell e al. 1998). Le VDR est présent dans la plupart des
tissus, en particulier dans les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules de

Langerhans, les monocytes et les lymphocytes T du tissu cutané.

C’est par ce mécanisme intracellulaire que la vitamine D peut controler et
réguler certains processus métaboliques, comme I’homéostasie du calcium ou la
prolifération cellulaire. Au niveau de la réponse immunitaire, la vitamine D joue aussi
un rle trés important puisqu’elle participe directement a ’élimination des pathogénes
dans les cellules du systéme immunitaire, ce qui fait des analogues non-calcémiants de
la vitamine D un futur traitement possible contre certaines infections (Norman et Silva

2001; Hayes, Nashold et al. 2003).

1.6.2. Role de la vitamine D dans la réponse immunitaire

En 1895, Niels Finsen du Danemark démontra qu’en exposant des personnes
atteintes de tuberculose cutanée ou de lupus a une forte intensité de lumiére, leur peau
devenait progressivement saine. Il découvrit ainsi un nouveau traitement efficace pour
la tuberculose : I’exposition au soleil, découverte qui fit de lui un prix Nobel de

médecine en 1903 (Zasloff 2006).

L’explication de ce phénoméne est aujourd’hui connue, le soleil stimule la
synthése de la vitamine D dans la peau qui, 4 son tour, va réguler a la hausse
’expression d’un peptide antimicrobien, le LL-37. En effet, lorsque la Vitamine D;
est synthétisée dans les kératinocytes, elle entre ensuite dans la circulation systémique
et est convertie en 25-Ds par le foie. Si un microbe est présent dans la circulation, les
monocytes circulants seront activés par les agonistes TLR2/1 présents sur les
microbes. La vitamine 25-OH-VitD; convertie en 1a,25-dihydroxyvitamine D3 (forme
active) va se lier a son récepteur, le VDR et ce dernier va alors se fixer sur le géne
codant pour le peptide LL-37, déclenchant ainsi I’activation de I’expression de ce
gene. Le peptide LL-37 va alors étre exprimé fortement dans la cellule, augmentant

Iactivité antimicrobienne des phagocytes circulants (Fig. 5) (Liu, Stenger et al. 2006).
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Cependant, étant donné que la vitamine D joue un réle crucial dans de
nombreux processus biologiques, une altération génétique du géne VDR peut a
I’inverse engendrer d’importants dysfonctionnements métaboliques. D’ailleurs, de
nombreuses études démontrent un lien entre des polymorphismes du géne VDR et une
susceptibilité a certaines infections comme la tuberculose, la 1&épre ou encore certaines
maladies auto-immunes ou cancers (Bellamy, Ruwende et al. 1999; Roy, Frodsham et

al. 1999; McCullough, Stevens er al. 2007).
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Figure 5. Synthése de la 1,25-déhydroxivitamine D; et son mode d'action dans la

réponse aux infections (Adapté de Zasloff, 2006 et de Jones, Strugnell et al. 1998).

Le soleil convertit la 7-dehydrocholesterol (7-DHC) dans les kératinocytes en vitamine D, qui va
entrer dans la circulation systémique ou elle sera convertie en 25-hydroxy-Ds (25-D;) dans le foie. La
vitamine D; sera ensuite convertie en 1,25-dihydroxy-D; (1,25-D;) dans le rein. Si un microbe est
présent dans la circulation, les monocytes circulants seront activés par les agonistes TLR2/1 présents
sur les microbes. L’hormone active 1,25-Ds va passer la membrane cellulaire des macrophages oi elle
va se fixer au VDR, et ensemble, ils vont former un hétérodimére avec un récepteur aux acides
rétinoiques (RXR). Ce complexe va ensuite se fixer sur un élément de réponse i la vitamine D (VDRE)
situé en amont du géne codant pour le peptide anti-microbien LL-37. L’intéraction de ce complexe avec
des co-activateurs va permettre le recrutement de facteurs de transcription au site d’initiation de la
transcription et ainsi activer I’expression de ce géne. Le peptide LL-37 va alors étre exprimé fortement

dans la cellule, augmentant I’activité antimicrobienne des phagocytes circulants.
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1.6.3. Association polymorphismes VDR / Susceptibilité a la tuberculose

L’effet régulateur de cette vitamine sur l'immunité, vis-a-vis de la tuberculose,
est suspecté depuis longtemps. En effet, il existe des liens d'ordre épidémiologique
entre la tuberculose et un déficit en vitamine D. D'aprés des études cas-témoins dans
une population d’Afrique de I’est, il a été démontré qu’un des polymorphismes du
VDR (génotype #) pourrait réduire la susceptibilité 4 une infection initiale a M.
tuberculosis ou ralentir la progression d’une infection latente vers le développement
de la maladie (Bellamy, Ruwende et al. 1999; Valdivielso et Fernandez 2006).
Cependant, il est nécessaire que d’autres études soient réalisées pour confirmer cette
hypothése puisqu’elle reste encore controversée. Tout de méme, il a été démontré, in
vitro, qu’une forte concentration de vitamine D; augmente la capacité de macrophages
en culture a détruire un pathogéne phagocyté, comme M. tuberculosis (Rook, Steele et
al. 1986; Rockett, Brookes et al. 1998). D’autres études épidémiologiques démontrent
aussi une association entre une susceptibilité & avoir certains cancers (sein, prostate,
colon) ou certaines maladies infectieuses et auto-immunes (diabéte, lupus) et le taux

de vitamine D et des polymorphismes de son récepteur (Thomasset 1994; Bouillon,
Eelen et al. 2006).

La la,25-dihydroxyvitamine D; est la forme la plus active des vitamines D.
Néanmoins, bien qu’elle semble étre un traitement efficace pour certaines maladies
cutanées, les risques de toxicité (hypercalcémie) dus a un apport chronique et massif
de cette vitamine restent élevés. 1l s’agit cependant d’une molécule trés flexible et
plusieurs analogues ont été découverts permettant ainsi d’élargir les potentiels

thérapeutiques de cette vitamine.

1.6.4. Les analogues de la vitamine D

Plus de 278 analogues de la forme active de la Vitamine D ont été répertoriés a
ce jour. Ces analogues différent de la 1a,25-dihydroxyvitamine D3 par un changement
dans la position et le nombre de carbone dans leur structure primaire (Bouillon,
Okamura et al. 1995). Parmi ces analogues, ceux ayant dans leur chaine latérale

carbonée une orientation 20-épi possédent un meilleur potentiel d’activation. En effet,
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leur catabolisme est plus faible car leur conformation, différente de la 10,25-
dihydroxyvitamine D3 ou des autres analogues permet au VDR d’étre moins sensible a
la digestion protéolytique partielle (Vaisanen, Ryhanen er al. 1999). Cependant,
aucune différence dans I’affinité a se fixer sur le récepteur de la vitamine D (VDR)
n’a été observée entre ces analogues et la la,25-dihydroxyvitamine D;. Parmi les
analogues les plus actifs, on retrouve le KH 1060 (20-epi-22-oxa-24a, 26a-trihomo-
la,25-dihydroxyvitamin D;3) et le EB 1089 (1a,25-dihydroxy-22,24-diene-24,26,27-
trihomovitamin Ds;)(Fig. 6). Le potentiel d’activation de ces deux analogues de la
vitamine D, a déja été démontré dans une étude portant sur ’expression du géne
NRAMPI apres différenciation de la lignée cellulaire HL-60 par ces deux composés
(Roig, Richer et al. 2002). D’ailleurs, cette étude a démontré que la différenciation des
cellules HL-60 est plus efficacement induite avec le KH 1060 et le EB 1089 qu’avec
le calcitriol, puisque le niveau d’expression de ’ARNm du géne CD/4, marqueur de
la maturation des cellules myéloides en macrophages, est beaucoup plus élevé et
soutenu que le niveau obtenu avec les mémes concentration en vitamine D. De méme,
I’expression du géne NRAMP] est beaucoup plus importante et plus précoce avec ces
deux agonistes. L’efficacité d’action du KH 1060 et du EB 1089 est due a leur
capacité de retenir le taux de VDR, dans la cellule, beaucoup plus longtemps que le
calcitriol, permettant ainsi une efficacité d’action plus longue (Jaaskelainen, Ryhanen

et al. 2000; Maenpaa, Vaisanen ef al. 2001).

OH

Vitamine D, EB 1089

Figure 6. Conformations stéréochimiques de la vitamine D; et de ses analogues, le
KH 1060 et le EB 1089 (en gris : orientation "épi ")
(Adapté de Bouillon, Okamura et al., 1995).
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La vitamine D et ses analogues ont donc la capacité, une fois liés au VDR,
d’activer de nombreux génes. Cependant, ce potentiel d’activation dépend aussi du
niveau d’expression et de la spécificité de distribution tissulaire des co-activateurs
nucléaires avec lesquels le complexe [analogue/VDR] interagit. L’expression
spécifique de certains génes dans des types cellulaires précis, comme le géne

NRAMPI au cours de la myélopoiese, dépend donc de différents facteurs nucléaires.

1.7. La myélopoiése

Bien que toutes les cellules de I’organisme possédent la méme information
génétique, le devenir phénotypique de chaque cellule va dépendre de I’expression de
geénes spécifiques. Au cours de la myélopoiése, des signaux externes de
différenciation vont réguler I’expression de facteur de transcription. L’effet
combinatoire de ces facteurs permet alors I’expression de génes spécifiquement

myéloides, déterminant ainsi le devenir de la cellule souche hématopoiétique.

1.7.1 Régulation de 1a myélopoiése

Les cellules souches hématopoiétiques multipotentes (HSCs) ont la possibilité
de se différencier en de multiples types cellulaires suite 4 une cascade d’événements
finement régulés. Le devenir phénotypique de chaque progéniteur est donc déterminé
par des mécanismes de régulation précis. En effet, au cours de la différenciation
cellulaire, des récepteurs aux facteurs de croissance vont étre exprimés sur les
précurseurs médullaires, déterminant ainsi la programmation et le devenir d’une
cellule vers une lignée hématopoiétique donnée. Par exemple, au cours de la
myélopoiése, les cellules pluripotentes vont exprimer des récepteurs aux GM-CSF,
non spécifiques d'une lignée donnée, mais qui vont permettre de cibler ces cellules
vers un stade de différenciation granulo-monocytaire. Puis, d’autres récepteurs seront
ensuite induits a la surface cellulaire, comme les récepteurs aux G-CSF, impliqués

dans la différenciation des progéniteurs myéloides en granulocytes et les récepteurs
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aux M-CSF pour la différenciation en monocytes (Fig. 7) (Clarke et Gordon 1998;
Friedman 2002).

Cependant, I’expression de ces récepteurs a la surface des HSC dépend elle-
méme d’une régulation génétique via des facteurs nucléaires de transcription plus ou
moins spécifiques d’un stade et d’un type de différenciation. Ces facteurs de
transcription qui sont exprimés dans les cellules souches et les progéniteurs, vont agir
directement ou indirectement pour induire la transcription de marqueurs de lignée. Par
exemple, les promoteurs des génes codant pour les récepteurs aux GM-CSF et G-CSF
sont activés principalement par les facteurs de transcription C/EBP et PU.1 (Hohaus,

Petrovick et al. 1995; Zhang, Hohaus et al. 1996).

Par conséquent, le contréle transcriptionnel joue un rdle clé dans I’expression
spécifique des génes aux niveaux des tissus. En effet, ces génes ont besoin de facteurs
de transcription dont I’expression est restreinte a un type cellulaire donné. Par
conséquent, I’identification de ces facteurs de transcription est nécessaire a la
compréhension des mécanismes gouvernant la spécificité d’expression de certains

génes.

1.7.2. Les facteurs de transcription impliqués dans la myélopoiése

Parmi les facteurs de transcription impliqués dans les différents stades de la
différenciation myéloide, certains ont un réle crucial au sein de la cellule, leur
expression étant notamment essentielle a la survie des cellules souches ou
pluripotentes. D’autres jouent un réle indirect dans I’activation de génes myéloides et
sont dépendants de 1’action d’autres facteurs de transcription (Valledor, Borras ef al.

1998).

Le promoteur Nrampl murin est régulé par les facteurs de transcription Miz-1,
IRF-8 et PU.1 qui activent synergiquement la transcription du géne spécifiquement
dans les cellules myéloides (Alter-Koltunoff, Ehrlich et al. 2003). IRF-8 est un facteur
essentiel pour la différenciation des progéniteurs myéloides bipotentiels en

macrophages matures (Tamura et Ozato 2002). L'expression restreinte du géne
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Nrampl murin dans les cellules myéloides serait donc due au facteur IRF-8. Bien que
certaines régions du promoteur Nrampl murin aient été conservées chez son
homologue humain, l'activité du promoteur NRAMP! humain reste minimale lors
d'une co-transfection de celui-ci avec le facteur IRF-8 dans la lignée cellulaire 293T
(Richer E., Theése de doctorat, 2005). Par conséquent, I'identification des mécanismes
de régulation mis en jeu lors de la transcription du géne NRAMPI! humain est
nécessaire pour comprendre l'expression restreinte de ce géne dans les cellules
myéloides humaines. Dans la section suivante, une description des facteurs de
transcription souvent retrouvés dans la littérature comme étant des éléments

régulateurs importants de génes myéloides est présentée.

1.7.2.1. Le facteur PU.1

Le facteur de transcription PU.1 est un produit du géne Spi-1/Sfp-1, un membre
de la famille des proto-oncogénes ETS. Ce facteur se fixe sur des séquences riches en
purine (5’-GGAA-3") appelée "boites PU". L’expression de ce facteur est restreinte a
la lignée hématopoiétique, et seulement quelques types cellulaires matures expriment
le facteur PU.1, incluant les lymphocytes B, les monocytes/macrophages et les

neutrophiles.

Dans la lignée myéloide, de nombreux promoteurs de géne sont contrdlés par
le facteur PU.1. Ce sont principalement les récepteurs aux facteurs de croissance (M-
CSFR, GM-CSFR) et les molécules d’adhésion comme CD11b. L’importance de ce
facteur dans la régulation de ces cellules est démontrée par le fait qu’une mutation du
locus PU.1 chez la souris a pour conséquence, soit le décés a un stade de gestation
tardif ou 48h aprés la naissance suite & une séveére septicémie (Oikawa, Yamada ef al.
1999). En effet, ces souris PU.I”", présentent des anomalies majeures dans le
développement des différentes lignées hématopoiétiques et des analyses sanguines de
ces souris révelent un manque total de macrophages matures, de neutrophiles, de
lymphocytes T et B. De méme, ’expression de génes associés au stade tardif de la
différenciation myéloide, comme le récepteur au GM-CSF, n’est pas détectée dans ces
cellules dépourvues de PU.1. Ces données suggerent que PU.1 joue un réle critique et

essentiel dans le bon déroulement de la différenciation myéloide et lymphoide
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(Shivdasani et Orkin 1996; Fisher, Olson et al. 1998; Fisher et Scott 1998; Yamamoto
et Oikawa 1999).

1.7.2.2. Les facteurs C/EBP

La famille des facteurs C/EBP comprend plusieurs isoformes : C/EBPa, 3 (ou
NF-IL-6), v, 8, € et CHOP/GADDI153. Ces facteurs reconnaissent un site consensus,
5"-T(T/G)NNGNAA(T/G)-3', dans les régions régulatrices de promoteurs cibles
(Friedman 2002). Les C/EBP peuvent former des homodimeéres ou des hétérodimeéres
via leur domaine C-terminal de dimérisation (motif leucine-zipper) mais ils peuvent
aussi se fixer & d’autres facteurs comme Fox/Jun, ATF/CREB, ou encore interagir
avec NF-xb et Spl via leur domaine N-terminal de transactivation. Les C/EBP sont
aussi composés d’une région riche en acides aminés basiques qui leur permet de se lier
a ’ADN. La famille des facteurs de transcription C/EBP joue un role essentiel dans la
différenciation de nombreux tissus et I’importance relative de ces isoformes varie de

tissus en tissus (Friedman 2002).

Dans I’hématopoiése, I’expression des C/EBP est limitée a la lignée myéloide,
puisqu’ils sont surtout exprimés dans les granulocytes, les monocytes et les
éosinophiles mais a des temps différents. En effet, I’isoforme C/EBPo a une
expression prédominante dans les cellules myéloides pluripotentes et son expression
persiste dans le stade précoce de la granulopoiése. Pendant la maturation des
macrophages, l'expression du facteur C/EBPa. diminue graduellement et ce sont les
isoformes 3 et 6 qui sont régulés a la hausse (Valledor, Borras et al. 1998). 1l a par
ailleurs ét¢ démontré que le facteur C/EBPJ est essentiel pour la différenciation de la
lignée myéloide HL-60 induite par la VD (Ji et Studzinski 2004). Le facteur
C/EBPe s’exprime au cours du stade de maturation tardif des granulocytes et des
lymphocytes T. L’isoforme CHOP se retrouve dans les granulocytes qu’aprés un
stress ou un dommage a I’ADN (Yamanaka, Kim et al. 1997). Par contre, ’expression

de I’isoforme C/EBPy n’a pas encore été caractérisée dans cette lignée.

Parmi les C/EBP, I’isoforme o est le facteur le plus essentiel pour le

développement de la lignée myéloide. En effet, avec la coopération du facteur PU.1, il
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contrble I’expression du récepteur au GM-CSF et au M-CSF et il est essentiel pour
Iinitiation de la différenciation granulocytaire puisque des souris possédant une
ablation génétique du géne C/EBPa (C/EBPa’) ne possédent pas de granulocytes
(neutrophiles et éosinophiles) tandis que le géne codant pour le récepteur au G-CSF
n’y est pas exprimé (Zhang, Zhang et al. 1997; Friedman 2002). De méme, des souris
C/EBP€”, montrent un probléme majeur dans la maturation terminale des
granulocytes, ces derniers étant déficients dans la production de granules secondaires.
Par contre, la production et la différenciation des macrophages ne sont pas bloquées
lorsque les souris sont mutées pour le géne C/EBPS. Cependant, I’activation de ces
cellules est sévérement affectée, suggérant que ce facteur contréle seulement certains
stades de maturation et d’activation fonctionnelle du macrophage (Clarke et Gordon

1998).

En résumé, les facteurs de transcription C/EBP et PU.1 doivent étre considérés
comme des €léments essentiels pour le développement de la lignée myéloide
puisqu’ils activent directement des génes indispensables pour chacun des stades de la
différenciation myéloide (Fig. 7). Cependant, ces facteurs sont au centre d’un
complexe formé par d’autres facteurs de transcription qui, bien que moins critiques,

sont tout de méme nécessaires au bon déroulement de I’hématopoiése.

1.7.2.3. Le facteur Sp1

Beaucoup de promoteurs possédent des éléments riches en GC comme les
boites GC ou GT/CACCC. Le facteur de transcription Sp1 se fixe et agit via ces boites
GC et c’est pourquoi de nombreux génes sont régulés par ce facteur. La protéine Spl
est un membre de la famille Sp qui comprend d’autres protéines désignées Sp2, Sp3 et
Sp4. Le facteur Spl reste le plus étudié et le mieux caractérisé de cette famille.
Exprimé ubiquitairement dans les cellules, Spl est impliqué dans I’activation de
beaucoup de génes (génes de ménage', génes spécifiques de tissus ou genes du cycle
cellulaire) ainsi que dans la prévention de la méthylation des iléts CpG (Resendes et
Rosmarin 2004). Des souris Spl™ montrent un sévére retard du développement et les

embryons décédent autour du onziéme jour de gestation. La fonction du facteur Spl

" « housekeeping gene »
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est donc essentielle dans la différenciation des cellules aprés 10 jours de gestation

(Suske 1999; Li, He et al. 2004).

Le facteur Spl est un fort activateur transcriptionnel et il peut interagir avec
d’autres protéines nucléaires, comme celles impliquées dans la machinerie
transcriptionnelle, formant ainsi des complexes multimériques. Ainsi, le facteur Spl
va agir en synergie avec d’autres facteurs de transcription pour activer la transcription
d’un gene. De méme, dans le compartiment myéloide, plusieurs génes spécifiquement
exprimés dans les macrophages et les granulocytes sont régulés par la combinaison de
facteurs de transcription incluant Spl, C/EBP, GATA-1, PU.1, C-Myb, et AML-1.
C’est le cas des genes CD11b, CD14 ou du géne de la lactoferrine (Chen, Pahl ef al.
1993; Zhang, Hetherington et al. 1994; Khanna-Gupta, Zibello et al. 2000). On
retrouve également trois motifs riches en GC dans le promoteur du géne codant pour
le récepteur de la vitamine D et des mutations dans ces sites consensus abolissent la
réponse de ce promoteur a la 10,25 dihydroxyvitamine D3, suggérant que le facteur
Sp1 est important dans la régulation de ce géne (Wietzke, Ward et al. 2005). Le
facteur Sp1 peut aussi intéragir avec des récepteurs nucléaires pour initier I'expression
d'un géne. Par exemple, le recepteur de la progestérone, en interragissant avec le
facteur Spl au niveau de son site d'attachement sur le promoteur p21V*™' active
I'expression de ce géne (Owen, Richer et al. 1998). De méme, une autre étude portant
sur I'induction du géne p27*""' par la vitamine D;, suggere que le facteur Spl pourrait
servir de protéine d'ancrage pour le récepteur de la VD afin qu'il puisse transactiver ce
géne, puisqu'aucun élément de réponse a la VD n'a été identifié sur ce promoteur

(Huang, Chen et al. 2004; Cheng, Chen et al. 2006).

Cependant, les mécanismes par lesquels le facteur Spl permet I’expression
d'un géne a un stade et dans un tissu de fagon spécifique ne sont pas encore connus.
Les hypothéses suggérent que des interactions entre ce facteur ubiquitaire et des
facteurs spécifiquement exprimés dans une lignée, comme C/EBPa, pourraient
conduire a un effet tissu-spécifique (Fig. 7) (Khanna-Gupta, Zibello et al. 2000;
Resendes et Rosmarin 2004).
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1.7.2.4. Le facteur CDP

A P’inverse des autres facteurs de transcription, le facteur CDP agit comme un
répresseur sur la régulation de I’expression de génes spécifiques, comme les génes
myéloides de la lactoferrine et de C/EBPe (Khanna-Gupta, Zibello et al, 2001;
Khanna-Gupta, Zibello et al. 2003). Toutefois, une participation de ce facteur dans
l'activation transcriptionnelle est aussi suggérée par certaines études (Nepveu 2001;
Truscott, Raynal et al. 2003).Ce facteur se fixe 4 ’ADN sur des motifs "5’-CCAAT-
3" en compétitionnant avec d’autres facteurs activateurs qui possédent le méme site
de fixation sur ’ADN (Friedman 2002). Le facteur CDP est exprimé lors de la
granulopoiése mais diminue lors de la maturation terminale des neutrophiles. Or le
facteur C/EBPe, comme nous ’avons vu précédemment, est essentiel 4 la maturation
tardive des granulocytes et une analyse du promoteur de C/EBPe a permis de révéler
la présence d’un site de fixation au facteur CDP. Par conséquent, au cours de la
granulopoigse, le facteur CDP se fixe sur le promoteur du géne C/EBPg, inhibant ainsi
son expression. Lorsque 1’étape de maturation terminale des granulocytes approche,
l'activité du facteur CDP diminue, permettant alors I’expression du géne C/EBPg et la
maturation des granulocytes (Martin-Soudant, Drachman et al. 2000; Bjerregaard,
Jurlander et al. 2003) (Fig. 7). Le facteur CDP peut aussi s'auto-inhiber, permettant de
lever la répression de la transcription occasionnée par ce facteur. Il a été démontré
qu'un domaine dans la région N-terminale de cette protéine est capable, par un
mécanisme intramoléculaire, d'inhiber sa propre fixation a4 I'ADN, permettant ainsi la

fixation d'autres facteurs activateurs sur le promoteur (Truscott, Raynal et al. 2004).

Le facteur de transcription CDP est donc indirectement essentiel a la
différenciation myéloide puisqu’il est un des éléments régulateurs majeurs d’un
facteur de la famille des C/EBP, facteurs essentiels pour le développement de la lignée

my¢éloide.

Un facteur de transcription peut par conséquent s’avérer indispensable pour
I'expression d’un géne dans un stade donné et dans un tissu spécifique mais il ne
permet pas a lui seul ’expression d’un géne. C’est une combinaison et une interaction
de plusieurs facteurs de transcription sur le promoteur fonctionnel de ce géne qui va

permettre I’expression de ce géne.
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Figure7. Principaux facteurs de transcription impliqués dans la régulation de

I'expression de génes myéloides. (Adapté de Friedman, 2002 et Tenen, 2000).

Le facteur PU.1, avec la coopération du facteur C/EBPa, est important pour induire la différenciation
des cellules souches hématopoiétiques (HSC) en progéniteurs myéloides multipotentiels. Le facteur
C/EBPa est essenticl pour I'initiation de la différenciation granulocytaire, son expression est
prédominante dans les cellules myéloides pluripotentes indifférenciées et diminue graduellement au
cours de la différenciation de ces cellules en macrophages mais persiste dans le stade précoce de la
granulopoigse. La maturation terminale des granulocytes est induite par le facteur C/EBPe dont
l'expression est régulée au cours de la granulopoigse par le facteur CDP. Celui-ci se fixe précocement
sur le promoteur du géne C/EBPe, inhibant son expression, et lorsque I’élape de maturation terminale
des granulocytes approche, l'activation du facteur CDP est diminué, permettant alors 1'expression du
gene C/EBPe et la maturation des granulocytes. Lors de la maturation des progéniteurs myéloides en
monocytes, ce sont les facteurs C/EBPP et PU.1 qui sont régulés a la hausse et le facteur Sp1 va agir en
synergie avec ces facteurs de transcription pour activer la transcription des génes myéloides. Lors de la
différenciation myéloide, les promoteurs des génes codant pour les récepteurs aux GM-CSF, G-CSF et
M-CSF, dont I'expression est essentielle a I’acquisition des caracteres de différenciation spécifique des

cellules matures, sont activés principalement par les facteurs de transcription C/EBP et PU.1
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1.7.3. Les promoteurs de génes myéloides

En général, les promoteurs de génes myéloides sont divisés en deux régions :

une région proximale et une région de spécificité myéloide.

1.7.3.1. La région proximale des promoteurs myéloides

La région proximale permet la fixation du complexe d’initiation de la
transcription. Il est donc responsable de I’activité transcriptionnelle basale du géne. A
I'inverse des autres promoteurs eucaryotes, aucune boite TATA ou d’éléments Inr
n’ont été identifiés sur les promoteurs myéloides, bien qu’ils s’agissent d’éléments
régulateurs essentiels pour I’assemblage des facteurs initiant la transcription (Kishi,
Tanizawa et al. 1996; Greaves et Gordon 2002). Par contre, les promoteurs myéloides
sont geénéralement compacts et possédent plusieurs sites d’initiation de la
transcription. De méme, immédiatement en amont de ces sites, une séquence d’ADN
contenant le motif GGAA, permettant la fixation de facteurs de la famille ETS dont le
facteur PU.1, est frféquemment rencontrée suggérant le réle possible de ce facteur dans
Iinitiation de la transcription. En effet, le facteur PU.1 peut agir de concert avec une
combinaison de facteurs de transcription, comme les C/EBP, PEBP2/CBF et Spl,
permettant le recrutement du complexe d’initiation de la transcription composé des
TBP, des TAF et des GTF (Tenen, Hromas et al. 1997; Clarke et Gordon 1998; Fisher
et Scott 1998).

1.7.3.2. La région distale des promoteurs myéloides

L’analyse de promoteurs de génes dont I’expression est restreinte a une lignée
spécifique a permis de mettre en évidence une région plus en amont du site d’initiation
de la transcription qui pourrait étre responsable de la spécificité d’expression de ces
genes. En effet, sur cette région distale du promoteur se fixent des facteurs de
transcription spécifiques d’une lignée, comme par exemple la protéine GATA-1,
restreinte a la lignée érythroide, ou encore le facteur HNF-4, spécifique au tissu

hépatique (Greaves et Gordon 2002). De plus, cette région contient de nombreuses
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séquences activatrices’, éléments qui permettent d’augmenter la transcription et
conséquemment I’expression du géne. De méme, certains promoteurs possédent des
éléments de réponses a différents stimuli situés en 5° du promoteur, comme les
éléments de réponse aux glucocorticoides (GRE), a I’acide rétinoique (RARE), &
PIFN-y (ISRE) (Schoneveld, Gaemers et al. 2004; Cohen, Lassova et al. 2006; De
Ambrosis, Casciano et al. 2006). Des études suggérent aussi que I’expression
spécifique du géne NRAMPI humain au cours de la différenciation myéloide serait
associée a la présence d’éléments régulateurs spécifiques sur son promoteur (Cellier,
Shustik et al. 1997). De méme, I’induction de I’expression du géne NRAMPI par la
vitamine D ou de I’interféron-y supporte I’idée d'une présence d’éléments de réponse a
la vitamine D (VDREs) ou a I’interféron (ISRE) dans la région distale du promoteur
(Roig, Richer et al. 2002).

Il existe donc sur le promoteur différents éléments qui permettent 1’activation
ou I’inhibition de I’expression des génes a un stade et dans un tissu spécifique.
Cependant, I’activation de ces sites n’est possible que s’ils sont accessibles aux
facteurs nucléaires. L’état de la chromatine est donc un autre élément crucial pour

P’activation d’un géne.

1.7.4. Régulation de I'état de la chromatine

La chromatine joue un réle critique dans la régulation de I’expression des
genes, puisque I’accessibilité des promoteurs aux facteurs de transcription ou toutes
autres protéines régulatrices est essentielle a leur expression. La régulation d’un géne
dépend donc, en premier lieu, de 1’état de la chromatine. Celle-ci peut se trouver sous
différents états, dus a des modifications épigénétiques qui altérent sa structure. En
effet, les protéines histones, qui permettent la compaction de I’ADN, peuvent étre
I’objet d’acétylations, de méthylations, de phosphorylations ou encore
d’ubiquitinations (He et Lehming 2003). Il a été démontré, par exemple, que des
régions hyperacétylées du génome sont plus accessibles pour I’attachement des

protéines nucléaires que les régions hypoacétylées. Par conséquent, ces modifications

2
« enhancer »
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peuvent directement influencer la conformation de I’ADN et ainsi moduler
Pexpression de certains genes. L’état de la chromatine permet donc de contrdler
’expression tissu-spécifique de certains génes au cours de ’hématopoiése (Jenuwein

et Allis 2001; Rosmarin, Yang et al. 2005).

L’expression spécifique de certains génes a un stade de différenciation précis
de la cellule résulte donc d’une cascade de plusieurs événements finement controlés et
qui dépendent chacun les uns des autres. Cette régulation génétique est capitale au
sein de la cellule puisqu’une expression inappropriée ou au contraire I’absence
d’expression d’un seul gene peut résulter en de dramatiques conséquences,
possiblement & la base de certaines maladies. La régulation génétique est donc un
élément clé qui contréle le devenir d’une cellule, c’est pourquoi, de nombreuses
études tentent aujourd’hui de mieux caractériser la régulation de certains génes afin de

mieux comprendre et prévenir certaines maladies.
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Mise en contexte du projet de recherche

Le promoteur NRAMP] est relativement court (647 pb) et il ne possede pas de
boite TATA. 1l peut étre divisé en deux régions : une région dite myéloide (de -647 2 -
NRAMP1 en réponse a la VD et au DMSO, et une région dite basale (de -263 a +1pb)
permettant vraisemblablement la fixation d’un complexe de transcription basale sur ce
gene et dont l'activité est indépendante du lignage cellulaire (myéloide, lymphoide,
épithéliale) et de la présence ou non d’inducteurs (Roig, Richer er al. 2002) (Fig. 8).
Des €tudes ont identifié plusieurs sites d’initiation sur le promoteur NRAMPI dans
différents types cellulaires et par extension d'amorces avec la transcriptase inverse
(Blackwell, Barton et al. 1995; Kishi, Tanizawa er al. 1996). Au laboratoire la lignée
HL-60 a ét€ utilisée comme modele cellulaire myéloide et a permis de confirmer, par
protection contre la nucléase S1, la présence de 2 sites d’initiation, un site mineur (-
28) et un majeur (+1) (Fig.8) (These E. Richer, 2005). Dans cette lignée cellulaire, il a
été démontré que I’expression de I’ARNm de NRAMP] lors de la différenciation

induite par la VD correle avec ’expression de la protéine NRAMP].

Afin de définir des éléments cis-activateurs dans le promoteur NRAMPI, une
étude d'empreinte a la DNAse a permis de révéler plusieurs sites (E1 a E14) protégés

par des facteurs de transcription in vitro (Fig. 8).

Région myéloide Région basale

Figure 8. Organisation générale du promoteur NRAMPI

Le promoteur NRAMP] peut étre divisé en deux régions : une région myéloide (-647 a — 223
pb, en gris) et une basale (- 223 a +1, en blanc). 14 sites potentiellement protégés par la fixation de
facteurs de transcription in vitro sont représentés (en jaune). Des études précédentes démontrent que le
site E10 dans la région myéloide du promoteur NRAMP] est fixé par le facteur Sp1 (en vert) (Richer E.,
These de doctorat, 2005).
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Les objectifs initiaux étaient d'identifier les éléments agissant en cis et en frans
qui conférent la réponse a la VD dans un contexte myéloide. L’étude des éléments cis-
activateurs dans la région my¢loide, révéla que la fixation du site E10 par le facteur
Spl est requis pour activer I’expression du géne NRAMPI lors de la différenciation
myéloide (Fig. 8 et 9B) (Richer E., Thése de doctorat, 2005). Cependant, le facteur
Spl est donc un premier élément controlant I’expression du géne NRAMPI dans les

cellules myéloides.

Cependant, une mutation sur le site E10 a été effectuée pour adresser le role
fonctionnel du facteur Spl dans la régulation du géne NRAMPI dans les cellules
myéloides. La mutation E10MO révele que ce motif est requis pour I'induction du géne
au cours de la différenciation myéloide. Cependant une activité basale, indépendante
de la différenciation, persiste et l'utilisation de la méme construction en transfections
transitoires, dans des cellules non myéloides, a révélé qu'il y a problablement d'autres
sites répondant & Sp1 (Fig. 9A). De méme, une activité transcriptionnelle basale du
promoteur NRAMPI persiste dans des transfectants stables mutés sur le site E10
(mutation E10M0), différenciés ou non avec du KH ou du DMSO (Fig. 9B).
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Figure 9. Régulation transcriptionnelle du promoteur NRAMPI par le facteur
Sp1 (Richer E., These de doctorat, 2005).

(A). Co-transfection transitoires du promoteur NRAMPI de type sauvage (NRIL) ou muté sur le site
E10 (E10M0) avec des plasmides exprimant le facteur de transcription Spl. (B). Des clones HL-60
obtenus par transfection stable avec les constructions du promoteur de type sauvage (HSRL-5) ou muté
sur le site E10 (E10MO) ont été utilisés pour mesurer I’activité du promoteur (en RLUs) dans des

cellules non traitées, et différenciées avec du KH ou du DMSO pendant 4 jours.
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Plusieurs autres facteurs de transcription qui pouvaient contribuer a l'activité
basale du promoteur NRAMPI ont donc été testés (Voir Thése E. Richer). En sachant
que les facteurs de la famille C/EBP et CDP ont un rdle proéminent dans la
différenciation myéloide, nous avons testé leur participation dans la régulation du
promoteur NRAMP 1. Des co-transfections transitoires dans les cellules non myéloides
293T de constructions du promoteur NRAMPI, complet (pGL3NR1L) ou ne contenant
que la région basale (pGL3NRI1S) avec des plasmides exprimant les facteurs de
transcription C/EBPa, B ou €, Spl et CDP ont été réalisées.

Les résultats ont permis de mettre en évidence une forte activation de
I'expression du géne NRAMP] par les facteurs C/EBP. De méme, des co-transfections
avec le facteur CDP/Cux p200 n'induisent pas d'activité du promoteur NRAMPI et
inhibe l'activation du géne NRAMPI par le facteur Spl. Cependant, des co-
transfections avec I'isoforme CDP/Cux p110, qui a perdu son domaine d'inhibition
(Truscott, Raynal et al. 2004), augmentent la transcription du géne NRAMPI,
suggeérant que l'isoforme CDP/cut p200 peut réprimer le géne NRAMP1. D'autre part,
ces résultats montrent que, contrairement au facteur Spl, I'activité des facteurs C/EBP
ou CDP n'est pas affecté par la longueur du promoteur NRAMPI étudiée ce qui
signifie que la fixation de ces facteurs C/EBP pourrait avoir lieu dans la région basale
du promoteur NRAMP1 (Fig. 10).
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Figure 10. Réle des facteurs C/EBP, CDP et Sp1 dans I'activité transcriptionnelle

du promoteur NRAMPI (Thése E. Richer, 2005).
Co-transfections transitoires de cellules 293T avec 2 constructions du promoteur NRAMPI (pleine

longueur. NR1L. et région basale, NR1S, pour NRAMP] short) et des plasmides exprimant le facteur de
transcription Sp1 et différents isoformes des facteurs C/EBP et CDP.
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Nous avons donc recherché la présence de sites potentiels de fixation de ces

facteurs trans-activateurs, C/EBP, sur le promoteur NRAMP] par une analyse avec les

logiciels de prédilection de liaison de facteurs de transcription (Alibaba2 et Match

1.0). Les résultats ont révélé la présence de plusieurs séquences consensus potentielles

pour les facteurs de la famille C/EBP sur le promoteur, dont trois dans la région

basale, dans les sites E11, E12 et E14 repérés par empreinte 4 la DNAse (Fig. 11). Or,

la présence du site majeur (+1) d’initiation de la transcription adjacent au site E14

pourrait supporter I'hypothése que ce dernier soit le siege de processus impliquant le

recrutement des composants du complexe de la transcription.

E10

E12

E14

AGTGCCCCAT

TGCCTTCCTC

TAGGCCAACG

GTGTGTGTAC

TGGGGTATTG

C/EBP

AGGCACAGAA

TGGGAGGGGA

TTCTGCCTTT

-28

TGT(C

GGGCTGGCAC

AGAGCACCGC

CTTCTGGGGA CGTCCTGGGT

TGTGGCCCTC AAAGGCGAAAC
AGGGGTCTTG GAACTCCAGA
GITGTGTGTGT ACGCTGTGTGT
ACATGAATAT GCAAGGGGCA
C/EBP
CACGGGGTGC CTGGAAGGEGG

ACAAN

CTGAATCTTC AATGCATGTC

TGAAGCCTTT GAGGACATGA

TCAAAGAGAA TAAGARAGAC

GTGTGTGTGT GGCAGAGGGG

GGAAGCATCT GAAATCAGAG

C/EBP

AACAGATGTG TTGTGGGGCA

GCCAG

C/EBP

GGAAAATGTT TCACAACGCC

C/EBP
+1

C/EBP
ACTTACTTGC ACCAGTGCCC

TCACACTCCC AGAGTACCTG

CCATGTTGTG TGTGTGTGTG

ACTCGGCT GCGGATGGGT

AGAGAGGGGG TGCAGGCTGA

Met
AAGTCGGCAT TTCAATG

CCTTCTGCRG

AGACTCGCAT

CTGACTCTGT

GGTGTGGTCA

CTAACTTGGG

CAGGGCAGGC

GGCTGGCCAC

AATCGGCCGA

AACAGGGCGT

GGAGCTGCCC
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Figure 11. Analyse des éléments cis régulateurs de la région basale fixant

potentiellement les facteurs C/EBP.

Analyse du promoteur NRAMP] par le logiciel AliBaba2.1 et identification de plusieurs sites potentiels

de fixation des facteurs de transcription de la famille des C/EBP (score : 75.0).
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Une expérience de retard sur gel utilisant des ODNdb centrés sur I’é1ément cis
E14, mis en présence d’extraits nucléaires provenant de cellules HL-60 traitées avec
du KH et de I'IFN-y a permis de révéler la liaison spécifique d'un facteur sur ce site.
L’attachement de ce facteur sur le site E14 est d'ailleurs supprimé ou fortement
diminué par les mutations E14M1 et E14M2 mais pas avec celles de E14M3. Or, les
mutations E14M1 et E14M2 recouvrent le site prédit d’attachement pour les C/EBP
(5'-T(T/G)NNGNAA(T/G)-3") (Friedman 2002) (voir Fig. 17, chap. 3).

Par conséquent, la position du site E14 et son intéraction potentielle avec les
facteurs C/EBP permettent de supposer que I'élément E14 cis-activateur pourrait étre

essentiel  I’expression du géne NRAMPI.

Les objectifs de mon projet de recherche étaient donc de confirmer la fixation
des facteurs C/EBP sur le site E14 de la région basale du promoteur NRAMPI et de
déterminer I'importance du site E14 dans la régulation transcriptionnelle du promoteur

NRAMP] au cours de la différenciation myéloide.
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Chapitre 2

Matériels et Méthodes’

* Toutes les expériences dont les résultats sont présentés dans le chapitre 3 ont au moins été effectuées
trois fois.
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2.1. Traitement des cellules

2.1.1. Lignées cellulaires et culture

Les cellules de la lignée promyélocytaire HL-60 et les cellules humaines 293T
de rein embryonnaire ont été obtenues de la banque ATCC (American Type Culture
Collection; Manassas, VA). Ces cellules ont été maintenues dans du milien RPMI
1640 (Hyclone, Logan, UT) contenant 10% de sérum de veau foetal inactivé pendant
30 min & 56°C (HyClone, Logan, UT), 2 mM de L-Glutamine et 25 mM d’HEPES pH
7,4 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Ces lignées cellulaires ont été cultivées dans un
incubateur 4 37°C ayant une atmosphére humide & 5% de CO,. Les passages
cellulaires ont été¢ effectués 2 fois par semaine pour la lignée cellulaire 293T
(confluence des cellules désirée au passage : 20%, le lundi et 10 %, le jeudi). Pour la
lignée cellulaire HL-60, les passages cellulaires ont été réalisés 3 fois par semaine
(nombre de cellules désirée au passage : 2x10° cellules/ml, le lundi, mercredi et

vendredi).

2.1.2. Différenciation des cellules HL-60

Pour différencier la lignée cellulaire HL-60 en monocyte/macrophage, nous
avons traité pendant 4 jours ces cellules avec 10® M de KH 1060 ou de EB 1089, des
analogues de la vitamine D (2x10° cells/ml au jour 0) avec ajout de milieu frais au
jour 3 (pour obtenir une concentration finale de 5x10° cells/ml). Un ajout au troisiéme
jour de 100 U/mL d’IFNy (KH-IFNy) a été effectué seulement pour les cultures
cellulaires utilisées dans les expériences de retard sur gel. Il a été démontré que
Pexpression du géne NRAMPI est détectée par Northern Blot aprés 1 jour de
différenciation et il atteint son maximum d’expression aprés 5 jours de différenciation

par ces composés (Roig, Richer et al. 2002).
La différenciation des cellules HL-60 en granulocytes a été obtenue par un

traitement de ces cellules pendant 6 jours avec 1.25% de DMSO (6x10° de cellules/ml

au jour 0).
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Les analogues de la vitamine D (1a,25(0OH,)D3), le KH 1060 et le EB 1089
ont été généreusement fournis par le Dr. Lise Binderup (Leo Pharmaceutical Products,
Ballerup, Denmark). Les solutions stocks sont dans de I’isopropanol a 4x10° M et
sont stockées a -20°C, protégées de la lumiére. L’IFNy humain recombinant provient

d’Endogeéne (Woburn, MA).

2.1.3. Analyse des phénotypes cellulaires par cytométrie en flux

Le phénotype des cellules différenciées ou non par la VD a été analysé par cytométrie
en flux. 50x10° cellules ont été recueillies dans chaque condition de différenciation,
centrifugées a 800 rpm pendant 5Smin a 4°C et resuspendues dans une solution de
PBS-BSA-NaNj (phosphate-tamponé salin (PBS) - 0.1% d’albumine de sérum bovin
(BSA) - 0.01 % d’azide de sodium (NaNj3)). Les cellules ont été réparties dans des
tubes & raison de 1x10° cells/10 pl. Une premiére incubation a été réalisée avec 20 pl
d’IgG humain (50 pg/ml) pendant 30 min sur glace pour bloquer les récepteurs Fc.
L’anticorps primaire (20 pg/ml) a ensuite été ajouté a la solution bloquante d’IgG a
raison de 100 pul d’anticorps/30 pl de cellules. L’ensemble a été incubé 45 min a 4°C.

Pour vérifier la différenciation myéloide des cellules HL-60, nous avons
examinés I’expression du récepteur CD14, marqueur de la différenciation myéloide
des cellules HL-60 (Li, Wang et al. 2002). Un anti-CD14 humain (surnageant
d’hybridome, 3C10, ATCC) a donc été utilisé comme anticorps primaire. Nous avons
aussi pris un témoin isotypique, c'est-d-dire un anticorps monoclonal, IgG2b
(MG2b00, Cedarlane, Burlington, ON), dirigé contre un antigéne sans rapport avec le
CD14 mais du méme isotype que I’anticorps CD14 employé.

Les cellules ont ensuite été lavées et centrifugées deux fois avec 1 mL de PBS-
NaN;, Finalement, une incubation de 45 min avec un second anticorps, un anti-IgG de
souris conjugué a la fluorescéine (FITC) a été effectuée (716-096-151; Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Aprés deux lavages/centrifugations avec du
PBS-BSA-NaN3, les cellules ont été resuspendues dans 300 uL de PBS-5% BSA.

Les tubes ont ensuite été analysés par cytométrie en flux avec un cytométre
FACSCalibur Becton Dickinson (BD Biosciences, Mississauga, ON) en utilisant les

parametres décrits dans le tableau 1.
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Tableau 1. Paramétres utilisés en cytométrie en flux.

Dectectors/Amp
Param. | jl;;ctecto Voltage EAQPENE Mode

[ FSC E-1 4.59 Lin

P2 SSC 335 4.59 Lin m
FL1 535 3.94 Log FLI -0.7% FL2

P4 FL2 520 1.00 Log FL2 -22.3%FL1
FL3 505 1.00 Log

P6 FL2-A 1.00 Lin
FL4 830 Lin

Les cellules en suspension défilent devant un faisceau laser et pour chacune d'elle est mesuré
trés précisément la fluorescence émise d diverses longueurs d'ondes. Les lasers & ions d’argon
(faisceaux laser 1 (FL1) et 2 (FL2)) permettent d’exciter entre autre la fluorescéine (FITC) et I'iodure
de propidium (P1) 4 488 nm. La lumiére diffusée renseigne aussi sur la morphologie et la structure de la
cellule. Elle est recueillie dans 2 directions différentes. I'une peut étre corrélée avec la taille de Ja cellule
(FSC) et la seconde est représentative de son contenu cytoplasmique (SSC). Les résultats sont ensuite
présentés sur un histogramme monoparamétrique o1 I’axe des abscisses représente I'intensité du signal

analysé et I’axe des ordonnées le nombre de cellules.

2.2. Etudes in vitro de la fixation de facteurs de transcription sur le

site E14 du promoteur NRAMPI

2.2.1. Mutations des oligonucléotides

Des oligonucléotides simple brin, sens et antisens, de 30 pb ont été synthétisés
par la compagnie Sigma (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Ces ODNsb sont centrés sur
I’élément E14 du promoteur NRAMP1 et mutés sur 3 bases (E14M1A, E14MIB,
E14M2A, E14M2B et EI4MIM) ou sur 2 bases (E14M1.1 & E14M1.6) afin de

délimiter les bases les plus importantes du site prédit d'attachement des facteurs
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C/EBP, 5' — TT/GN NGN AAT/G — 3' (Friedman 2002). Les mémes mutations ont été

utilisées dans les balayages a 6, 3 ou 2 bases.

Des ODNsb centrés sur 1’élément E10 du promoteur NRAMP! ont aussi été
synthétisés, de méme que des ODNsb mutés sur 6 bases (E14MO & 3) (Richer E.,
Thése de doctorat, 2005). J'ai ensuite réalisé des ODNsb mutés sur 3 bases sur le site
E10 (EIOMOA, E10MOB, E10MOC, E1I0MOD, E10M2A, E10M2B et EIOM3A). Les
bases mutées ont été choisies d’apres I’analyse in silico de la séquence du site E10 en
utilisant les logiciels de prédilection de liaison de facteurs de transcription AliBaba
2.1 (Grabe 2002) et MATCH 1.0 (Kel, Gossling et al. 2003). Ces deux logiciels

déterminent les bases potentiellement nécessaires a I’attachement des facteurs Sp1.

2.2.2. Marquage des oligonucléotides double brin

Pour hybrider les ODNsb synthétisés, 200 pmol de chaque ODNsb ont été
incubés dans du tampon 0.1X NEB2 (New England Bioloabs, NEB, Missisauga ON)
pour un volume final de 20 pl a 95°C pendant 2 min suivi d’un refroidissement a
température ambiante pendant 1 heure. Le volume final a été complété a 100 pl avec
de I’eau stérile. Ensuite, 8 pmol de ces oligonucléotides double brin ont été marqués
pendant 3-4 heures & 37°C avec 15 unités de T4 Polynucleotide kinase (NEB) en
présence de 15 pCi de y32P ATP (Amersham, Baie d’Urfé, QC). Les sondes ont été
purifiées en utilisant le kit Qiaquick Nucleotide Removal (Qiagen, Mississauga ON) et

¢luées dans 80 pul de tampon EB (Qiagen) selon les instructions du manufacturier.

2.2.3. Extraction des protéines nucléaires des cellules HL-60

Les extraits nucléaires ont été¢ préparés avec le kit d’extration Nu-Clear
(Sigma, Oakville ON) selon le protocole du manufacturier. La totalité des cellules a
été collectée dans un tube et centrifugée pendant 5 min a 450g a 4°C. Les cellules ont
été lavées deux fois avec du PBS frais et centrifugées pendant 5 min a 450g a 4°C.

Une estimation de la quantité du culot de cellules (Packed Cell Volume, PCV) est
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notée a cette étape et la quantité de tampon de lyse & rajouter est calculée selon le
"PCV", soit 5 fois le PCV (incluant le DTT et le cocktail d'inhibiteur de protéases
(PIC)). Le culot de cellule a été incubé dans le tampon de lyse pendant 15 min sur
glace. Une solution d'IGEPAL CA-630 (10%) a ensuite été ajoutée au mélange, & une
concentration finale de 0.6% (6 pl par 100 pl de lysat) et I'ensemble a été vortexé
vigoureusement pendant 15 min et centrifugé immédiatement pendant 30 sec a 11
000g a 4°C. Le surnageant, qui contient la fraction cytoplasmique des cellules, a été
éliminé et le culot a été resuspendu avec du tampon d'extraction (volume
correspondant au 2/3 du PCV + DTT et PIC). Chaque échantillon a ensuite été agité

sur un vortex pendant 30 min a 4°C, puis centrifugé 5 min & 21 000g & 4°C.

Le surnageant qui contient les extraits nucléaires a été transféré dans un
nouveau tube et la concentration des protéines a été déterminée avec le kit Non-
Interfering Protein Assay (CalBiochem, San Diego CA) et ajustée a 2ug/ml avec le

tampon de dilution fourni par le kit d’extration Nu-Clear.

2.2.4. Expérience de retard sur gel
2.2.4.1. Principe

Cette technique est basée sur le retard de migration, dans un gel de
polyacrylamide non dénaturant (préservant l'état natif des facteurs nucléaires), de
sonde marquée (*) en présence d’extraits nucléaires dont on veut déterminer si ils
contiennent des protéines (ou des complexes protéiques) ayant la propriété de
reconnaitre spécifiquement la séquence d'intérét. La variation de migration de ces
sondes* complexées aux protéines par rapport aux ODNdb (ou sondes) libres est

suivie grace au marquage radioactif au **P des sondes nucléotidiques (Fig. 12).

2.2.4.2. Expérience

2 pg d’extraits nucléaires ont été incubés sur glace pendant 10 min avec 1.5 ug

de Poly (dI-dC) (Amersham) et 1.125 pug de BSA (pour bloquer I'attachement non

56



specifiques des protéines, le poly (dI-dC) agit comme un acide nucléique non-
spécifique) dans un volume total de 15 pl avec un excés de 5 a 50 fois
d’oligonucléotides double brin (ODNdb) de 30 pb, centrés sur un site choisi du
promoteur NRAMPI ou des ODNdb mutés sur 6 bases. De plus, des sites
d’attachement consensus pour les facteurs C/EBP (Pereira, Delany et al. 2004) et CDP
(Nirodi, Hart et al. 2001), connus pour étre actifs dans les cellules myéloides, ont été
utilisés comme « appat» pour compétitionner la fixation de ces facteurs sur le
promoteur NRAMP1. Ces séquences consensus ont également été mutées pour servir

de contrdle négatif.

La séquence « appét » pour les facteurs de transcription C/EBP utilisée est (Pereira,
Delany et al. 2004) :

Type sauvage : 5 - TGC AGA TTG CGC AATCTGCA - 3’

Type mutée: 5° - TGC AGA GAC TAG ITCT CTG CA -3’

La séquence « appét » pour les facteurs de transcription CDP utilisée est (Nirodi, Hart
etal 2001):

Type sauvage : 5’- AAA AGA AGC TTA TCG ATACCG T -3’

Type mutée: 5°- AAA AGA AGC TTA TTC ATACCGT -3’

Une sonde radioactive a 0.5 pmol a été ajoutée & ce mélange et le tout incubé
sur glace pendant 1 heure. Une quantité de 8 pul de ces échantillons a ensuite été
chargée sur un gel de polyacrylamide & 5% (5 ml d'une solution d'acrylamide 30 %
(29 g d'acrylamide et 1 g de bis-acrylamide)) pour une migration de 1h30 dans du
tampon TBE 0.5X a 200mV, puis exposée entre 16 et 70 heures dans une cassette
Phophor Imager (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA). L'intensité des signaux a été
mesurée par le logiciel ImageQuant (version 5.0; Molecular Dynamics, Sunnyvale,

CA).
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Vérification de la fixation de protéines nucléaires sur le site étudié
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m( . a0
o o . L=} ® T
ODNd . o + o +
marqug  Droféires
mcléamwes
(Sonde*) O _ ODNd - —w— ODHNdb nutés
— = N — . —-—— —a— nommarqués,
.- e + *— — i nom marquaés, Y
.0 — enexcés - = Smexsss
i& Retard de ﬁ .‘dh Retard de
. migratiom . rigration
= | = | =
Vérification de la fixation de facteurs candidats sur le site étudié
0 e f
o ® o O
® + — e ? —
(o) + ==
i il ODNdh mms! —— ODNdb mn !’0!’,
Mg - enexcés, ——— - s
—— —a—— cont t unsite —— —.— enexces,
e consensus d’attachement = rmatés sur e site
d’un fa:ieur Calldld& corsensus d’aﬂad'lmm
\Y \Y d"un factewr candidat
:Q: & Retard de
. migratiom
=i =

Figure 12. Principe de I’expérience de retard sur gel.

La variation de migration des sondes* complexées aux protéines par rapport aux ODNdb (ou
sondes) libres est suivie grice au marquage radioactif au P des sondes nucléotidiques (a, b). La
spécificité de reconnaissance du site par une ou plusieurs protéines est testée par l'ajout en excés (5 a 50
fois) du méme duplex non radioactif qui entre en compétition avec la forme radioactive (c). L’incidence
d’une mutation sur la spécificité de I'interaction site/protéine(s), est testée par I'ajout en excés (5 a 50
fois) du méme duplex non radioactif mais muté sur certaines bases afin de tester leur role (d). Pour
déterminer I'identité des protéines interagissant avec la sonde*, des ODNdb contenant une séquence
consensus d’attachement pour les facteurs candidats, sont utilisés, en excés (5 a 50 fois), pour
compétitionner la fixation de ces facteurs (e). Ces méme ODNdb, mais mutés de maniére a empécher la

fixation du facteur sur la séquence consensus, sont aussi testés comme controles négatifs (f).
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2.2.5. Expérience de super retard sur gel

La présence de protéines spécifiques dans le complexe retardé peut étre mise
en évidence par l'ajout d'anticorps spécifiques qui permettent un retard plus important
sur le gel appelé "supershift". Des anticorps anti-C/EBPo. (sc-61, Santa-Cruz Biotech.,
Santa Cruz, CA) ou anti-C/EBPp (sc-150, Santa-Cruz Biotech., Santa Cruz, CA) ont
été ajoutés dans le mélange (voir parag. 2.2.4.) pour 30 min supplémentaires sur glace
(2, 3 ou 6 pg pour le supershift utilisant 1’anticorps anti-C/EBPa, anti-C/EBP et le
contréle anti-IgG de lapin (12-370, Upstate, Lake Placid, NY).

2.3. Etudes in vivo dans les cellules non myéloides 293T du rdle des

facteurs C/EBP dans la régulation transcriptionnelle du géne

NRAMPI

2.3.1. Clonage du promoteur NRAMPI dans le vecteur pGL3NRI1L

2.3.1.1. Constructions de type sauvage : pGL3 NR1L, pGL3 NR1S

Les deux constructions du promoteur, pleine longueur (NRIL) et courte
(NRIS) ont été antérieurement décrites (Roig, Richer et al. 2002). Ces deux plasmides
proviennent de I’insertion du promoteur NRAMPI long ou court dans le vecteur pGL3
Basic. Le plasmide pGL3Basic, qui posséde le géne reporteur de la luciférase, est
dépourvu de promoteur eucaryote, par conséquent l'activité transcriptionnelle du
promoteur inséré peut étre étudié en mesurant l'intensité de la luciférase émise. Ce
plasmide posséde une résistance a I’ampicilline pour permettre une sélection positive

des clones apres transformation bactérienne.

2.3.1.2. Construction de type mutée : pGL3 NR1L E14M1

La construction de type mutée pGL3 NRIL E10MO a été antérieurement
décrite (Richer E., Thése de doctorat, 2005).
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- Mutagenése dirigée

La mutation E14M1 du promoteur NRAMP]I, préalablement définie in vitro, a
été réalisée par mutageneése dirigée. Les paires d’oligonucléotides pour EMSA E14M1
ont été utilisées en combinaison avec les amorces LucIR et RVP; pour produire 2

fragments de PCR avec la polymérase Pfi (Stratagene) (Fig. 13A).

L’amplification par PCR a été réalisée dans un volume réactionnel final
contenant : 0.5 ul de MgSO4 (100 mM), 0.2 pl de dANTPs (25mM), 2.5 pl de tampon
Pfu, 0.2 pl de Pfu et 1 pl d'ADN (plasmide pGL3 NRIL possédant le promoteur
NRAMPI complet). Deux amplifications par PCR ont été réalisées : une avec 1 pl
d'amorce RVP; (5 pmol/ul) et 1 pl d'amorce E14M1 antisens et l'autre avec 1ul
d'amorce LuclR (5 pmol/ul) et 1 pul d'amorce E14M1 sens. Une quantité d'eau MilliQ
nécessaire pour compléter le volume a 25 pl a été rajoutée pour chacun des mélanges

réactionnels.

Les deux réactions d'amplification ont été réalisées comme suit dans le thermocycleur
Programmable Thermal Controller PTC-100 (MJ Research Inc.) :

* 95°C pour 45s,

= 4 cycles a (95°C pour 45s, 48°C pour 1 min, 72°C pour 2 min),

= 22 cycles a (95°C pour 45s, 54°C pour 1 min, 72°C pour 2 min),

= 72°C pour 10min, 4°C.

Les produits PCR (613 et 233 pb) ont ensuite été purifiés par migration sur gel
d'agarose avec les colonnes Qiaquick (Qiagen, Mississauga ON) selon le protocole du

manufacturier.

Une deuxieme PCR a été ensuite réalisée pour synthétiser le promoteur
NRAMPI muté sur le site E14 (mutation E14M1). Le volume réactionnel contenait 0.5
pl de MgSO4 (100 mM), 0.2 pl de dNTPs (25mM), 2.5 ul de tampon Pfu, 0.2 ul de
Pfu, 1 pl d'amorce RVP; (5 pmol/ul), 1ul d'amorce LuclR (5 pmol/ul), 1 ul dADN
provenant de chacun des produits PCR élués précédemment (2 pl d'ADN au total) et

une quantité d'eau MilliQ nécessaire pour compléter le volume a 25 pl.
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Les mémes conditions d'amplification que celles décrites précédemment ont

été utilisées.

Les produits PCR ont été 4 nouveau purifiés sur gel et traités avec les enzymes
de restriction Nhe I et Nar I (NEB ; Mississauga, Ontario) et purifiés par le kit
Nucléotide Removal (Qiagen) avant d’étre recombinés au vecteur pGL3NRI1L traité

avec les mémes enzymes (Fig. 13B).

- Clonage du promoteur NRAMPI muté (E14M1)

La ligation de I'insert (promoteur NRAMPI possédant la mutation E14M1) au
vecteur pGL 3 NR1L a été effectuée grace a la T4 DNA ligase, enzyme capable de lier
les extrémités de fragments d'ADNdb entre elles. Les conditions utilisées pour la
ligation ont ét€ les suivantes : 2 pl d'insert, 2 pl de vecteur, 2 pl de tampon a ligase
5X, 0.2 ul de T4 DNA ligase et la quantité d’eau MilliQ nécessaire pour compléter le
volume a 10 pl. L'ordre dans lequel chaque produit a été ajouté est le suivant : vecteur
+ insert + eau. Ce mélange a été placé & 65°C pendant 5 min pour séparer les bouts
cohésifs. Puis I'enzyme et le tampon ont été ensuite ajoutés. Deux contréles ont aussi
été préparés : un ne contenant pas d'insert dans le mélange et I'autre ne contenant ni

I'insert, ni I'enzyme. L'ensemble a été incubé a 16°C pendant 4 4 16 heures.

Une précipitation de 'ADN de chaque ligation a ensuite été effectuée pour
concentrer I'ADN dans un volume plus petit. Dans les 10 uL des ligations a été rajouté
: 1.5 pL de glycogene 1X, 5 uL de NaCl 1M et 2.5 volume d’éthanol 100%, soit 32.5
uL. L'ensemble a été incubé a -20°C pendant 3-4h. Aprés une centrifugation de 5 min
a 21 000 g, le surnageant a été éliminé et le culot d'ADN est resuspendu dans 150 pl
d'éthanol 75 % puis centrifugé a nouveau pendant 5 min a 21 000 g. Aprés avoir laissé
secher le culot pendant 10-15 min, celui-ci a finalement été resuspendu dans 5 pl d'eau
MilliQ. Deux incubations de 5 min, glace/-65°C, ont ensuite été réalisées deux fois de
suite chacune. L’insertion du promoteur dans la bonne orientation a été vérifiée par

une digestion avec Eagl (NEB).
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- Transformation des clones pGL3 NR1L E14M1

Le plasmide pGL3 NRIL E14M1 créé a été électroporé dans des cellules
électrocompétentes. Un volume de 3 pl de chaque échantillon d'ADN précipité aprés
ligation, a été mélangé a S0 pl de bactéries électrocompétentes. Ces bactéries ont été
préparées selon le protocole de Sambrook et al. (Sambrook, Fritsch et al. 1989).
L'ensemble a été transféreré dans une cuvette d'électroporation de 1mm (Biorad).
L'électroporation a ét¢ faite grice au Gene Pulser (Biorad) avec les conditions
suivantes : un voltage de 1.6 kV, une résistance de 400 Ohms et une capacitance de 25
uF. Les cellules ont ensuite été incubées dans un volume de 1 mL de milieu SOC
préparé frais (1L de milieu SOB (20g de Tryptone, 5g d'extrait de levure, 0.5g de
NaCl et 10 ml de KCl a 250 mM), 10 ml de MgCl et 20 ml de glucose) pendant 1h

dans un incubateur a 37°C, en rotation.

100 pl de cette suspension ont ensuite été ensemencés sur gélose LB contenant
100pg/ml d'ampicilline pour la sélection. En effet, le plasmide pGL3 NRI1L posséde
une résistance a ’ampicilline pour permettre une sélection positive des clones aprés
transformation bactérienne. Le volume de la suspension restant a été centrifugé a 6000
g pendant 1 min puis seulement 100 pl de surnageant a été gardé pour resuspendre le
culot qui a été & nouveau ensemencé sur gélose LB contenant 100ug/ml d'ampicilline,
Les géloses ont été incubées pendant 16 heures a 37°C.

Plusieurs colonies bactériennes résistantes a4 1’ampicilline (résistance du
vecteur pGL3NRIL) ont ensuite été choisies de fagon aléatoire et resuspendues dans 3

mL de milieu LB contenant 100pg/ml d'ampicilline.

- Purification des plasmides pGL.3 NRIL E14M1

Le kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen) a été utilisé suivant le protocole du
manufacturier. La vérification de la bonne intégration du promoteur NRAMPI muté
dans le plasmide pGL3 NRIL et dans la bonne orientation a ensuite été vérifiée dans

chacun des clones obtenus par une digestion avec Eagl (NEB).
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Le kit HiSpeed Plasmid Maxi (Qiagen) a été utilisé suivant le protocole du
manufacturier. Cette étape permet d'obtenir une plus grande quantité de plasmides. La
présence du promoteur NRAMP! muté et l'absence de tout autre mutation dans les

clones sélectionnés a ensuite été vérifiée par séquencage.

A. Mutagenése dirigée avec le vecteur pGL3NRIL : amplification du promoteur NRAMPI muté sur E14
Promoteur NRAMP! E14 _ Luciférase
——————
RVP3 — <+
El4MI LucIR
1 Amplification
613 pb LuclR PCR
= 233pb
RVP3
* El4M1
Nhe I E14M] Nar 1

pGL3 NR1l
5417 bp

pGL3 NR1I E14M1

5417 b
P Luciférase

Eag 1

Figure 13. Clonage du vecteur pGL3 NR1L E14M1
(A) Mutagenese dirigée du promoteur NRAMP] pour créer la mutation E14M1 dans le

site E14. (B) Clonage du promoteur NRAMP! muté sur le site E14 (E14M1) dans le
vecteur pGL3NRIL pour créer le plasmide pGL3 NRI1L E14MI.
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2.3.2. Transfections et co-transfections transitoires des constructions du

promoteur dans les cellules 293T

Les cellules 293T ont été transfectées transitoirement avec le réactif
GenePORTER (GeneTherapy system, San Diego, CA) selon les instructions du
manufacturier. Les cellules ont été réparties dans des 96 puits a 25 % de confluence,
une journée avant la transfection. Le volume de transfection utilisé était de 100ul,
utilisant 1.5 pl de GenePORTER avec un total de 400 ng d’ADN : 50 ng d’un
plasmide contréle pRLTK, 150 ng d’un plasmide rapporteur et 200 ng de plasmide
exprimant un facteur de transcription et/ou un plasmide pBluescript KS+ utilisé
comme témoin négatif et/ou pour maintenir la quantité d’ADN total constante. Les
plasmides d’expression encodant les facteurs de transcription ont été généreusement
fournis par Robert Tjian, pour le facteur Spl (University of Califonia, Berkeley)
(Courey et Tjian 1988) et Thimothy Bigby, pour les facteurs C/EBPa, P et €
(University of California, San Diego) (Reddy, Serio er al. 2003). Le mélange
GenePORTER-ADN a été incubé a température ambiante pendant 40 min puis ajouté
aux cellules a 37°C pendant 5 heures. Un volume de 100ul de RPMI 20% FCS a

ensuite été ajouté pour toute la nuit.

2.3.3. Mesure de I'activité des constructions du promoteur

L’activité de la luciférase a été déterminée avec le kit Dual Luciferase Reporter
Assay System (Promega, Madison, WT) selon le protocole du manufacturier. Ce kit
permet de mesurer l'activité de deux enzymes, la Rénilla luciferase et la Firefly
luciferase, directement dans le méme tube. L'activité des différentes constructions du
promoteur NRAMP] sera déterminée par mesure de l'activité de la Firefly luciferase
qui est codée par les plasmides pGL3. Le niveau d’expression du géne de la luciférase
est donc révélateur de l'activité transcriptionnelle du promoteur NRAMPI muté ou
non.

L'ajout de plasmide pRLTK dans chaque co-transfection a servi de contrdle
interne, permettant de normaliser les résultats entre eux et de minimiser la variabilité
entre les échantillons, due a une différence de viabilité des cellules ou d'efficacité de

transfection. L'induction de ce contrdle sera déterminée par mesure de l'expression du
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geéne de la Renilla luciferase qui est sous contrdle, dans ce plasmide, du promoteur
HSV-TK (Herpes Simplex Virus-Thymidine Kinase), actif constitutivement.

Le surnageant des cellules co-transfectées a été éliminé et 100 pl de tampon de
lyse 1X a été ajouté aux cellules pour les lyser. L'ensemble a été incubé a 4°C pendant
10 min avec agitation. Chaque lysat de cellule a ensuite été transféré dans un épendorf
et une série de congélation/décongélation ont été effectuée pour assurer la bonne lyse
des cellules. 20 pl de ce lysat ont ensuite été transférés dans des tubes adaptés au
luminomeétre. Pour mesurer 'activité du reporter de la Firefly luciferase (constructions
du promoteur NRAMPI), 50 pl de réactif luciferase II (Lar II, luciferase assay
reageant) est ajouté dans le tube pour chaque échantillon. Le signal luminescent stable
geéneré par ce réactif a été lu a ’aide d’un luminométre Lumat LB9507 (Berthold,
Australie). La réaction a ensuite été stoppée et la réaction de la Renilla luciferase a été

simultanément initiée par ajout du réactif Stop & Glo, dans le méme tube.

Les résultats obtenus ont ensuite été normalisés (Ratio (RLU Firefly)/ (RLU
Renilla)) pour obtenir un graphique présentant l'activité luciférase des constructions

du promoteur dans chaque co-transfections réalisées.

2.4. Etudes in vivo dans les cellules myéloides HL-60, du réle du site
E14 dans la régulation transcriptionnelle du géne NRAMPI

2.4.1. Constructions du promoteur NRAMPI dans le vecteur SrL

Toutes les étapes de précipitation des ligations, €électroporation, minipreps et

maxipreps ont été décrites précédemment dans la section 2.3.

2.4.1.1. Construction de type sauvage : SrL

La construction du plasmide SrL a été antérieurement décrite (Roig, Richer et

al. 2002). Le plasmide SrL est constitué du promoteur NRAMP! de type sauvage
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couplé au géne de la luciférase que I’on a intégré dans le vecteur Sro.. Le plasmide
Sra. est utilisé pour I’étude de I’expression stable de génes dans des cellules
eucaryotes. Il possede a la fois une résistance a I’ampicilline permettant une premiére
sélection positive des clones aprés transformation bactérienne et une résistance a la

puromycine favorisant une deuxiéme sélection positive aprés transfection des cellules.

2.4.1.2. Construction de type mutée : SrL E14M1

La mutation E14M1 sur le promoteur NRAMP! dans le plasmide SrL a été
réalisée par mutagenése dirigée avec les mémes amorces et dans les mémes conditions
de PCR que celles utilisées pour produire le plasmide pGL3 NRIL E14M1 (voir le
paragraphe 2.3.1.2). Les produits PCR ont été purifiés sur gel et traités avec les
enzymes de restriction BamHI et Kpn I (NEB ; Mississauga, Ontario). Les fragments
de 2598 pb obtenus aprés digestion ont ensuite été purifiés par le kit Nucléotide
Removal (Qiagen) avant d’étre ligués au fragment de 4191 pb du vecteur d’intégration
SrL digéré avec les mémes enzymes de restriction. L’insertion du promoteur dans la

bonne orientation a été vérifiée par une digestion avec Eagl (NEB) (Fig. 14).

Plusieurs colonies bactériennes résistantes a 1’ampicilline ont été choisies de
fagon aléatoire, suite 4 une transformation bactérienne. La présence du promoteur
NRAMPI muté et I'absence de toute autre mutation dans les clones sélectionnés a

ensuite été vérifiée par séquengage.
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Digestion de SrLavec Kpn I et BamH I

Mutagénése dirigée du promoteur
NRAMPI dans le plasmide SrL

RVP3

Kpn 1
N\ NRaMPI Kpnl

4191 pb

¥

Luc IR

SRL
6789 bp

svfo&

Puromycine

/ Luczferave

/i\ Luc IR2
Bam HI

Luciférase

%

Bam HI

—~

Insertion du promoteur NRAMPI
muté sur E14 dans le plasmide SrL

<«

Eag | RVP3
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luciférase

6789 bp
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Lag | Bam HI Luc IR2

Figure. 14. Clonage du vecteur SrL. E14M1
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2.4.2. Génération de transfectants stables dans les cellules HL-60

La transfection du promoteur NRAMP! de type sauvage (SrL) dans la lignée
HL-60 a été antérieurement décrite (Roig, Richer et al. 2002). Plusieurs clones stables
ont été obtenus et comparés. Un seul clone représentatif a ensuite été utilisé comme

référence, nommé HSRL-5.

Les transfectants stables mutés sur le promoteur NRAMPI (mutation E14M1)
ont été obtenus par électroporation de la lignée cellulaire HL-60 (950uF, 250V) avec
le plasmide SrL E14MIl. Les clones ont été sélectionnés avec 1.5ug/mL de

puromycine et ceux positifs pour leur capacité a produire de la luciférase.

Une extraction d'ADN a été réalisée pour les clones stables sélectionnés afin
de vérifier l'intégrit¢é du promoteur muté dans le plasmide SrL par une analyse de
I’ADN génomique des clones obtenus par amplification PCR. Le kit DNeasy blood
and tissue a €té utilisé selon le protocole du manufacturier. L'ADN élué a ensuite été
dosé par spectrophotomeétrie.

Le mélange réactionnel suivant a été utilisé pour l'amplification par PCR : 0.2
pl de dNTPs (25 mM), 0.5 pl de MgSO4 (100 mM), 2.5 ul de Tampon Taq, 1 pl
d'amorces RVP3 (sens) (5 pmol/pul), 1 ul d'amorces LuclR (antisens) (5 pmol/ul), 0.2
pl de Taq DNA polymérase 400 unités (NEB, n°: M0627S), 5 ul d'ADN (pour avoir
une concentration de 100 ng par PCR) et une quantité¢ d'eau MilliQ nécessaire pour

compléter le volume a 25 pl.

La réaction d'amplification a été réalisée comme suit :

= 95°C pour 3 min,

= 30 cycles a (95°C pour 1 min, 54°C pour 1 min 30, 72°C pour 1 min),
» 72°C pour 10min, 4°C.

Afin de s'assurer que les résultats nuls obtenus avec les clones stables mutés
E14M1 constituent une conséquence de leur mutation, nous avons aussi vérifié la
présence du gene complet de la luciférase dans deux des quatre clones, E14M1-2 et
E14M1-4. Le mélange réactionnel suivant a été utilisé : 2.5 ul de (NH4);SO4 10X
(750mM de Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 200mM de (NH4)>SO4 et 0.1% Tween 20), 2.5
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pl de MgCl, (25 mM), 0.2 ul de dNTPs (25 mM), 1 pul d'amorces LuclR (antisens), 1
pl d'amorces LucIR2 (sens), 0.3 pl de Taq DNA polymérase, 15 ul d'ADN (pour avoir
environ 300 a 400 ng d'ADN par PCR) et une quantité d'eau MilliQ nécessaire pour

compléter le volume a 25 pl.

Les réactions d'amplification ont été réalisées comme suit :

* 95°C pour 3 min,

= 30 cycles a (95°C pour 1 min, 61°C pour 1 min, 72°C pour 3 min),
= 72°C pour 10min, 4°C.

2.4.3. Mesure de I'activité des clones stables

L’activité de la luciférase a été déterminée avec le kit Luciferase Assay System
(Promega, Madison, WT) selon le protocole du manufacturier. Ce kit permet de
déterminer l'activité du promoteur NRAMP! muté dans les clones stables obtenus par

mesure de I’activité de la Firefly luciferase qui est couplée au promoteur.

Un volume de 100 pl de cellules ont été récupéré de chaque culture de clones
stables et centrifugé & 1200 rpm pendant 5 min. Le culot de cellules a ensuite été
resuspendu dans 50 pl de tampon de lyse 1X et incubé 10 min a 4°C. Une série de
congélation/décongélation a ensuite été effectuée pour assurer la bonne lyse des
cellules. Un volume de 20 pl de ce lysat a ensuite été transféré dans des tubes adaptés
au luminometre. La réaction de la Firefly luciférase a été induite par ajout de 50 pl du
réactif pour 'essai luciférase et le signal luminescent émis a été mesuré a ’aide du

luminométre.
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2.5. Etudes in vivo de la fixation des facteurs de transcription C/EBP

sur le promoteur NRAMPI

2.5.1. Préparation de la chromatine des cellules HL-60

La technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a été réalisée en
utilisant le protocole de l'équipe de recherche du laboratoire du Dr. John White
(Département de Physiologie, McIntyre, Université de Mc Gill) ainsi que le protocole
EZ ChIP (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Les cellules HL-60 ont été
stimulées ou non (ND : non différenciées) pendant 24h ou 48h avec 10*M de EB1089
(EB), un analogue de la VD. Les cellules dans chaque condition de différenciation ont
été traitées de la méme facon par la suite. Les traitements décrits ci-dessous sont

applicables pour chacune des conditions de différenciation précédentes.

Les cellules ont été réparties dans des flasques de 25 cm® contenant 1x10’
cellules dans 10 ml de milieu RPMI contenant 10% de sérum de veau feetal inactivé.
Apres les différents temps de stimulation, les cellules ont été fixées par incubation de
10 minutes a 37°C en présence de 1% de paraformaldéhyde, gouttes directement
ajoutées dans le milieu de culture (540 pl de Paraformaldéhyde 18.5% préparé frais)
(Fig. 16a). La réaction a été stoppée par une incubation de 5 minutes & température
ambiante avec 1 ml de Glycine 1.25 M. Les cellules ont été rincées deux fois avec 2
ml de PBS 1X froid, contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (5 pl par ml)
(Sigma, n°: P8340) et resuspendues dans 300 ul de tampon de lyse (1% SDS, 10mM
EDTA, 50mM Tris, pH 8.1 + 3 ul d’un cocktail d’inhibiteurs de protéase (PIC), ajouté

au dernier moment).

L’ADN a ensuite été soniqué 15 fois pendant 30 secondes a une amplitude de
4%, sur glace, avec une pause de 1 minute entre chaque coup, a I’aide d’un sonicateur,
High Intensity Ultrasonic Liquid Processors (Sonics & Materials inc.) et d'une sonde
de 3 mm (Sonics & Materials inc.) (Fig. 16b). Un prélévement de 5 pl d’ADN
soniqué a été effectué a ce stade pour une analyse sur gel d’agarose de la taille des
fragments d’ ADN. Celle-ci doit étre courte, entre 100 et 500 pb. En effet, la présence
de longs fragments d’ADN lors de I’immunoprécipitation par les anticorps pourrait

entrainer une mauvaise interprétation du résultat final. Dans ce cas, un résultat positif
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ne signifiera alors pas forcément que la protéine ciblée se fixe sur le promoteur étudié,
mais peut-étre sur un promoteur a proximité.

L’ADN soniqué a ensuite ét€ dosé par spectrométric a 260 nm et la
concentration des échantillons de chaque condition (ND, 24h et 48h de différenciation
EB) a été ajustée entre 0.6 et 0.7 pg/pl par ajout de tampon de lyse + PIC jusqu’a un
volume maximum de 500 pl par échantillon. Ce lysat d’ADN soniqué a été centrifugé
a 13 000 rpm, 10 min a 4°C, pour éliminer les débris cellulaires et le surnageant a été

récupéré.

100 ul de ce surnageant (représentant environ 2x10° cellules HL-60) ont été

utilisés pour une immunoprécipitation de la chromatine. 1l a été dilué 10 fois dans un
tampon de dilution (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2mM EDTA, 16.7mM Tris-
HCI, pHS8.1, 167mM NaCl). Le lysat a ensuite été incubé pendant 3-4 heures en
utilisant 60 pl de protéine G PLUS-Agarose (sc-2002, Santa-Cruz), 48 ul d’ADN
simple brin de sperme de hareng (Sigma, n°: D7290) et 4.5 ul de PIC (Sigma, n°:
P8340) pour diminuer la fixation non spécifique de composants du lysat aux protéines
G (protéines qui serviront a purifier les complexes anticorps/chromatine). A ce stade,
un volume de 500 pl (sur un volume total d'environ 4 ml) a été prélevé pour servir de
témoin positif, nommé « Input » et le reste a été réparti dans des épendorfs : en 1 ml

par immunoprécipitation.

2.5.2. Immunoprécipitation de la chromatine avec les anticorps anti-

C/EBP

Les complexes de chromatine ont été ensuite immunoprécipités pendant 1
heure a 4°C en rotation avec 2 pg d’anti-C/EBPJ (sc-150, Santa-Cruz, Santa Cruz,
CA), d’anti-C/EBPa. (sc-61, Santa-Cruz, Santa Cruz, CA) ou d’un contréle anti-IgG
de lapin (12-370, Upstate, Lake Placid, NY) (Fig. 16¢). Les complexes d’ADN
immunoprécipités ont ensuite été récupérés par incubation pendant 1 heure a 4°C en
rotation avec 60 pl de protéine G PLUS-Agarose préalablement incubés pendant 16h
avec 48 pl d’ADN de sperme de hareng (Fig. 16d). Ces complexes ont été lavés
successivement pendant 5 minutes a 4°C en rotation avec du tampon I, faible en sel

(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 8.1, 150mM NaCl),
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du tampon II, fort en sel (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HC],
pH 8.1, 500mM NaCl), du tampon LiCl (0.25M LiCl, 1% IGEPAL CA630, 1%
d’acide déoxycholique (sodium salt), ImM EDTA, 10mM Tris, pH 8.1), puis deux
fois avec du tampon TE (10 mM Tris-HC], ImM EDTA, pH 8.0). Aprés chaque
lavage les tubes ont été centrifugés 1 min a 1000g & 4°C excepté pour la derniére
centrifugation qui se fait 4 3000g, puis les surnageants ont été éliminés.

Les complexes de chromatine ont ensuite été élués des Protéines G-PLUS
Agarose par deux incubations de 15 minutes & température ambiante sans rotation
dans 100 pl de tampon d’élution (1% SDS, 0.1M NaHCO3), volume final élué : 200
pl. Un ajout de 8 ul de NaCl SM a été effectué dans chaque élution et 'ensemble a été
incubé a4 65°C pendant 16h pour inverser les pontages covalents ADN-protéines (Fig.
16e). Les solutions ont été digérées pendant 30 minutes 4 37°C avec 1 ul de RNaseA
(10mg/ml) (Invitrogen) puis pendant 1-2h & 45°C avec 10 pg/ul de protéinase K, 10
mM EDTA et 40 mM Tris-HCI, pH 6.5. L’ADN a ensuite été purifié en utilisant le kit
Qiagen de purification de PCR (Qiagen, Mississauga ON) selon le protocole du

manufacturier puis élué dans 50l de tampon EB.

2.5.3. Analyse des résultats du ChlP par amplification PCR

Pour rechercher la présence du promoteur NRAMP| dans les fragments d’ADN
qui ont ét¢ immunoprécipités par les anticorps anti-C/EBPa ou B, 1l d’ADN élué a
été analysé par PCR en utilisant des amorces spécifiques du promoteur NRAMPI,
désignées amorces + (Fig. 15 et 16f). Ces amorces permettent d’amplifier un fragment
de 275 pb du promoteur NRAMPI qui contient le site E14, site de fixation pour les
facteurs C/EBP.

La séquence des amorces + utilisée est :
Amorces sens : 5’-TGGGTAACCAGACCCTTC CGC-3’
Amorces antisens : 5’-CCTTGTCACCTGTCATTGAAATG-3’

L’amplification par PCR de I’ADN élué a été réalisée dans un volume
réactionnel final de 20 pl contenant : 2 ul de MgCl, (25mM), 0.16 ul de dNTPs
(25mM), 1.6 pl d'amorces + ou — (5 pmol/pl). Pour chaque réaction de PCR seulement
1 pl d'ADN é€lué a été utilisé.
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La réaction d'amplification a été réalisée comme suit :

* 94°C pour 3 min,

= Ajout sur glace de 2,24 pl d'un mélange contenant 0.24 pl d' ADN polymérase 400
unités (NEB, n°: M0627S) et de 2 pl de (NH4)>SO,4 10X,

* 11 cycles a (94°C pour 1min, 62.4°C pour 45s, 72°C pour 25s),

= 21 cycles a (94°C pour Imin, 60°C pour 45s, 72°C pour 25s),

= 72°C pour 10 min, 4°C.

Les produits de PCR ont été analysés sur un gel & 2% d’agarose et visualisés

par une coloration au bromure d’éthidium (Fig. 16g).

2.5.4. Contréles utilisés pour le ChIP

La technique utilisée dans cette expérience est trés délicate et nécessite dans sa
mise en ceuvre plusieurs points de contrdle de fagon & obtenir des conditions optimales
d’immunoprécipitation et de fragmentation de ’ADN. Le choix des amorces pour
I’amplification PCR finale est aussi trés important. Le strict respect de ces conditions

expérimentales constitue un préalable a la validation du résultat final observé.

2.5.4.1. Contréle du fonctionnement des amorces

Pour vérifier le bon fonctionnement des amorces utilisées et pour contrdler la
présence d’ADN avant d’effectuer I’immunoprécipitation avec les anticorps, nous
avons réalisé une amplification PCR sur I’ADN isolé dans chaque condition avec les
amorces + et - (témoin désigné Input) dans les mémes conditions de PCR que celles
décrites au paragraphe 2.5.3. Le témoin "Input" a été dilué pour obtenir une

concentration de 30 ng/pl avant d'étre utilisé pour I'amplification par PCR.

2.5.4.2. Controle de la taille de PADN immunoprécipité

Pour vérifier que I’attachement des facteurs C/EBP a bien lieu sur le promoteur

NRAMPI et non sur un promoteur a proximité du géne NRAMPI, nous avons réalisé
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une amplification PCR de I’exon 3 du géne NRAMPI qui se trouve 4 1839 pb de
I’ATG du promoteur (Fig. 15). La PCR a été réalisée avec des amorces spécifiques

(amorces -) qui amplifient un fragment de 216 pb couvrant l'exon 3.

I Site E14/C/EBP

Promoteur NRAMPI | +1 Exonl Exon2 Exon3

— — ([T {—10 - -

» 1 . i

i 1839 pb

275 pb 216 pb

> < > <
F R F R
Amorce + Amorce -

Figure 15. Représentation générale des amplifications par PCR réalisées

dans le ChIP C/EBP/ NRAMPI.

Cependant, le contrdle de I’amplification de I’ADN immunoprécipité par les
amorces -, ne permet pas a lui seul d’éliminer I’hypothése que I’attachement des
facteurs C/EBP n’a pas lieu sur un promoteur 2 distance de NRAMPI. Pour écarter
définitivement cette hypothése, nous avons vérifié la taille des fragments d’ADN
obtenus aprés sonication, par migration de ces échantillons d’ADN sur un gel
d’€lectrophorése. La taille des fragments d’ADN immunoprécipités par les anticorps

doit se situer en général entre 100 et 500 pb.
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Figure 16. Principe de 'immunoprécipitation de la chromatine.

(Explications dans le paragraphe 2.7)
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Tableau 2. Oligonucléotides ou amorces utilisés en retard sur gel ou en PCR.

El14 5’- tga acc gaa tgt tga tgt aag agg cag ggc .-3’
Elam1 |- ~ t9@ acc gaa cta get tgt aag agg cag ggc -3’
E14M2 5'- tga acc gaa tgt tga cag teca agg cag ggc -3’
E14M3 5’- tga acc gaa tgt tga tgt aag cta gtc ggc -3/
El4M1A | > =~ t92 acc gaa cta tga tgt aag agg cag ggc -3’
Elamig | > ~ t9@ acc gaa cta get tgt aag agg cag ggc -3’
EldM2A | > ~ t92 acc gaa cta tga cag aag agg cag ggc -3
Elamap |2~ £92 acc gaa cta tga tgt tea agg cag ggc -3
El4MIM |-~ t923 3cc gaa cta tga tgt aag gta cag ggc -3

Elo |5~ cac agg gca ggc tgg gag g9y aac aaa ggt -3
E10MO0 5'- cac agg gca cta gca gag ggg aac aaa ggt -3’
RVP3 5’- cta gca aaa tag gct gtc cc -3
LuciR 5’- ctc tcc age ggt tcec atc ttec -3
LuclR2 | 5’- cca cac ctc ccc ctg aac ct -3’
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Chapitre 3

Resultats
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3.1. Caractérisation in vitro de Pattachement des facteurs C/EBP et

Sp1 dans la région basale du promoteur NRAMPI

3.1.1._Analyse de Pattachement in vitro des facteurs C/EBP sur le site E14

Nous savons que le site E14 est fixé in vitro par un facteur de transcription et
que cette liaison est spécifique puisque le retard sur gel de 'ODNdb E14* est déplacé
par compétition avec des ODNdb E14. Parmi les trois ODNdb mutés sur 6 bases,
E14M3 est celui qui compétitionne le plus avec la sonde E14* (Fig. 17B). Or,
contrairement aux mutations E14M1 et E14M2, la mutation E14M3 ne recouvre pas le
site prédit de fixation des facteurs C/EBP (Friedman 2002) (Fig. 17A).

Par conséquent, afin de déterminer I’identité des facteurs de transcription qui
se fixent sur le site E14 et démontrer qu’il s’agit des facteurs C/EBP, une expérience
de retard sur gel a été réalisée. La sonde E14* a été mise en compétition avec un excés
d’ODNdb non marqués, ou possédant une séquence mutée ou non correspondant au
site consensus d’attachement des facteurs C/EBP (C/EBP, C/EBPmt). Nous avons
ainsi pu vérifier I’affinité du facteur C/EBP potentiel envers le site E14.

De méme, les facteurs CDP semblent avoir une influence sur l'activité
transcriptionnelle du promoteur NRAMPI puisque des co-transfections transitoires
avec le facteur CDP p110, qui a perdu son domaine d'inhibition, augmentent la
transcription du géne NRAMPI (Fig. 10). Par conséquent, comme ces facteurs se
fixent a PADN sur des motifs "5’-CCAAT-3"" (Friedman 2002), compétitionnant
ainsi avec d’autres facteurs comme les C/EBP, nous avons aussi testé leur fixation sur
le site E14. Pour cela, les sondes E14* ont aussi été mises en compétition avec un
excés d’ODNdb non marqués, possédant une séquence mutée ou non correspondant au

site d’attachement des facteurs CDP (CDP, CDPmt).

L’expérience montre que les ODNdb C/EBP compétionnent fortement avec les
sondes E14* puisque celles-ci, n’étant plus fixées par les facteurs C/EBP, migrent au
bas du gel. Par contre, aucune compétition n’a lieu avec les ODNdb C/EBP mutés
puisque 1’on observe a nouveau un retard de migration de la sonde E14* sur le gel

(Fig. 17B).
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Par contre, aucune compétition n'est observée entre la sonde E14* et les
ODNdb CDPWT ou CDPMT en excés, ce qui signifie que le facteur CDP ne se fixe
pas sur le promoteur NRAMP! au niveau du site E14 (Fig. 17B).

Le site E14 peut donc étre fixé in vitro par les facteurs de transcription C/EBP.

Des retards de migration de la sonde E14*, moins importants que celui observé
avec les facteurs C/EBP, peuvent étre visibles sur le gel. Ces retards de migration
pourraient représenter des interactions spécifiques du site E14 avec une ou plusieurs
protéines nucléaires, autres que les facteurs C/EBP. Cependant, l'analyse de ces

interactions n'a pas été entreprise dans cette étude.
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Région basale

LA R L]
C/EBP
R14 TGA ACC GAA TGT TGA TGT AAG AGG CAG GGC
E1l4M1 - - - CTAGET - - - - -
Bl4M2 - - - - - CAG TCA - - -
E14M3 - - - - - - - CTAGTC -
Site prédit de fixalion des facleurs C/EBP: TTN NGN  AAT
(Friedman, 2002) e e

El4 El4M1 E14M2 E14M3 C/EBP C/EBPmt CDP CDP mt

Compétiteurs

Extraits nucléaires - + + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+
Sonde E14* + 0+ + + o+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
CIEBPS[
s = i i L.
Sonde E14* L-ﬂ‘ )4 : HN'HL"
retardée
™ | weeseese
Ll I T ———
Sonde E14* |.
_ libre I: .

Figure 17. Analyse de ’attachement in vitro des facteurs C/EBP sur le site E14.

(A) Mutations de 6 bases sur le site E14 au niveau de la séquence consensus de liaison des
facteurs C/EBP (bases surlignées) (B) EMSA utilisant un oligonucléotide double brin, radio
marqué, centré sur ’élément cis E14 (E14%) et des extraits nucléaires provenant de cellules
HL-60 traitées avec du KH et de I'[FNY. Un excés d’ODNdb non marqués, de type sauvage
(E14) ou muté (E14M1 i 3), ou des oligos appéts de type sauvage ou muté (C/EBP, C/EBP

mt, CDP ou CDPmt) sont utilisés en compétition pour caractériser les bandes spécifiques.
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3.1.2. Identification des isoformes de la famille C/EBP se fixant in vitro sur

le site E14

La famille C/EBP comprend plusieurs isoformes (C/EBPa., 8 (ou NF-IL-6), v,
d, € et CHOP/GADDI153) qui sont exprimés & des stades de différenciation cellulaire
différents. Lors de la différenciation des progéniteurs myéloides en
monocytes/macrophages, ce sont les isoformes C/EBPa et 3 qui sont le plus exprimés
dans la cellule (Valledor, Borras et al. 1998). Les facteurs C/EBPa, B et £ ont été
testés en co-transfections transitoires avec le promoteur NRAMPI dans les cellules
non myéloides 293T. Les résultats montrent que ces 3 membres de la famille C/EBP

peuvent activer le promoteur basal du géne NRAMP] (Fig. 10).

Nous avons donc testé 1’attachement in vitro des deux isoformes C/EBPa et B
sur le site E14 par la technique de super retard sur gel. Cette technique permet, par
I’ajout d’anticorps spécifiques, de confirmer I’identité des protéines dans le complexe
retardé sur gel. Nous avons donc mis la sonde E14* en présence d’extraits nucléaires
provenant de cellules HL-60 traitées avec du KH et de I’'I[FN-y et en présence
d’anticorps anti-C/EBPa et B et en utilisant comme témoin un anticorps anti-IgG de
lapin (Fig. 18A).

Premiérement, les résultats nous permettent de confirmer I’hypothése que les
facteurs C/EBP se fixent in vitro sur le site E14 puisqu’on observe un super retard sur
le gel de la sonde E14* en présence de ces deux anticorps anti-C/EBP.
Deuxiémement, on peut remarquer une plus forte intensité de la bande retardée avec
I’anticorps anti-C/EBPB qu’avec I’anticorps anti-C/EBPa, indépendamment de la
quantité d’anticorps utilisée.

Le géne NRAMP] s’exprime aussi dans les granulocytes (Cellier, Govoni et al.
1994). Nous avons donc testé 1’attachement de ces isoformes sur le site E14 en
utilisant des extraits nucléaires provenant de cellules HL-60 traitées avec du DMSO,
permettant de différencier ces progéniteurs myéloides en granulocytes. On peut
observer sur le gel, que le retard de migration le plus important de la sonde E14* est

engendré encore une fois par I'anticorps anti-C/EBP (Fig. 18B).

Le site E14 de la région basale du promoteur NRAMPI peut donc étre fixé in
vitro par les facteurs C/EBPJ et .
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Figure 18. Identification des facteurs se fixant sur le site E14.

Super retard sur gel utilisant un oligonucléotide double brin, radio marqué, centré sur
I'élément cis E14 (E14*) et des extraits nucléaires provenant de cellules HL-60 traitées avec
du KH et de I'IFNY (A4) ou avec du DMSO (B) et en présence d’anticorps anti-C/EBPo et B et

en utilisant comme contréle un anticorps anti-IgG de lapin.
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3.1.3. Définition du site d’attachement des facteurs C/EBP sur le site E14

Du fait qu'une mutation de 6 bases est peu précise, nous avons créé des
ODNdb mutés sur 3 bases au lieu de 6, E14M1A, E14M1B, E14M2A, E14M2B et
E14M1M. Afin d'étudier les points de contacts possibles entre E14 et les facteurs
C/EBP, les mutations sur ces ODNdb entourent encore une fois le site consensus
d’attachement des facteurs C/EBP mais ciblent plus précisément les bases qui
pourraient étre nécessaires a cette intéraction. Seul I’ODNdb muté E14M1M posséde

des mutations en dehors de ce site consensus prédit (Fig. 19A).

Nous avons mis les sondes E14* en compétition avec ces ODNdb mutés sur 3
bases. On observe sur le gel que les ODNdb mutés qui compétionnent le moins sont
E14M1B, E14M2A et E14M2B, ce qui signifie que les facteurs C/EBP ne pouvant
pas se fixer sur ces ODNdDb a cause de leurs mutations, se sont fixés sur la sonde E14*

(Fig. 19B).

Les bases qui semblent donc étre nécessaires a I’attachement des facteurs
C/EBP sur le site E14 (bases en gras) correspondent parfaitement aux bases prédites
pour le site consensus d’attachement de ces facteurs (bases soulignées) (Friedman
2002) :

Site E14 : 5°- TGA ACC GAA TGT TGA TGT AAG AGG CAG GGC - 3°.

Des mutations de 2 bases ont aussi été réalisées sur le site E14, cependant, des
difficultés liées a la différenciation des cellules HL-60 et & l'obtention de bons extraits
nucléaires n'ont pas permis de reproduire une figure de bonne qualité. Tout de méme,
I'ODNdb qui semblait compétitionner le moins avec la sonde E14* recouvrait encore

une fois le site consensus des facteurs C/EBP (Résultats non présentés).
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A Région basale

El4 TGA ACC GAA TGT TGA TGT AAG AGG CAG GGC

El4M1 - - - CTA GCT - £ - - -
E14M1A - - - CTA - - - - - -
E14M1B - - - - GCT = - - - -
E14M2A - - - - - CAG - - - -
E14M2B - - - - . - TCA - - -
E14M1M - - - - o s - CTA - -

Sile prédit de fixalion des facleurs C/EBP: TTN NGN AAT
(Friedman, 2002) (] €]

E14M1_ E14MIA _ E14MIB_ E14M2A_ E14M2B . E14MIM
Compétiteurs : ‘ ‘ ‘ ‘ A A A
Extraits nucléaires -
Sonde El4* + + + + + + + + + + + + + + +

C/EBPs

Sonde E14*
retardée

.Sonde [ T U T S| S Y

E14* libre

Figure 19. Caractérisation des bases nécessaires a ’attachement des facteurs
C/EBP sur le site E14.

(A) Mutations de 3 bases réalisées sur le site E14 du promoteur NRAMP] au niveau de la
séquence consensus de fixation des facteurs C/EBP (bases surlignées). (B) EMSA utilisant un
ODNdb, radio marqué, centré sur 1'élément cis E14 (E14*) et des extraits nucléaires
provenant de cellules HL-60 traitées avec du KH et de I'IFNy. Un excés d’ODNdb non
marqués, de type sauvage (E14) ou muté (E14M1 et EI4MIA 3 M) a été utilisé en

compétition pour délimiter les points de contacts possibles entre 'ADN et les protéines.
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3.1.4. Définition du site d’attachement du facteur Sp1 sur le site E10

Dans la région myéloide du promoteur NRAMPI, il a été démontré que le site
E10 est fixé in vitro par le facteur Spl. En effet, un excés d'ODNdb possédant un site
consensus pour Spl est suffisant pour déplacer le facteur lié 38 E10 et supprimer le
retard sur gel. L'intéraction du site E10 avec le facteur Spl a aussi été confirmé in
vitro par super retard su gel puisque que ce complexe est déplacé par un anticorps
anti-Sp1 (Richer E., Thése de doctorat, 2005). Le site E10 est requis pour l'activation
de I'expression du géne NRAMPI lors de la différenciation myéloide mais n'est pas
nécessaire a l'expression basale de ce géne dans les cellules myéloides ou non. En
effet, une mutation de 6 bases sur le site E10 du promoteur NRAMP1 (E10MO0) n'a que
peu d'effet dans les cellules non myéloides 293T alors que des transfectants stables
HL-60 portant cette mutation E10MO montrent une perte de 1’activation du promoteur
NRAMPI lors de leur différenciation myéloide vers les voies monocytaires induites

par la VD ou granulocytaires induites par le DMSO (Fig. 9A et B).

La définition in vitro du site d'attachement du facteur Sp1 sur le site E10 était
aussi un objectif de mon projet. Par conséquent, afin d'étudier les bases essentielles a
I'intéraction entre E10 et le facteur Spl, des mutations recouvant le site EIOMO et les
bases GC adjacentes ont été réalisées, puisque nous savons que le facteur de
transcription Sp1 se fixe et agit via ces boites GC (Suske 1999). Nous avons donc créé
des ODNdb mutés sur 3 bases au lieu de 6, E1I0MO0A, E10M0B, E1I0M0C, E10M0D,
E10M2A, E10M2B et E1I0M3A (Fig. 20A).

La liaison spécifique du facteur Spl est confirmée par la compétition de la
sonde E10* avec 'ODNdb E10 en excés et par I’absence de compétition résultant de
la mutation E1I0MO. Nous avons mis les sondes E10* en compétition avec les ODNdb
mutés sur 3 bases. On observe sur le gel que les ODNdb mutés qui compétionnent le
moins sont EI0MOC, E1I0MOD et E10M2A. La liaison du facteur Spl sur ces 3

ODNdb a été empéchée par les mutations de 3 bases réalisées sur ceux-ci (Fig. 20B).

Les bases qui semblent donc étre nécessaires a 1’attachement du facteur Spl
sur le site E10 (bases en gras) recouvrent des éléments riches en GC, ce qui confirme
et précise le site d'attachement du facteur Sp1:

Site E10: 5’- CAC AGG GCA GGC TGG GAG GGG AAC AAA GGT -3".
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A Région myéloide E10

= =

El0 CAC AGG GCA GGC TGG GAG GGG AAC AAA GGT
E10MO0 - - - CTA GCA - - - - -
E10MOA - - TCAa - el . . .
E10MOB - - - ¢ - - - - - -
E10MOC - - - - flGER— - - % -
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Figure 20. Caractérisation des bases nécessaires a I’attachement des facteurs Sp1

sur le site E10.

(A) Mutations de 3 bases réalisées sur le site E10 du promoteur NRAMP/] au niveau de la
séquence consensus pour les facteurs Spl (bases surlignées). (B) EMSA utilisant un ODNdb,
radio marqué, centré sur I’élément cis E10 (E10*) et des extraits nucléaires provenant de
cellules HL-60 traitées avec du KH et de I'IFNY. Un exces d’ODNdb non marqués, de type
sauvage (E10) ou muté (E1IOMO et EIOMOA a E10M3) sont utilisés en compétition pour

délimiter les points de contacts possibles entre I'ADN et les protéines.
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3.2. Role du site E14 dans la régulation transcriptionnelle du
promoteur NRAMPI

Les facteurs C/EBP ont un réle essentiel dans la régulation de I’expression de
genes myéloides (Rosmarin, Yang et al. 2005) et nous avons confirmé in vitro la
fixation des facteurs nucléaires C/EBPa et B dans les cellules HL-60 différenciées sur
le site E14 de la région basale du promoteur NRAMPI. Par conséquent, il est
nécessaire de déterminer si le site E14 est un élément cis-activateur essentiel pour la

régulation transcriptionnelle du géne NRAMPI.

3.2.1. Effet de la mutation E14M1 dans les cellules non myéloides

Dans un premier temps, nous avons étudié I’effet de la mutation E14M1 sur la
régulation transcriptionnelle du géne NRAMP! dans des cellules non myéloides, les
cellules 293T de rein embryonnaire humain. Bien que le géne NRAMPI ne s’exprime
que dans les cellules myéloides, nous avons tout d’abord analysé cette mutation dans

les cellules 293T pour deux raisons.

Premicrement, les cellules HL-60, utilisées comme modéle myéloide, sont trés
difficiles a transfecter de fagon transitoire ou stable. Deuxiémement, il a été démontré
que la région gouvernant la transcription basale du géne NRAMPI (de -263 a +1pb)
est active indépendamment du type cellulaire testé et de la présence ou non
d’inducteurs (Roig, Richer et al. 2002). C’est pourquoi, il était plus pratique dans un
premier temps d’étudier les impacts de la mutation E14M1 sur I’activité du promoteur
NRAMPI dans les cellules 293T. Troisiemement, bien que le site E10 soit requis pour
l'activation de 'expression du géne NRAMPI lors de la différenciation myéloide, il
n'est pas nécessaire a l'expression basale de ce géne dans les cellules myéloides ou

non (Fig. 9A).

Nous voulions donc déterminer si le site E14 était requis pour l'activité

transcriptionnelle basale du géne NRAMPI.
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A partir des analyses in vitro de I’effet des mutations sur le site E14, nous
avions observé que parmi les 3 mutations de 6 bases E14M1, E14M2 et E14M3,
c’était la mutation E14M1 qui inhibait le moins I’attachement des facteurs C/EBP sur
ce site (Fig. 17). Nous avons donc reproduit la mutation E14M1 sur le promoteur
NRAMPI par mutagenése dirigée et nous I'avons cloné dans un vecteur d'expression.
Des co-transfections transitoires de ces constructions du promoteur NRAMPI, de type
sauvage (pGL3 NRIL) ou mutées sur le site E14 (pGL3 NRIL E14M1) ont été
effectuées dans les cellules 293T avec des plasmides exprimant les facteurs de

transcription C/EBPa ou Sp1 ou les deux ensemble.

Alors que la mutation EIOMO n’a pas d’effet significatif sur I’expression du
géne NRAMPI dans la lignée 293T, hormis dans les cellules co-transfectées avec le
facteur Spl, la mutation E14M1, par contre, a démontré un impact majeur sur
Pactivité transcriptionnelle basale du géne. En effet, la mutation E14M1 abolit
complétement I’expression du gene NRAMPI, méme lorsque le vecteur pGL3 NRIL
E14M1 est co-transfecté avec les facteurs Spl et C/EBPa, qui pourtant, activent

fortement la transcription du géne NRAMPI de type sauvage (Fig. 21).

Les résultats nous indiquent donc, d’une part, que le site E14 dans la région
proximale du géne NRAMP] est essentiel & I’expression basale de ce géne dans les
cellules non myéloides. D’autre part, que ’effet majeur de la mutation E14M1 sur
I’expression du géne NRAMP] pourrait étre dii au fait que cette mutation empéche la

fixation des facteurs C/EBP sur le site E14.

Le site E14 est donc indispensable a I’expression du promoteur NRAMP! dans
les cellules non myéloides transfectées transitoirement. Nous avons donc vérifié
ensuite si la mutation E14M1 avait un effet aussi majeur dans les cellules myéloides

HL-60, ou le géne NRAMP] est spécifiquement exprimé.
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Figure 21. Effet de la mutation E14M1 sur la réulation transcriptionnelle du

promoteur NRAMPI dans les cellules non myéloides 293T.

Co-transfections transitoires de cellules 293T avec 3 constructions du promoteur (type
sauvage-NR 1L, muté-NR1L E10MO (muté sur le site E10), ou muté-NRI1L E14M1 (muté sur

le site E14) et des plasmides exprimant les facteurs de transcription Sp1 et C/EBPa.
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3.2.2. Effet de la mutation E14M1 dans les cellules myéloides

Il est important de confirmer le réle crucial du site E14 dans un contexte
my¢éloide étant donné que le géne NRAMPI se trouve spécifiquement régulé dans ce
type de cellule (Cellier, Govoni et al. 1994). Pour cela, nous avons réalisé des
transfections stables du promoteur NRAMPI muté sur le site E14 dans les cellules

myéloides HL-60.

Parmi les clones stables mutés obtenus, nous en avons choisi 4, SrL E14M1-1
a 4. Pour déterminer limpact de la mutation E14M1 sur I’expression du géne
NRAMPI dans les cellules myéloides, I’induction de la luciférase avec 4 clones a été

déterminée.

L’activité transcriptionnelle basale du promoteur NRAMP! dans les cellules
myéloides a été déterminée grace au clone HSRL-5 provenant de la transfection stable
des cellules HL-60 avec le plasmide SrL (vecteur qui contient le promoteur NRAMPI
de type sauvage) (Roig, Richer et al. 2002).

Alors que le clone HSRL-5 génére une activité basale du géne NRAMP! dans
les cellules HL-60, aucune expression de ce géne n’a été détectée dans les 4 clones

mutés sélectionnés (SrL E14M1-1 a 4) (Fig. 22A).

La présence du promoteur NRAMPI a été vérifiée par analyse de I’ADN
génomique de ces clones par amplification PCR d’un fragment de 817 pb avec les
amorces Rvp3 et LucIR (Fig. 22B 2). L’amplification de ce fragment a été observée
dans les deux clones E14M1-2 et E14M1-4, comme pour la PCR contrdle sur le

plasmide SrL qui contient le promoteur de type sauvage.

De méme, la présence du géne complet de la luciférase a été vérifiée par
amplification PCR d’un fragment de 1815 pb avec les amorces LucIR et LucIR2,
comme observé avec la PCR contrdle du plasmide SrL (Fig. 22B 1). Le géne de la

luciférase a été amplifié dans les deux clones.
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L’intégration de la construction comprenant le promoteur NRAMPI couplé 4 la
luciférase dans les cellules HL-60 a donc été réussie pour les clones E14M1-2 et
E14M1-4. L’absence d’activit¢ de la luciférase dans ces deux clones est par
conséquent directement liée & la mutation sur le site E14. Cependant, les cellules HL-
60 sont des cellules myéloides immatures et le géne NRAMPI s’exprime dans ces
cellules que lorsque celles-ci entament leur différenciation myéloide en
monocytes/macrophages ou en granulocytes. Jusqu’a présent les expériences réalisées
ont démontré un effet de la mutation E14M1 sur Pactivité transcriptionnelle basale du
gene NRAMPI. 11 convient maintenant de déterminer I’importance du site E14 lors de
activation transcriptionnelle du géne NRAMPI au cours de la différenciation

my¢éloide, stade ou le géne s’exprime fortement.
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Figure 22. Effet de la mutation E14M1 sur ’expression du géne NRAMPI dans

les cellules myéloides HL-60.

(A) Des clones HL-60 obtenus par transfection stable avec les constructions du promoteur de

type sauvage (HSRL-5) ou muté sur le site E14 (E14M1 clones 1 a 4) ont éé utilisés pour

mesurer I’activité du promoteur (en RLUs) dans des cellules myéloides non traitées. (B)

Analyse par électrophorése de la PCR réalisée pour vérifier la présence, (1) du géne complet

de la luciférase et (2) du promoteur NRAMPI muté, dans les clones stables E14M1-2 et 4.
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3.2.3. Effet de la mutation E14M1 au cours de la différentiation myéloide
des cellules HL-60

Afin de confirmer les conséquences de la mutation E14M1 sur I’expression du
géne NRAMPI au cours de la différenciation myéloide des cellules HL-60, nous avons
induit une différenciation myéloide des clones stables mutés obtenus en les traitant
pendant 4 jours avec du KH, un analogue de la VD, ou du DMSO. Seul les deux
clones E14M1-2 et E14M1-4 ont été testés en différenciation puisque la présence du
promoteur NRAMPI couplé a la luciférase a été vérifiée dans ces clones et qu'ils

doivent correspondre a des points d'intégration différents dans le génome.

La différenciation du clone stable HSRL-5, qui contient le promoteur de type
sauvage, nous a permis de reproduire I’effet majeur des deux agents différenciateurs
sur I’expression du géne NRAMPI (Roig, Richer et al. 2002). En effet, alors que ce
géne montre une activité transcriptionnelle basale dans le clone HSRL-5 non traité,
cette activité est par contre trés fortement augmentée aprés différenciation de ce clone
en monocytes/macrophages avec le KH (activité multipliée par 10) et en granulocyte

avec le DMSO (activité multipliée par 100) (Fig. 23).

Cette forte induction de I’expression du géne NRAMPI remarquée avec le
clone stable HSRL-5 lors de sa différenciation myéloide, n’est cependant pas observée
avec les clones stables mutés E14M1-2 et E14M1-4 qui ont pourtant été différenciés

avec les méme composés.

La mutation E14M1 entraine donc des conséquences majeures sur I’expression
du promoteur NRAMPI dans tous les types cellulaires testés (non myéloides,
myéloides). Ces conséquences sont également observables au cours de la
différenciation des cellules myéloides. Le site E14 dans la région proximale du
promoteur NRAMP]I est par conséquent un élément essentiel permettant I'induction de
ce promoteur et une activité basale est nécessaire pour l'expression myéloide de ce

gene.
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Nous avons donc démontré, in vitro, la fixation des facteurs C/EBPa et B sur
le site E14 du promoteur NRAMP] et, in vivo, le rdle de ces facteurs dans I'activation
transcriptionnelle de ce geéne, de méme que l'importance du site E14 dans cette
activation basale. Cependant, ces résultats ont été obtenus a la suite de transfections
transitoires ou stables, en utilisant des cellules qui ont ét€ modifiées volontairement. I
est donc essentiel de confirmer ces résultats dans un contexte cellulaire normal, c'est-
a-dire de démontrer que les facteurs C/EBPa et B se fixent bien sur le promoteur

NRAMP] endogene.
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Figure 23. Effet de 1a mutation E14M1 sur I’expression du géne NRAMPI au

cours de la différenciation myéloide des cellules HL-60.

Des clones HL-60 obtenus par transfection stable avec les constructions du promoteur de type
sauvage (HSRL-5) ou muté sur le site E14 (E14M1-2 et E14M1-4) ont été utilisés pour
mesurer I’activité du promoteur (en RLUs) dans des cellules myéloides HL-60 traitées

pendant 4 jours avec du KH ou du DMSO.
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3.3. Caractérisation in vivo de I’attachement des facteurs C/EBPa et

B sur le promoteur NRAMPI endogéne dans les cellules myéloides

Les facteurs C/EBPa et 3 semblent avoir un réle activateur dans la régﬁlation
transcriptionnelle du géne NRAMPI en se fixant, in vitro, sur le site El4.
L'attachement de ces deux facteurs sur le promoteur NRAMP! doit maintenant étre
confirmée in vivo dans les cellules myéloides puisque le géne NRAMPI s’exprime
uniquement dans ce type de cellule (Cellier, Govoni et al. 1994). La technique
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) peut nous confirmer les résultats
observés in vitro. Cette technique fournit une idée précise de I’activité d’attachement
d’une protéine sur I’ADN a un stade déterminé de la différenciation cellulaire. Elle
permet ainsi de mieux comprendre le role d’un facteur donné dans la régulation

transcriptionnelle d’un géne.

Pour vérifier que les facteurs de transcription C/EBPa et B se fixent sur le
promoteur NRAMPI endogéne et déterminer & quel moment de la différenciation

myéloide cette intéraction a lieu, nous avons réalisé des ChIP dans les cellules HL-60.

Pour déterminer la cinétique de fixation des facteurs C/EBPa et B sur le
promoteur NRAMPI au cours de la différenciation myéloide, des ChIP sur les cellules
HL-60 ont été réalisés a des temps précis de la différenciation : au début (cellule non
différenciées « ND »), & 24h et 4 48h. Pour cela, nous avons traité ou non les cellules
HL-60 avec du EB 1089, un analogue de la VD, pendant 24h et 48h. Des ChIP dans
les premiers jours de la différenciation ont été effectués de fagon a déterminer si les
facteurs C/EBP interviennent dans les étapes précoces de la régulation du géne
NRAMPI1, I’ ARNm du géne NRAMP1 étant détecté aprés 24h de différenciation par le
EB 1089 (Roig, Richer et al. 2002).

Les résultats obtenus nous permettent, tout d'abord, de confirmer que le
promoteur proximal NRAMPI endogéne peut fixer les facteurs C/EBPa et .

Dans les cellules HL-60 non différenciées (ND), le promoteur NRAMPI
semble étre fixé par les facteurs C/EBPa mais pas ou trés faiblement par 1’isoforme

C/EBPB (Fig. 24A).
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Par contre I’induction de la différenciation myéloide par le EB 1089, modifie
I’attachement de ces facteurs sur le promoteur NRAMPI. En effet, le facteur C/EBPa
ne se fixe plus aprés 24h de différenciation alors que le facteur C/EBPP commence a
s’attacher au promoteur et I’intensité de cette liaison augmente trés fortement au cours

de la maturation des cellules HL-60 en monocytes/macrophages.

Pour vérifier que I’attachement des facteurs C/EBP a bien lieu sur le promoteur
NRAMPI et non sur un promoteur & proximité du géne NRAMPI, nous avons réalisé
une amplification PCR de I’exon 3 du géne NRAMPI qui se trouve a 1839 pb de
I’ATG du promoteur. La PCR a été réalisée avec des amorces spécifiques (amorces -)
qui amplifient un fragment de 216 pb dans cet exon. Aucune amplification de I’ADN
immunoprécipité par les anticorps anti-C/EBP dans les 3 conditions n’a été observée
avec les amorces — (Fig. 24A). Cette absence d’amplification signifie donc que la
liaison des C/EBP a bien lieu sur le promoteur NRAMP] et non sur un autre
promoteur a proximiteé.

Nous avons aussi vérifié la taille des fragments d’ADN obtenus avant et aprés
sonication (Fig. 24B 1 et 2). Nous avons confirmé que la taille des fragments d’ADN
qui ont été immunoprécipités par les anticorps anti-C/EBP, se situait entre 100 et 500
pb. Les résultats positifs observés signifient donc que I’intéraction des facteurs C/EBP

a bien lieu sur le promoteur NRAMP].

Pour vérifier que la dynamique de fixation des facteurs C/EBP sur le
promoteur NRAMP] a bien lieu au cours de la différenciation myéloide des cellules
HL-60, nous avons examiné I’expression du récepteur CD14, marqueur de la
différenciation myéloide des cellules HL-60 (Li, Wang et al. 2002). On peut observer
que ce marqueur, qui n’est pas exprimé dans les cellules HL-60 non différenciées, est
présent apres 48h de traitement avec le EB 1089 (Fig. 24C). Le traitement des cellules
HL-60 avec I’agent différenciateur EB 1089 a donc permis a ces cellules d’entamer
leur maturation en monocytes/macrophages. Plusieurs controles négatifs ont été
utilisés pour déceler tout signal non spécifique dans ces échantillons de cytométrie

(témoin isotypique, contrdle cellules seules ou FITC seul) (Fig. 24C).

Nous pouvons de cette fagon confirmer que !’intéraction des facteurs C/EBP

avec le promoteur NRAMP] a bien lieu au cours de la différenciation myéloide.
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Le promoteur NRAMP] endogéne est donc régulé par certains isoformes de la
famille des C/EBP au cours de la différenciation myéloide. L’intéraction de ces
facteurs avec le promoteur parait spécifique d’un stade de maturation donné des
cellules HL-60. En effet, la liaison des facteurs C/EBPa sur le promoteur NRAMPI ne
semble avoir lieu que dans les cellules immatures alors que l’intéraction avec les
C/EBPB ne commence et ne persiste que lors de la différenciation myéloide des

cellules HL-60.

La maniére dont le changement de fixation du facteur C/EBPa. par l'isoforme
C/EBPJ sur le promoteur NRAMPI gouvernerait l'induction transcriptionnelle de
celui-ci reste pour l'instant inconnue. La collaboration des C/EBP avec d'autres

facteurs, comme Spl, pourrait en étre la cause.
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Figure 24. Caractérisation de I’attachement des facteurs C/EBPo. et B sur le
promoteur NRAMPI endogéne au cours de la différenciation myéloide des

cellules HL-60.

(A) Immunoprécipitation de la chromatine du promoteur NRAMP] dans les cellules HL-60
différenciées ou non (ND) avec du EB 1089 pendant 24h ou 48h, avec les anticorps anti-
C/EBPP et o. La région 1 qui comprend la région basale du promoteur NRAMPI a été
amplifiée grice aux amorces + et la région 2 qui comprend 'exon 3 a éé amplifiée par les
amorces -. (B) Analyse par migration sur gel de I’ADN non soniqué (1) ou soniqué (2) pour
chaque condition de différenciation. (C) Expression du marqueur de différenciation CD14

dans les cellules HL-60 traitées ou non avec du EB pendant 48h.
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Le gene NRAMPI humain est exprimé seulement dans les phagocytes matures.
Sa protéine est localisée dans la membrane de vacuoles cytoplasmiques de phagocytes
au repos et suite a une phagocytose la protéine est recrutée au phagosome naissant. La
protéine NRAMPI1 contribue & la résistance de 1’hote contre les pathogénes
intracellulaires (Govoni et Gros 1998). Cependant, des polymorphismes des régions
en 5’ et 3’ du géne pourraient prédisposer a une sensibilité pour des maladies dans
certaines régions endémiques (Blackwell, Barton et al. 1995; Soborg, Andersen et al.

2002).

Le géne NRAMPI ne s’exprime que lors de la différenciation terminale de
progéniteurs myéloides en macrophages ou granulocytes chez I’homme comme chez
la souris (Cellier, Shustik et al. 1997). Comme le contréle de I’expression des génes
ayant une spécificité d'expression restreinte se fait en partie au niveau de la
transcription, il est essentiel de déterminer les éléments cis-régulateurs et les facteurs
trans impliqués dans la régulation du géne NRAMPI durant la myélopoiése.
L'identification des mécanismes moléculaires responsables de 1’expression spécifique

de ce géne permettra ainsi de mieux comprendre son réle dans la réponse immunitaire.

Au laboratoire la lignée HL-60 est utilisée comme modéle cellulaire myéloide
pour 'é¢tude du géne NRAMP]. 11 a été démontré que lors de la différenciation de cette
lignée soit en monocytes/macrophages induite par la VD, soit en PMN induite par le
DMSO, Iexpression de la protéine NRAMPI corréle avec l'activation du promoteur

(Canonne-Hergaux, Calafat et al. 2002; Roig, Richer et al. 2002).

Sur le promoteur NRAMP1, une région de 263 pb en amont de I’ATG permet
une activité basale du géne et I’addition de 325 pb en amont de cette région est
nécessaire et suffisante pour conférer une activité transcriptionnelle spécifiquement
my¢loide. Le promoteur NRAMPI est donc divisé en deux régions, désignée
« basale » et « myéloide » (Roig, Richer et al. 2002). 14 régions liant potentiellement
des protéines ont ét¢ identifiées sur le promoteur et nommées de E1 a E14 (Thése E.
Richer, 2005).

Des études précédentes ont permis la caractérisation d’éléments cis-activateurs
dans la région myéloide du promoteur NRAMP]. Le site E10, fixé par le facteur Spl

est requis pour activer I’expression du géne NRAMPI lors de la différenciation
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my¢éloide mais n’est pas essentiel a I’expression basale du promoteur NRAMPI dans

les cellules non myéloides (Fig. 9) (Richer E., Thése de doctorat, 2005).

Les résultats présentés dans cette étude portent principalement sur ’analyse

d’un élément cis-activateur dans la région basale du promoteur NRAMP1, le site E14.

o Les facteurs C/EBPa et B se fixent in vitro sur le site E14 dans la

région basale du promoteur NRAMPI1

Dans la recherche de facteurs de transcription pouvant contribuer a l'activité
basale du promoteur NRAMP], la participation des facteurs C/EBP a été testée.

Des co-transfections transitoires dans les cellules non myéloides 293T ont
démontré une régulation possible de la région basale du promoteur NRAMPI par les
facteurs C/EBP et CDP (Fig. 10). L’analyse de la région basale du promoteur
NRAMPI avec des logiciels de prédiction de liaison de facteurs de transcription a
permis d’émettre 1’existence potentielle de plusieurs sites de fixation pour les facteurs
C/EBP, dont le site E14 qui recouvre le site d’initiation de la transcription (+1) (Fig.
11). Des études, in vitro, de retard sur gel ont démontré qu’une sonde, radio marquée,
centrée sur I’élément E14 est retardée spécifiquement par un complexe protéique de
haut poids moléculaire lorsqu’elle est mise en présence d’extraits nucléaires provenant
de cellules HL-60 différenciées par la VD. Des mutations de 6 bases recouvrant le site
prédit d’attachement des facteurs C/EBP (Friedman 2002) ont été réalisé pour
déterminer s'il pourrait s'agir des facteurs qui se fixent spécifiquement sur le site E14
(Fig. 17A). Seul I'ODNdb E14M3 compétitionne avec la sonde E14* (Fig. 17B). Or,
contrairement aux mutations E14M1 et E14M2, la mutation E14M3 ne recouvre pas le

site prédit de fixation des facteurs C/EBP.

Les facteurs C/EBP ont un réle proéminent dans le développement des cellules
my¢loides. Ils sont impliqués dans la régulation de ’expression de plusieurs génes
myéloides comme CD14, marqueur de la différenciation monocyte/macrophage ou
encore dans la régulation des récepteurs aux G-CSF, M-CSF et GM-CSF qui sont
critiques pour le développement myéloide (Hohaus, Petrovick et al. 1995; Smith,

Hohaus et al. 1996; Zhang, Hetherington et al. 1996; Pan, Hetherington et al. 1999).
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Le facteur de transcription CDP est aussi un facteur essentiel a la différenciation
myéloide puisqu’il est un des éléments régulateurs majeurs d’un facteur de la famille
des C/EBP (Khanna-Gupta, Zibello et al. 2001). Ce facteur se fixe 4 I’ADN sur des
motifs "5’-CCAAT-3"" en compétitionnant avec d’autres facteurs activateurs qui

possédent le méme site de fixation sur ’ADN comme les C/EBP (Friedman 2002).

Afin de déterminer si le retard sur gel de la sonde E14* correspond a une
activité de liaison de facteurs de la famille CEBP, nous avons mis en compétition la
sonde E14* avec des ODNdb en excés possédant un site consensus pour les facteurs
C/EBP. Les résultats suggérent que le site E14 est probablement lié par des facteurs
du type C/EBP in vitro puisqu’un excés de ces ODNdb est suffisant pour déplacer le
facteur lié & E14* et abroger le retard sur gel (Fig. 17B). De méme, I’absence de
compétition de la sonde E14* résultant de la mutation de ces ODNdb en excés au
niveau du site consensus des facteurs C/EBP (C/EBPmt) confirme la spécificité de

liaison de ces facteurs sur le site E14.

Des co-transfections transitoires dans les cellules 293T avaient mis en
évidence une activation du promoteur NRAMP] avec le facteur CDP/Cux p110, qui a
perdu son domaine d'inhibition (Truscott, Raynal et al. 2004), démontrant la capacité
de ce facteur de se lier et de réguler le promoteur. C'est pourquoi, nous avons aussi
testé¢ l'attachement in vitro du facteur CDP sur le site E14. Cependant, aucune
compétition n'a été observée en présence d'un excés d'ODNdb possédant un site
consensus pour les facteurs CDP signifiant que le site E14 n'est pas le site de la région

basale du promoteur qui est fixé par ce facteur.

La famille des facteurs C/EBP comprend plusieurs isoformes qui reconnaissent
un site consensus, 5-T(T/G)NNGNAA(T/G)-3', dans les régions régulatrices de
promoteurs cibles (Friedman 2002). Les membres de la famille C/EBP sont exprimés
a des stades précis de I’hématopoiese et possédent chacun des activités de
transactivation différentes. Lors de la différenciation des progéniteurs myéloides en
monocytes/macrophages, ce sont les isoformes C/EBPa et B qui sont le plus

majoritairement exprimés dans la cellule (Valledor, Borras ef al. 1998).
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Cl'est pourquoi, nous avons testé la fixation de ces deux isoformes de la famille
C/EBP sur le site E14 par une expérience de super retard sur gel utilisant les anticorps
anti-C/EBPa et . Le complexe protéique a été fortement retardé par un anticorps
anti-C/EBPB et plus faiblement par un anti-C/EBPa, suggérant que les facteurs
C/EBPB et o sont impliqués dans la régulation de I’expression du géne NRAMPI lors
de la maturation des cellules HL-60 en monocytes/macrophages (Fig. 18A). Ces
résultats peuvent nous indiquer qu'a ce stade de la différenciation des cellules HL-60
en monocyte/macrophage, le facteur C/EBPf peut étre en plus grande abondance par
rapport au facteur C/EBPa dans les extraits nucléaires, ce qui explique que le site E14
est fixé en majorité par les facteur C/EBPf. Une plus forte abondance des facteurs
C/EBP dans les extraits nucléaires provenant de cellules HL-60 différenciées par le
DMSO pourrait aussi expliquer le super retard sur gel de la sonde E14* observé avec

I'anticorps anti-C/EBPP dans les granulocytes (Fig. 18B).

Pour cibler plus précisément les bases nécessaires a I'intéraction des facteurs
C/EBP sur le site E14, des mutations plus restreintes de 3 bases puis de 2 bases ont été
réalisées sur le site E14 (Fig. 19A). Les bases mutées ont été choisies de facon a
recouvrir le site consensus de fixation des facteurs C/EBP (Friedman 2002). L'analyse,
in vitro, de ces constructions mutées a permis de démontrer que les bases qui semblent
étre impliquées dans I’attachement des facteurs C/EBP sur le site E14 correspondent
parfaitement aux bases prédites pour le site d’attachement de ces facteurs sur le

promoteur NRAMP1 (Fig. 19B).

La définition du site de fixation du facteur Sp1 sur le site E10 de la région
myéloide par des mutations plus restreintes a aussi permis d'identifier plus
précisément les bases nécessaires a cette intéraction (Fig. 20A). Le facteur Sp1 se fixe
sur les promoteurs au niveau de boite GC (Suske 1999). Or, le site E10 fixant Spl
(Richer E., Thése de doctorat, 2005) est riche en cytosine et les bases mutées qui
abolissent la liaison de Sp1 au site E10 sont au cceur de cet élément riche en GC (Fig.

20B).

La mutation progressive de ces bases impliquées dans l'attachement des
facteurs C/EBP sur le site E14 pourra a terme permettre la définition précise des bases

essentielles a cette interaction. L'effet délétére sur l'activation transcriptionnelle du
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promoteur NRAMPI, d'une mutation ponctuelle sur le site de fixation des facteurs
C/EBP, pourra étre vérifié ensuite par des transfections stables dans les cellules

myéloides.

e Les facteurs C/EBPa et B se fixent in vivo dans la région basale du

promoteur NRAMPI au cours de la différenciation myéloide des

cellules HL-60

Une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) avec des anticorps anti-
C/EBPa et 3 a permis de démontrer I’attachement différentiel des facteurs C/EBPa et
B sur le promoteur endogéne NRAMPI a différents stades de la différenciation
myéloide des cellules HL-60 en monocyte/macrophage par la VD. Dans les
progéniteurs myéloides immatures, I’expression des facteurs C/EBPa est élevée mais
diminue au cours de la granulopoié¢se (Yamanaka, Lekstrom-Himes et al. 1998). Le
facteur C/EBP[ est préférentiellement exprimé au cours de la maturation des
progéniteurs myéloides en macrophage (Natsuka, Akira et al. 1992) et I’expression de
ce facteur est essentielle a la différenciation de la lignée cellulaire HL-60 induite par

la VD (Ji et Studzinski 2004).

Nous avons démontré que dans les cellules HL-60 immatures, le promoteur
NRAMPI est fixé par le facteur C/EBPa. Par contre, lorsque les cellules HL-60
entament leur maturation en monocyte/macrophage, le promoteur NRAMPI n’est plus
fixé par le facteur C/EBPa mais par le facteur C/EBPB. La fixation du facteur
C/EBPB, visible aprés 24h de différenciation des cellules HL-60 par la VD, est
fortement augmentée aprés 48h de différenciation (Fig. 24A).

La localisation approximative du site de fixation des facteurs C/EBP sur le
promoteur NRAMP1, basée sur la taille de I'ADN soniqué (Fig. 24B2) et I'absence
d'amplification de l'exon 3 qui se situe & 1.8 kb de 'ATG de NRAMPI (Fig. 24A), est

compatible avec la position du site E14.
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Une immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps anti-IgG a aussi
été réalisée sur les cellules HL-60 ND ou traitées pendant 24h ou 48h avec de la VD,
pour démontrer la spécificité de reconnaissance des anticorps anti-C/EBP utilisés. Les
résultats de ce ChIP n’ont cependant pas été présentés a cause d’une contamination
potentielle des échantillons témoins « IgG » dans les conditions « ND » et « 48h ». Un
probléme de différenciation des cellules HL-60 n’a pas permis par la suite de
reproduire ce résultat avec le contrdle IgG. Des ChIP antérieurs avec ce controle IgG
ont été réalisés et n'ont démontré aucune amplification avec les amorces + (Annexe
1). Cependant, aucune expérience avec I’ensemble des résultats n'a pu étre produite.

Tout de méme, l'intérét du résultat réside dans le fait que les taux de C/EBPa
et 3 varient au cours de la différenciation myéloide. Ces résultats confirment d'ailleurs
ceux observés in vitro dans les expériences de super retard sur gel o, dans les extraits
provenant de cellules HL-60 différenciées par la VD, ce sont les facteurs C/EBPJ3 qui

sont le plus majoritairement fixés sur le site E14.

Pour vérifier que la fixation des facteurs C/EBPa et 3 a bien lieu sur le site
E14 du promoteur NRAMP 1, un ChIP avec des clones stables mutés ou non sur ce site
(mutation E14M1) pourra étre réalisé en utilisant les mémes amorces pour
I'amplification PCR que celles choisies dans cette expérience. L’absence de fixation
des facteurs C/EBPa et 3 sur le promoteur muté aurait démontré I’importance du site
E14 dans la fixation de ces facteurs. Cependant, la difficulté de la mise au point de la
technique du ChIP et les problémes de différenciation des cellules HL-60 rencontrés

n’ont pas permis la réalisation de cet objectif.

o Le site E14 dans la région basale est crucial pour I’expression du
géne NRAMPI

Pour étudier le role des facteurs C/EBP sur I’activité transcriptionnelle du
promoteur NRAMPI, des co-transfections transitoires dans les cellules non myéloides
293T ont été réalisées avec le facteur C/EBPa et le promoteur NRAMPI. La présence
des facteurs C/EBPa permet une forte activation de 1’expression du géne NRAMPI

qui est aussi importante si les facteurs Sp1 sont aussi co-transfectés avec le promoteur
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NRAMPI complet (NRIL). Par contre, aucune activité luciférase n’est détectée en
transfectant le promoteur muté sur le site E14 (mutation E14M1) méme lorsque celui-
ci est co-transfecté avec les facteurs C/EBPa et Spl (Fig. 21). Contrairement a la
mutation E10MO dont I'effet délétére sur l'activité du promoteur dans les cellules non
myéloides n'est détecté que dans les co-transfections avec le facteur Sp1, la mutation
E14M1 entraine des conséquences dramatiques sur ’expression basale du géne
NRAMPI. Le site E14 est donc un élément cis-activateur essentiel a l'expression du

promoteur NRAMP].

Des transfectants stables contenant le promoteur NRAMPI muté sur le site E14
(mutation E14M1) ont été réalisés dans les cellules myéloides HL-60. Aucune
expression du géne NRAMPI n’a été détectée dans ces clones stables mutés (Fig.
22A) alors qu’une expression basale de ce géne est observée dans les clones stables
HSRL-5 contenant le promoteur de type sauvage ou dans les clones stables contenant

la mutation E10MO (Fig. 9).

L’expression de I’ARNm du géne NRAMPI lors de la différenciation terminale
monocytaire des HL-60, induite par la VD, de méme que la différenciation
granulocytaire de ces cellules, induite par le DMSO, a été préalablement démontrée
(Cellier, Shustik et al. 1997). Les résultats observés montrent d’ailleurs une forte
expression du géne NRAMPI aprés différenciation du clone stable HSRL-5 en
monocyte ou en granulocyte (Roig, Richer et al. 2002) (Fig. 23). Les clones stables
mutés E14M1-2 et E14MI1-4, traités avec les mémes agents différenciateurs, ne
manifestent cependant aucune activité de la luciférase, suggérant que le géne
NRAMPI n’a pas pu étre exprimé dans ces clones mutés lors de leur différenciation
myéloide. L'intégrité compléte du promoteur NRAMPI couplé 3 la luciférase a été
vérifiée, par une amplification PCR avec des amorces spébiﬁques du promoteur
NRAMPI et du gene de la luciférase, pour confirmer que les résultats observés sont
uniquement la conséquence de la mutation E14M1 (Fig. 22B). Le site d'insertion et la
position chromosomique du promoteur NRAMPI muté sur le site E14 dans les cellules
HL-60 pourraient aussi influencer l'expression des clones stables obtenus et étre une
conséquence de la perte d'activité de la luciférase observée. Cependant, plusieurs
clones stables mutés (> 5, seulement 4 sont représentés) ont été obtenus et aucune

activité du promoteur n'a été détectée dans ces clones, suggérant que la mutation du
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site E14 est seule responsable de cette perte d'activité du promoteur NRAMP]I dans ces

cellules.

Les membres de la famille C/EBP forment soit des hétérodiméres, soit des
homodiméres qui possédent des activités de transactivation différentes (Rosmarin,
Yang et al. 2005). Les facteurs C/EBPa et B sont connus pour activer de nombreux
génes myéloides (Pan, Hetherington ef al. 1999; Khanna-Gupta, Zibello et al. 2003).
L’analyse de la régulation du promoteur NRAMPI endogéne par ChIP, nous a révélé
I’identité¢ des membres de la famille C/EBP qui se fixent sur ce promoteur et le stade
de la différenciation myéloide dans lequel cette interaction a eu lieu. Les résultats
suggerent que les isoformes C/EBPa et B se fixeraient sous forme d'homodiméres sur
le promoteur NRAMPI pour activer l'expression de ce géne dans les cellules

my¢éloides.

o Coopération de Spl et de C/EBPa et B _pour lactivation de

I’expression du géne NRAMPI1

Il a été démontré que la région basale du promoteur NRAMPI permet a elle
seule I’expression de ce géne dans les cellules non myéloides. Cependant, pour étre
activé dans les cellule myéloides, le géne NRAMPI a besoin des éléments cis-
régulateurs présents dans la région myéloide, comme le site E10 qui est fixé par les
facteurs Sp1 (Richer E., Thése de doctorat, 2005). Les facteurs C/EBP peuvent agir de
concert avec une combinaison de facteurs de transcription, comme le facteur Spl,

pour recruter le complexe d’initiation de la transcription (Clarke et Gordon 1998).

Les résultats obtenus jusqu’a présent démontrent que le promoteur NRAMPI
est lié par les facteurs C/EBPa et 3 au cours de la différenciation myéloide. Le facteur
Sp! interagit aussi avec le promoteur NR4MPI, au niveau de la région distale, pour
activer ’expression de ce géne. Les C/EBP peuvent interagir avec le facteur Sp1 dans
les cellules myéloides. La coopération de Spl et C/EBPa est nécessaire pour une
expression spécifique des génes codant pour la lactoferrine et le CD11c au cours de la

différenciation myéloide (Lopez-Rodriguez, Botella et al. 1997; Khanna-Gupta,
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Zibello et al. 2000). L’expression du géne CYP2D5 dans les cellules HepG2 est aussi
dépendante de la collaboration des facteurs Sp1 et C/EBPP (Lee, Yano et al. 1994).

Une activité basale du géne NRAMPI est observée lors de la co-transfection
des facteurs C/EBPa, B et € avec I'une ou I’autre des constructions du promoteur
(NR1S ou NRIL) dans les cellules non myéloides 293T. Cette activité est cependant
fortement augmentée lorsque le facteur Spl est ajouté aux co-transfections des
facteurs C/EBPa ou B avec le promoteur NRAMP! complet (Fig. 10). Les facteurs
C/EBPa. et B sont donc capables d’induire une transcription basale du géne NRAMP I
mais une coopération de ces facteurs avec Sp1 est nécessaire pour activer I’expression

de ce geéne.

o Mécanisme hypothétique de régulation transcriptionnelle du

promoteur NRAMPI lors de la différenciation myéloide.

L'activation d'un géne est un processus qui se déroule sur plusieurs étapes
mettant en jeu des facteurs de transcription qui reconnaissent spécifiquement des

séquences régulatrices sur le promoteur.

Bien que les promoteurs myéloides ne possédent pas de boite TATA,
Iefficacité et la spécificité avec lesquelles ces promoteurs sont reconnus dépendent de
petites séquences d’ADN, dans le promoteur proximal, en amont du site d’initiation de
la transcription. Ces séquences cis-régulatrices sont reconnues par des facteurs trans-
activateurs ou inductibles (Mitchell et Tjian 1989). C’est le cas par exemple des boites
"CCAAT" qui sont reconnues par différents facteurs, dont les facteurs de la famille
C/EBP. Ces différents facteurs ont la capacité d’interagir entre eux permettant ainsi le
recrutement du complexe d’initiation de la transcription composé des TBP, des TAF
et des GTF (Tenen, Hromas et al. 1997; Clarke et Gordon 1998; Fisher et Scott 1998).
Le facteur C/EBPa peut interagir physiquement avec les TBP et activer le recrutement
des autres composants du complexe de la transcription (Nerlov et Ziff 1995). Les

facteurs C/EBP forment avec les facteurs généraux de la transcription et ’ARN
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polymérase II un complexe au niveau du site d’initiation de la transcription et

déterminent ainsi le site de démarrage principal et la transcription basale du gene.

Les séquences cis-régulatrices "GGGCGG", aussi nommeées boites GC, sont
reconnues par les membres de la famille Sp. Ces facteurs ont une expression
ubiquitaire et ils ont pour role d'augmenter ’efficacité de la trénscription des geénes
contenant ces boites GC dans leurs promoteurs. Le facteur Spl a été impliqué dans la
transcription de plusieurs génes cellulaires dont les génes myéloides (Chen, Pahl et al.
1993; Suske 1999; Koga, Suico et al. 2005). Il a été démontré que l'activation de la
transcription par le facteur Spl nécessite la présence de co-activateurs (Naar, Ryu et
al. 1998). Le complexe multi protéique TFIID composé des facteurs TBP et TAF, sert
de cible directe et de co-facteur essentiel pour le facteur Spl. Dans ce complexe, il a
été démontré que la protéine TAF130 interagit avec le domaine d'activation riche en
glutamine du facteur Spl et c'est par cette interaction que le facteur Spl peut
transactiver l'expression du geéne cible (Tanese, Saluja et al. 1996). D'autres co-
facteurs requis pour l'activation transcriptionnelle par Spl ont été identifiés, comme le
complexe CRSP (Co-facteur requis pour Spl) (Ryu et Tjian 1999; Ryu, Zhou et al.
1999). Ce complexe agit en synergie avec les facteurs associés aux TBP pour
promouvoir une activation efficace par le facteur Spl. L'existence d'un complexe
appelé médiateur qui fait le lien entre l'activateur et la machinerie basale, dans le
processus de régulation de la transcription est un concept assez récent. Son rdle

commence a étre défini mais les mécanismes restent encore inconnus.

Avec ces données de la littérature et celles obtenues dans cette étude, nous
pouvons suggérer certains éléments d'un mécanisme de régulation hypothétique pour
guider les études futures de I’expression du géne NRAMP! dans les cellules myéloides
matures (schéma Fig. 25). Ce mécanisme ne présente que le réle hypothétique des
facteurs Spl1 et C/EBP, cependant, la régulation du géne NRAMPI met en jeu d'autres

facteurs de transcription essentiels dont I'identité et le rdle doivent encore étre étudiés.

1. Dans les progéniteurs myéloides, le facteur C/EBPa est fixé sur le promoteur
NRAMPI (avec une forte probabilité sur le site E14) empéchant I’expression du géne.

La maniére dont le facteur C/EBPa réprime I'expression du géne NRAMPI dans les
cellules immatures reste inconnue. Le facteur C/EBPa peut agir comme un régulateur

négatif via son propre domaine d'inhibition (Nerlov et Ziff 1994) ou en formant des
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hétérodiméres sur des éléments cis-activateurs avec un autre partenaire qui posséde
des propriétés inhibitrices. La fixation potentielle du facteur CDP dans la région
basale du promoteur NRAMP! pourrait aussi étre responsable d'une inhibition de
I'expression du gene NRAMPI dans les cellules non myéloides comme observé dans
les co-transfections du facteur CDP/Cux p110 avec le promoteur NRAMPI dans les
cellules 293T (Fig. 10) et comme dans le cas de la régulation du géne de la

Lactoferrine (Khanna-Gupta, Zibello et al. 2003).

2. Lors de la différenciation myéloide, le facteur C/EBPa est régulé a la baisse et le
facteur C/EBP, qui est fortement exprimé a ce stade, se fixe sur le promoteur

NRAMPI a la place de I’isoforme C/EBPo.

3. La fixation des C/EBPP sur le promoteur NRAMPI et leurs interactions avec les
facteurs associés aux TBP pourraient faciliter le recrutement des autres composants du
complexe d'initiation de la transcription, pour permettre une expression basale du géne

NRAMPI.

4. Le facteur Spl est recruté sur le site E10 dans la région myéloide du promoteur
NRAMPI.

L'intervention du facteur Spl & cette étape de la régulation du géne NRAMPI n'est
qu'une hypothése qui doit étre confirmée in vivo par immunoprécipitation de la

chromatine dans les cellules HL-60.

5. La fixation du facteur Spl sur le promoteur NRAMPI permet de stimuler
I’expression du géne NRAMP] via une intéraction multi modulaire de ce facteur avec

le complexe médiateur (identité de ce complexe médiateur & définir).

Plusieurs génes sont régulés par les facteurs C/EBP au cours de la
différenciation monocytaire ou granulocytaire, incluant ceux qui codent pour les
cytokines inflammatoires IL-6, IL-1P et TNF-a. (Akira, Hirano et al. 1990; Shirakawa,
Saito et al. 1993; Wedel, Sulski et al. 1996). Les C/EBP régulent aussi les génes
codant pour les protéines aux fonctions lytiques des macrophages et des granulocytes
comme I’oxyde nitrique synthase inductible (Lowenstein, Alley et al. 1993), I’élastase

(Oelgeschlager, Nuchprayoon et al. 1996) ou le lysozyme (Goethe et Loc 1994). Des
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études rapportent que I’expression des facteurs C/EBP et § est fortement régulée 2 la
hausse aprés un stimulus inflammatoire comme le LPS ou certaines cytokines (IL-6,
TNF-0) (Akira et Kishimoto 1997). Le facteur C/EBPo. est par contre régulé a la
baisse dans ces mémes conditions inflammatoires (Alam, An er al. 1992).
L'implication des facteurs C/EBPa. et B dans la régulation du géne NRAMP] pourrait
donc contribuer a la régulation de ce géne dans les cellules myéloides lors d’une

infection bactérienne.

Dans les progéniteurs myéloides
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Figure 25. Mécanisme hypothétique de la régulation transcriptionnelle du
promoteur NRAMPI lors de la différentiation myéloide.
(Explications p110-111)
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Conclusion et perspectives

Cette étude avait pour but d’identifier des éléments cis-activateurs dans la
région basale du promoteur NRAMPI nécessaires pour la régulation du promoteur
NRAMPI au cours de la différenciation myéloide. Les résultats obtenus permettent de
mettre en évidence certains mécanismes de cette régulation : 1). Le site E14 est crucial
pour I’expression du gene NRAMPI dans les cellules myéloides et non myéloides.
2). Les facteurs C/EBPa et B se fixent au site E14. 3). Il est possible que les facteurs

C/EBPa se fixent sur le promoteur NRAMPI dans les cellules immatures, et les

C/EBPB au cours de la différenciation myéloide.

Ces résultats conduisent a penser que la coopération des facteurs Spl et C/EBP
requiert les régions basale et myéloide et stimule I’activation du promoteur NRAMPI.
Une co-immunoprécipitation de la chromatine avec les deux anticorps anti-C/EBPa
ou B et anti-Spl, dans les cellules HL-60 différenciées ou non par la VD, pourrait

démontrer cette hypothése.

La régulation du promoteur NRAMPI par les facteurs C/EBP et Sp1 doit étre
vérifiée ultimement dans des cellules normales du sang (monocytes, macrophages). De
méme, il serait intéressant de déterminer si la régulation du promoteur NRAMPI au
cours de la maturation des cellules HL-60 vers le type granulocytaire fait intervenir
d'autres facteurs de transcription que ceux identifiés dans cette étude. Pour cela, les
mémes techniques que celles décrites dans cette étude pourront étre utilisées avec le
modele des cellules HL-60 traitées au DMSO. La définition in vivo d’autres éléments
actifs en cis sur le promoteur NRAMPI! ainsi que |’identification des facteurs de

transcription recrutés sera nécessaire.

D'autres études seraient nécessaires pour révéler le mécanisme de régulation
responsable de l'expression spécifique du géne NRAMPI lors de la différenciation
myéloide. Il sera donc nécessaire de déterminer ultérieurement quels sont les facteurs
qui permettent au promoteur d’étre accessible, au cours de la différenciation myéloide,
aux composant du complexe d’initiation de la transcription. Dans quelques cas, la

méthylation de I’ADN au niveau d’un simple dinucléotide CpG peut étre suffisant
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pour contrdler I’expression d’un géne, comme le cas du géne p53 (Pogribny, Pogribna
et al. 2000). La régulation du géne NRAMP]I est-elle contrdlée par de forts facteurs
suppresseurs, dans lequel la méthylation de I’ADN joue un réle majeur ? Les facteurs
Spl se fixent sur des séquences "GGGCGG" qui peuvent étre la cible d'une
méthylation. L'inhibition de la fixation des facteurs Sp1 par la méthylation de leur site
d'attachement est responsable de l'inactivation de certains génes, comme T/ et p21.
A l'inverse, la déméthylation de ces séquences régulatrices a un stade cellulaire précis
permet l'expression spécifique de ces génes (Cao, Jean et al. 2000; Zhu, Srinivasan et

al. 2003).

Dans un premier temps, il sera donc nécessaire de déterminer la cinétique de
fixation du facteur Sp1 sur le promoteur NRAMPI pour mieux comprendre son role
dans la régulation de ce géne. Pour cela, une immunoprécipitation de la chromatine
avec des anticorps contre le facteur Spl devra étre réalisée dans les cellules HL-60
immatures et au cours de la maturation myéloide de celles-ci. Les premiers essais se
sont avérés négatifs et devront étre repris. Cependant, des tests avec des
oligonucléotides antisens contre le facteur Sp1 ont été réalisés dans les cellules HL-60
différenciées par la VD (Annexe 2). Les résultats montrent seulement une inhibition
partielle de I'expression du géne NRAMPI au cours de la différenciation myéloide, par
l'antisens anti-Spl utilisé. Le role du facteur Spl dans la régulation myéloide de
I’expression du géne NRAMPI pourrait s’expliquer par le biais d’interactions avec
d’autres facteurs dont I’activité est régulée au cours de la différenciation myéloide.
C'est pourquoi, l'inaccessibilité du facteur Spl sur le promoteur NRAMPI pour les
anticorps anti-Spl testés, du a l'intéraction de Spl avec d'autres facteurs de

transcription, pourrait expliquer les résultats négatifs obtenus en ChIP jusqu'a présent.

Dans un deuxiéme temps, des expériences de co-transfections du promoteur
NRAMPI, méthylé ou non, avec les facteurs Spl pourraient répondre a I'hypothése du
rle de la méthylation dans la régulation transcriptionnelle de ce promoteur. Il a été
démontré que la méthylation de I'ADN peut réprimer l'activité du facteur de
transcription Spl en recrutant la protéine MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2),
protéine qui posséde la faculté de se lier aux ilots CpG méthylés jouant un role
important dans I’extinction de 1’expression génique (Kudo 1998). La vérification de

l'attachement de la protéine MeCP2 sur le promoteur NRAMPI par
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immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) dans les cellules HL-60 immatures ou

différenciées par la VD pourrait étre envisagée par la suite.

A plus long terme, une analyse des polymorphismes du promoteur sera requise
pour adresser leurs réles dans I’expression du géne NRAMPI au cours de la
différenciation myéloide. Comme pour le cas du géne humain MSH6, des
polymorphismes du promoteur proche du site de fixation Spl pourraient étre
responsable d'une inactivation du géne NRAMP! (Gazzoli et Kolodner 2003). La
régulation du géne NRAMPI au cours de la différenciation myéloide étant finement
contrblée, une simple inhibition de la fixation de certains facteurs sur le promoteur
NRAMPI pourrait inhiber ’expression de ce géne et par conséquent empécher la
synthése de cette protéine. La caractérisation des mécanismes de régulation du géne
NRAMPI et D'implication de ces polymorphismes dans le phénoméne de
susceptibilité/résistance a certaines maladies pourront alors permettre I’identification
de mécanismes de défense clés de I’hote. Ces mécanismes pourront ensuite étre
utilisés comme nouvelles cibles thérapeutiques d’intervention dans ces maladies

infectieuses ou auto-immunes.
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Annexe 1

A HL-60 ND, 24h et 48h B HL-60 ND et 24h

C HL-60 ND D HL-60 24h
Qo QL&
RS R &
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g & ¢ g 3 3
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Amorces + Amorces - I kb+ Amorces + Amorces -

Immunoprécipitations de la chromatine des facteurs C/EBPa et 3 sur le
promoteur NRAMPI endogéne au cours de la différenciation myéloide des
cellules HL60.

Immunoprécipitations de la chromatine des facteurs C/EBPa et B sur le promoteur NRAMPI
dans les cellules HL-60 non différenciées (ND) (A) (B) (C), différenciées avec EB 1089
pendant 24h (A) (B) (D) ou 48h (A), avec les anticorps anti-C/EBPB et a et IgG.

L’amplification par PCR des ChIP (A) et (B) a été réalisée avec ’amorce + uniquement. Les

ChIP (C) et (D) ont été amplifiés avec les amorces + et -.
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Annexe 2
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Analyse de 'activation transcriptionnelle du promoteur NRAMPI aprés

inhibition de I'expression du facteur Spl par des oligonucléotides antisens.

Des oligonucléotides antisens dirigés contre Spl, Sp3 ou non fonctionnels (AS) ont été
incubés pendant 24h dans les clones HSRL-5 (clones stables contenant le promoteur NRAMP]
complet (NRIL) couplé a la luciférase), qui ont été précédemment différenciés pendant 3
jours avec du KH 1060, un analogue de la VD. L'intensité de la luciférase a été mesurée par
un luminométre. L'astérisque indique une différence significative entre les échantillons dans
un test T de Student (P<0.05). (Expérience réalisée par Carole Campion et figure produite par
E. Richer).
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