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RESUME

L’obésité est maintenant pergue comme un probléme de santé majeur dans notre société. C’est
pourquoi la compréhension des mécanismes moléculaires liés au développement de cette
maladie est primordiale. Des études comparatives entre des poulets de lignées grasses et des
poulets de lignées maigres ont montré que la lipogénése hépatique était plus élevée chez les
animaux gras. La Synthétase des Acides Gras (FAS) est connue comme étant responsable de la
synthése des lipides saturés a longues chaines. Des études antérieures ont démontré que ce
géne est régulé a la fois par I’état nutritionnel et hormonal. Dans ce contexte, I’objectif de la
présente étude était d’examiner le role de I’hormone thyroidienne (T3), et aussi d’un mélange
de T3 et d’insuline, sur 1’activité transcriptionnelle du gene aviaire de la FAS. Certains des
¢léments agissant au niveau de la réponse a I’insuline ont déja été identifiés chez I’humain, le
poulet, la souris et le rat. Afin d’identifier I’effet de la T3 et d’un mélange de T3 et d’insuline,
un fragment d’ADN de 1,6 Kpb de la partie promotrice de FAS a été isolé, séquencé et cloné
dans un vecteur contenant le gene rapporteur codant pour la chloramphénicol acétyl
transférase (CAT). Cette construction nommée 1.6FAS-pJFCATI a ensuite été transfectée de
fagon transitoire dans les cellyles HepG2 et les hépatocytes embryonnaires de poulet. Les
analyses d’expression ont démontré une augmentation de I’activité du géne rapporteur codant
pour CAT de 2.5 fois, suite & une stimulation de 48 heures avec 1.6pM de T3. Ce promoteur
posséderait donc un €lément de réponse nécessaire a la modulation par cette hormone. Des
constructions contenant des délétions successives de ce grand fragment d’ADN et des
alignements de séquences ont permis 1’identification de la région interne localisée entre -902/
-577 pb ou se retrouve I’élément de réponse a la T3, appelé TRE pour ‘Thyroid Hormone
Response Element’. Des analyses de retard sur gel (EMSA) utilisant comme TRE un
oligonucléotide contenant les bases -732 a -692 ont ensuite permis d’identifier des protéines se
fixant sur ce fragment d’ADN en réponse & la T3, renforgant ainsi la présence possible d’un
TRE. Une augmentation de ’activité CAT de 2.3 fois a d’ailleurs aussi ét€ obtenue apres 48
heures de stimulation & la T3 lors d’expériences de transfections transitoires avec la
construction contenant le fragment -765/-663 placé devant le promoteur TK. Le TRE
correspondrait donc a4 la séquence CGCCCTgtggTAACCT, séquence trés différente du
consensus établi et trés différente des T3RE retrouvés dans la partie promotrice du géne de
I’enzyme malique. Il a toutefois une forte homologie avec un TRE retrouvé dans le gene FAS
chez I’humain, le poulet, la souris et le rat. Ceci semble démontrer la forte variation de ces
¢léments de réponse. L’analyse par retard sur gel réveéle qu’en présence de T3 seulement il y a
fixation du récepteur TR alors que lorsque I’insuline est aussi présente, il semble que le facteur
de transcription RXR se fixe aussi. Ceci suggérerait 1’idée que la formation d’hétérodiméres
TR/RXR serait grandement favorisée en présence d’insuline. Ces informations, en
combinaison avec les résultats récents obtenus par d’autres équipes sur la régulation de la
FAS, serviront & la compréhension des mécanismes de régulation de la transcription d’un géne
clé de la lipogenése hépatique.

Mots clés : hormone thyroidienne, TRE, synthétase des acides gras, FAS, lipogenese.



INTRODUCTION

L’exces de poids, de méme que I’obésité, sont des sujets dont on entend de plus en plus parler
ces derniers temps puisqu’ils sont en augmentation constante depuis les derniéres années. Au
niveau mondial, soit tant dans les pays développés que dans ceux en voie de développement,
I’obésité affecte de plus en plus d’hommes, de femmes et malheureusement d’enfants
(American Obesity Association (AOA); www.obesity.org). D’ailleurs, selon cette derniére
source en 2000, 64.5 % de la population des Etats-Unis a un excédant de poids (indice de
masse corporelle > 25), alors que 30.5 % de la population adulte dgée entre 20 et 64 ans est
obese (indice de masse corporelle > 30) (AOA, 2005). L’indice de masse corporelle est une
mesure du statut pondéral égal au rapport du poids de l'individu, exprimé en kilogrammes, sur
le carré de sa taille, exprimée en métres. Un poids normal auquel est associé un risque moindre
de développer des problémes de santé correspond & un IMC qui se situe entre 18,5 kg/m? et

24,9 kg/m? (Organisation mondiale de la santé (OMS); www.who.int).

L'obésité peut étre pergue comme étant le déséquilibre de deux fonctions physiologiques, c'est-
a-dire la régulation de l'appétit et du métabolisme énergétique. La combinaison des deux
entralnant une balance énergétique désordonnée (Gale ez al, 2004; Hellstrom et a/, 2004). Pour
étre considérée comme obése, une personne doit avoir un indice de masse corporelle
supérieure a 30 (Santé¢ Canada (HC); www.hc-sc.ge.ca). Malheureusement le Québec et le
Canada n'échappent pas a cette tendance mondiale, puisque plus de la moitié des Canadiens
ont un excédent de poids, ce qui représenterait un risque pour la santé des deux tiers de ces
personnes. Au Canada en 2000-2001, on estime que 15 % de la population adulte est obése
(Statistiques Canada (SC); www.statcan.ca), alors que, chez les européens, cette proportion de
la population adulte atteint 18.5 % (Organisation mondiale de la santé (OMS);
www.who.int/fr/). L'obésité chez les enfants s'est aussi accrue passant de 4,3 % (1971-1974) a
16 % (1999-2000) chez les gargons, et de 3.6 % (1971-1974) a 14.5 % (1999-2000) chez les
filles (AOA, 2005).



Nous savons d’ailleurs aujourd’hui que 1’obésité entraine d’autres problémes de santé graves,
notamment elle augmente le risque d'insuffisance coronarienne, d'arthrose, d’hypertension, de
divers cancers (entre autres le cancer du sein, du colon et de 1’cesophage) et de diabete de type
II. Elle augmente également le risque de lésions lombaires, qui représentent un coit
significatif pour l'industrie (AOA, 2005). L’obésité est donc reconnue de plus en plus comme
un probléme de société majeur. Afin de pouvoir lutter contre ce fléau, nous nous devons de
bien connaitre les mécanismes de régulation des génes impliqués dans la lipogenése, c¢’est-a-

dire la syntheése de novo des acides gras.

La synthése de novo des acides gras est considérée par certains comme ayant une contribution
minime a la mise en réserve des lipides & I’intérieur du corps (Wang et al, 2004). Toutefois, la
prévalence de 1’obésité mentionnée plus haut, ainsi que les effets bénéfiques cumulatifs
apportés par des réductions de la mise en réserve des graisses, soulignent le besoin de
comprendre les mécanismes de synthése des acides gras (Wang ef al, 2004). Une étude
réalisée par le groupe de Ntambi a d’ailleurs démontré que les acides gras mis en réserve sous
la forme de triglycérides provenaient essentiellement de la synthése de novo (Miyazaki et al,
2004). En utilisant des souris knock-out pour un gene impliqué dans Ia synthése des acides
gras, c’est-a-dire le géne de la stéaroyl-CoA désaturase ou SCD1 (SCD1 -/-), et en
supplémentant 1’alimentation des souris avec du palmitate (C 16 :0) et du stéarate (C 18 :0), ils
n’ont pas induit ’expression de SREBP-1c¢ ou I’expression des genes impliqués dans la
lipogenese. SREBP-1¢ est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de plusieurs
génes clés du métabolisme des acides gras. Toujours selon cette étude, le niveau de
triglycérides au niveau du foie n’a pas augmenté non plus. Avec leurs diverses expériences, ils
ont pu démontrer que I’oléate (C 18 :1) synthétisé de fagon endogéne (synthése de novo) était
un régulateur de I’expression des génes impliqués dans la lipogenése plus efficacement

accessible que 1’oléate contenu dans la diéte (Miyazaki ef al, 2004).

L’objectif de ce projet est de caractériser la régulation du géne de la synthétase des acides gras
(FAS ; « fatty acid synthase »), une enzyme clé de la lipogenese hépatique. Cette enzyme, en
présence de NADPH, catalyse la formation d’acides gras saturés a longues chaines qui sont
’acide palmitique (C 16 :0) et ’acide stéarique (C 18 :0) a partir d’acétyl-CoA et de malonyl-
CoA par une succession de cycles, en ajoutant deux carbones & chaque cycle. Ces acides gras

sont nécessaires au bon fonctionnement des organismes, puisqu’ils serviront entre autres a la



formation d’hormones, d’éléments servant & la construction des membranes cellulaires et a la
production d’énergie. Par contre, une surproduction d’acides gras entraine leur mise en réserve

dans les tissus adipeux menant au développement de I’obésité.

Plusieurs études ont montré que les enzymes de la lipogenése étaient régulées par différentes

hormones et nutriments au niveau transcriptionnel (Goodridge ef al, 1991; Girard et al, 1994).

Dans ce projet, nous caractériserons tout d’abord la région 5’ régulatrice du géne de la FAS de

I’oie et caractériserons le(s) élément(s) de réponse a la triiodothyronine.

Pour y parvenir, nous avions en notre possession le clone CosFASS, un cosmide qui contient
environ 46 kb du geéne de la FAS. Cette construction inclut 12 Kpb d’ADN en aval du site
d’initiation de la transcription renfermant 7 exons, ainsi que 34 Kpb en amont contenant la
partie promotrice. C’est d’ailleurs ce dernier fragment qui nous intéresse, puisque c’est 12 que
nous retrouverons les €léments régulateurs de 1’expression de la FAS. Cette étude nous
permettra d’élargir nos connaissances générales sur la régulation nutritionnelle et hormonale

de ce gene clé de la lipogenése hépatique.

Afin de caractériser un élément de réponse a la triiodothyronine, nous isolerons d’abord le
fragment proximal de la partie promotrice du géne FAS de 1’oie, puis nous réaliserons des
délétions successives en 5°. Ces constructions seront transfectées dans différents types
cellulaires afin de localiser I’emplacement de cet élément de régulation. La réalisation de
retards sur gel nous permettra de confirmer qu’il s’agit d’un TRE, et permettra aussi de

complémenter notre étude de caractérisation.



CHAPITRE I

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1-Lipogenése

1.1.1-Introduction

La lipogenese est la synthése de novo des lipides. Malgré le fait que les lipides représentent un
groupe de composés tres hétérogénes, ils n’ont que quatre grands réles biologiques a jouer. '
Dans toutes les cellules, ils servent d’éléments de structure des membranes, de réserve
d’énergie (triacylglycérols), de plus ils entrent dans la composition de plusieurs vitamines et

hormones, ainsi que dans celle des acides biliaires (Numa ef al/, 1974).

1.1.2- Synthése des acides gras saturés

Les principales étapes de la synthése de novo des acides gras saturés sont présentées dans la
Figure 1.1. Les enzymes clés de la lipogenése hépatique sont 1’acétyl-CoA carboxylase
(ACCQC), la synthétase des acides gras (FAS,) la stéaroyl-CoA désaturase (SCD-1; non présente
dans la Figure 1.1) et ’enzyme malique (EM). Le principal précurseur de cette voie de
biosynthése est 1’acétyl-CoA formé & partir du glucose alimentaire par I’intermédiaire de la
glycolyse. L’ACC catalyse la premiere étape de cette biosynthése des lipides. Cette enzyme
transforme 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA. L’ ACC catalyse deux réactions différentes, dont la

deuxieéme est irréversible et essentielle & la syntheése des acides gras (Munday M.R., 2002).

La deuxiéme étape de la synthése des acides gras est catalysée par un complexe
multienzymatique appelé la synthétase des acides gras. Cette enzyme condense le malonyl-
CoA et I’acétyl-CoA en palmitate (C 16 :0) et stéarate (C 18 :0) en présence de NADPH. Le
palmitate et le stéarate sont les acides gras les plus abondants dans les organismes vivants.
(Smith et al, 2003)



Suite a [’élongation des chaines d’acides gras, d’autres transformations peuvent se produire
(non représentées sur la figure), comme par exemple des désaturations des acides gras
nouvellement synthétisés, c’est-a-dire I’introduction de double liaison. C’est le role des
désaturases et en particulier de la stéaroyl-CoA désaturase qui introduit une désaturation sur la

position 9 de ’acide palmitique donnant ainsi de 1’acide palmitoléique. (Ntambi J.M., 1995).
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Figure 1.1 : Voie métabolique pour la conversion du glucose en palmitate. Tirée de Griffin ef al,
2004.

1.1.3- Régulation nutritionnelle et hormonale de la lipogenése

1.1.3.1 - Régulation nutritionnelle

Des changements dans la di¢te ont une grande influence sur la lipogenese. Une diéte riche en
sucres (par exemple riche en glucose) stimule la synthése d’acides gras en augmentant la
transcription de nombreux génes impliqués dans la lipogenése hépatique (Uyeda et al, 2002).

En ce qui concerne le glucose, cela se fait par I’intermédiaire de V’activation d’un facteur de



transcription ChREBP (« Carbohydrate Responsive Element Binding Protein ») (Uyeda et al,
2002). En réponse a une concentration élevée de glucose, ce facteur de transcription se fixe sur
les éléments de réponse aux sucres présents dans de nombreux promoteurs des génes de la
lipogenése activant la transcription de ces génes. Une alimentation riche en sucres stimule
également la sécrétion d'insuline par le pancréas, ce qui rend difficile la différenciation in vivo

de I’effet glucidique et insulinique (Uyeda et al, 2002).

A I’opposé, une alimentation riche en acides gras polyinsaturés (PUFAs) inhibe la lipogenése
en diminuant I’expression de plusieurs génes au niveau hépatique dont celui de la FAS et de la
SCD-1. Les PUFAs inhibent plus particuliérement la transcription du géne FAS en modulant
’expression de SREBP-1, un facteur de transcription essentiel 4 1’expression du géne (Moon
et al, 2002). Le jelne de fagon générale réduit aussi la lipogenése, inhibant la transcription de
nombreux génes. Effectivement, apres 24 heures de jeline, les ARNm de FAS dans le foie sont
grandement réduits, tout comme l'expression de la protéine (Kim ef al, 2002).Ces effets sont
plus particuliérement dus 4 une augmentation de la production de glucagon, une hormone dont
I’expression est fortement activée dans ces conditions (21,16). Toutefois, ce ne serait
cependant pas le cas au niveau du cerveau. En effet, le niveau d'ARNm FAS et le niveau de
protéines FAS ne sont pas affectés par un jeline de 24 heures (Kim et a/, 2002). Ces résultats
suggerent que FAS aurait une fonction différente au niveau du cerveau de son role de mise en
réserve d'énergie, comme c'est le cas au niveau du foie et du tissu adipeux (Ronnett et al,
2005).

1.1.3.2 - Régulation hormonale

L’insuline est probablement le facteur hormonal ayant le plus d’influence sur la lipogenése.
Cette hormone agit en augmentant 1’incorporation du glucose par la cellule adipeuse via le
recrutement des transporteurs de glucose (GLUT4) a la surface de la membrane plasmique,
mais aussi en activant, par modification covalente, certaines enzymes glycolytiques et
lipogéniques (Kersten S., 2001). Les voies de signalisation par lesquelles I’insuline agit sont
connues et bien caractérisées impliquant une fixation de I’hormone sur son récepteur, puis
’activation de différentes kinases en aval telles que PI3-kinase et Akt (Di Guglielmo et al,
1998).



L’hormone thyroidienne T3 stimule aussi la synthése des acides gras via les récepteurs
d’hormones thyroidiennes (TR). Cependant, a la différence de I’insuline, I’hormone se fixe sur
son récepteur puis le complexe est internalisé activant directement la transcription de plusieurs
génes dont la FAS. 1l est intéressant de souligner que I’action de la T3 et de I’insuline serait
additive (Kameda et al, 1991). Les glucocorticoides sont aussi de trés forts inducteurs de la
lipogenése agissant par I’intermédiaire de leurs récepteurs GR dont le mode d’action est

similaire & celui de la T3 (Goodridge et al, 1991).

Bien que certaines hormones augmentent la lipogenése, d’autres au confraire semblent la
réduire. C’est le cas du glucagon qui, agissant via une augmentation de I’AMPc intracellulaire
et une activation de la PKA, inhibe la transcription de plusieurs génes de la lipogenése dont la
FAS et I’enzyme malique (EM). Pour I’EM, cela se fait par une modification de la fixation de
2 facteurs de transcription, c-Jun et ATF2 sur un élément de réponse négative a I’AMPc

caractéris¢ dans le promoteur de ce géne (Mounier ef al, 1997).

Au niveau des adipocytes, I’hormone de croissance (GH) ainsi que la leptine auraient un effet
important sur la lipogenése (Kersten S., 2001). La leptine, produit de 16 kDa, joue un rdle tres
important dans la régulation de [’appétit (Zhang et al, 1994; Pelleymounter et al, 1995; Halaas
et al, 1995; Freidman et al, 1998), du métabolisme énergétique (Mistry et al, 1997; Scarpace
et al, 1997, Hwa et al, 1997, Salbe et al, 1997), ainsi que dans la reproduction chez les
mammiféres (Barash ef al, 1996; Chehab er al, 1996). La leptine est secrétée par le tissu
adipeux (Zhang et al, 1994) des mammiféres et est utilisée comme mécanisme de signalisation
hormonale pour le dépot des graisses. Les adipocytes de mammiferes produisent et secrétent
une quantité plus grande de leptine dans la circulation sanguine quand la mise en réserve de
graisses augmente (Maffei es o/, 1995). IIs signalent au cerveau via les récepteurs de leptine
(Banks et al, 1996; Hakansson et al, 1996; Mercer et al, 1996; Fei et al, 1997; Elmquist ef al,
1998), et modulent ainsi I’expression de certains neuropeptides hypothalamiques afin de
supprimer 1’appétit tout en augmentant la dépense énergétique (Stephens et a/, 1995; Rhoner-
Jeanrenaud et al, 1996; Schwartz et al, 1996; Schwartz et al, 1997; Kristensen et al, 1998;
Mizuno et al, 1998). Les études menées depuis les dernieres années sur effet direct de la
leptine sur le métabolisme des lipides chez les mammiferes ont produit des résultats
contradictoires. Les équipes de Bryson et Fukada ont montré des effets d’inhibition sur la

lipogenese (plus particuliérement du géne FAS) par la leptine, et ce au niveau des tissus
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adipeux et hépatiques (Bryson et al, 1999; Fukada et al, 1999). A ’opposé, le groupe de Mick
n’a trouvé aucun changement dans le transport du glucose, la lipolyse et la lipogenése suite &
une exposition normale ou chronique d’adipocytes de rat a la leptine, et ce en conditions
basales ou en présence d’insuline (Mick er al, 1998). D’autres études sont donc nécessaires

afin d’élucider les différents facteurs influengant la lipogenése.
1.2 — Synthétase des acides gras (FAS)

1.2.1 - Purification de 1a FAS

Jusqu'a la fin des années 1950, les scientifiques pensaient que la synthese des acides gras a
partir de l'acétyl-CoA était en fait la réaction inverse de la voie de la (-oxydation
mitochondriale, qui exécute la dégradation des acides gras en acétyl-CoA (Lynen ef al, 1953).
En 1958, le groupe de Wakil démontre que le malonyl-CoA, formé par la carboxylation de
l'acétyl-CoA, est bien un intermédiaire unique de la voie de synthése (Wakil et al, 1958). lls
montrérent aussi que les enzymes impliquées dans la synthése n'étaient pas associées au
systtme de B-oxydation mitochondriale, mais qu'elles étaient plutdt localisées dans le
cytoplasme (Gibson ef a/, 1958). En peu de temps, l'ensemble des étapes enzymatiques a été
identifié¢ (Lynen F., 1961; Wakil ef al, 1964).

Au début des années 1970, quelques synthétases des acides gras (FASs) avaient été purifiées &
partir de levures et d'animaux. Par contre, contrairement & ce qui avait été trouvé chez les
procaryotes (Escherichia coli), ces enzymes semblaient étre associées sous la forme de larges
complexes (Wakil et al, 1964; Smith et al, 2003). Ceci donna lieu & la théorie selon laquelle
les FASs d'origine animale et de levure étaient des complexes avec plusieurs sous-unités, pour
lesquelles les activités individuelles étaient présentes sur des polypeptides différents regroupés
en complexe par des liens non covalents (Kumar et al, 1970; Bratcher ef al, 1976). Toutefos,
lorsque toutes les précautions furent prises lors de la préparation d'exfraits de FAS animale, il
fut démontré qu'elle se présentait en fait sous la forme de deux polypeptides identiques, soit
deux homodimeres (Alberts et al, 1975; Stoops et al, 1975). Au méme moment, on mis en
évidence que la FAS, chez la levure, était aussi composée de larges polypeptides
multifonctionnels (Knobling et al, 1975). Il fut alors décidé d'utiliser le terme FAS 'de type I
pour la forme animale et de levure (larges polypeptides multifonctionnels) et FAS 'de type IT'

pour les plantes et les procaryotes (plusieurs polypeptides monofonctionnels individuels)



(Smith et al, 2003). La FAS animale se présente donc sous la forme de deux sous-unités de
250 kDa (dont un homodimere est présenté a la Figure 1.2), alors que des analyses
biochimiques et génétiques montrérent que la FAS de levure était formée de deux sous unités
non identiques de 185 et 180 kDa (Schweizer E., 1977). Vers la fin des années 1980, la
séquence compléte des deux sous unités de la FAS de levure, ainsi que la séquence de la FAS
chez le rat et le poulet étaient connues (Schweizer ef al, 1989; Amy ef al, 1989; Holzer et al,
1989).
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Figure 1.2 : Complexe homodimére FAS chez les mammifeéres. Représentation schématique d’un
homodimere de 250 kDa du complexe FAS chez les mammiferes. Chacune des chaines identiques du
dimeére contient trois domaines. Le domaine 1 (bleu) contient 1’acétyl transférase (AT), la malonyl
transférase (MT) et ’enzyme de condensation (CE; « condensing enzyme »). Le domaine 2 (jaune)
contient I’ « acyl carrier protein » (ACP), la f-ketoacyl réductase (KR), la f-ketoacyl déshydratase (DH)
et I’enoyl réductase (ER). Le domaine 3 (rose) contient la thioestérase. Tirée de Tsukamoto ef al, 1983.

1.2.2- Mécanisme d’action

La FAS catalyse donc la deuxié¢me réaction de la biosynthése des acides gras. Elle effectue
I’élongation des chaines de carbone par sept étapes successives et permet la formation du
palmitate et du stéarate. Les étapes permettant cette élongation sont représentées a la Figure
1.3. En résumé, le transfert des unités acyles de 1’acétyl-CoA et du malonyl-CoA sur la
protéine FAS débute le premier cycle. I.’acétyl-CoA se fixe de maniére covalente a ’enzyme
et le malonyl-CoA se fixe sur la partie ACP (« acyl carrier protein »). Par décarboxylation,

’acétyl-CoA est ajouté & I’extrémité libre du malonyi-CoA. Cette nouvelle molécule est par la
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suite transférée au site de fixation de I’acétyl-CoA. Une nouvelle molécule de malonyl-CoA
peut maintenant se fixer 4 I’ACP et 1’élongation continue en fixant la premiére molécule a

quatre atomes de carbone a I’extrémité libre du malonyl-CoA (Smith et al, 2003).
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Figure 1.3 : Action de la FAS. Schéma des différentes étapes permettant I’élongation -des chaines de
carbone par FAS-envue d’obtenir du-palmitate. Tirée de www.humbeldt.edu.

1.2.3 - Structure de la protéine FAS

‘Chez les vertébrés, la protéine FAS. est le produit d'un seul géne qui génere une chaine
polypeptidique d'environ 250 kDa (deux monoméres), laquelle est modifiée post-
traductionnellement par l'addition d'un groupe phosphopantotheine (Alberts et al, 1984). Elle
est multifonctionnelle et se présente sous la forme d’un homodimeére constitué par deux sous-

unités de 250 kDa. Un exemple de monomere est présenté en Figure 1.4 (Alberts ef al, 1984).
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Pour étre fonctionnelle, la FAS doit étre sous la forme d’un tétrameére, ¢’est donc dire de deux
homodiméres. Chaque monomeére contient trois domaines N-terminaux; 'enzyme de
condensation, la malonyl/acétyl-CoA transacylase et déhydratase. Ces domaines N-terminaux
sont séparés par un corps de quatre domaines C-terminaux; l'enoyl reductase, la f3-ketoacyl
reductase, |' « acyl carrier protein » et la thioesterase (Smith e al, 2003). La cinétique et la
spécificité de la réaction de fixation du substrat (catalysée par la malonyl/acetyl-CoA
transacyclase), de la réaction de condensation (catalysée par ’enzyme de condensation) et de
la réaction de terminaison de la chaine (catalysée par la thioesterase), assurent que les
molécules intermédiaires ne se séparent pas de l'enzyme (Smith et al, 2003). Seulement les
chaines saturées sont allongées. Le principal produit libéré est le palmitate (Smith, S. ez al,
2003).

-\I-i Cumiun::in-g Malanyl.a:c!y!-Ct;A Dehydretase  Eroyl i ﬂ-K.etan ACP Thiceslerass .
" Ermyme (O 2) Transacylase (7)) Reduetase Reductase (7o) o

Crder of domains i pnmary gructure of mammalian Fatty Acid Synthase

Figure 1.4 : Monomére de ]a FAS. Représentation de I’ordre dans lequel se présente, en structure
primaire, les différents domaines du complexe enzymatique FAS chez les mammiferes. Tirée de
www.dentistry.leeds.ac.uk.

1.2.4 - Expression tissulaire

Alors qu’il a longtemps été la régle de penser que la synthése de novo des acides gras se
produisait uniquement au niveau du foie, des études récentes démontrent qu’elle se produit
aussi, mais de fagon moindre, au niveau des adipocytes, du moins chez le rat et ’humain
(Wang et al, 2004). L’influence de facteurs hormonaux et nutritionnels sur la lipogenése, et ce
tant au niveau hépatique qu’adipeux, a d’ailleurs €té démontrée, il y a quelques années
(Kersten et al, 1999). Chez les humains, les résultats des études sont plus controversés. Le
groupe de Aarsland a montré qu’un régime riche en sucres augmentait la synthése totale des
graisses, mais que cette augmentation ne pouvait uniquement étre attribuée a la lipogenése
hépatique, suggérant ainsi que cette derniére était augmentée dans les adipocytes (Aarsland et
al, 1997). D’autres groupes ne rapportent aucune différence de la lipogenése ou de ’activité
des enzymes lipogéniques au niveau du tissu adipeux humain suite & des changements dans la
diéte (Diraison et al, 2003; Letexier et al, 2003). Par contre, les études in vitro sur le tissu
adipeux se multiplient et démontrent bien, et ce dans des lignées cellulaires de souris et des

adipocytes primaires humains, que I’insuline, I’angiotensine II et les glucocorticoides
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augmentent la lipogenése et ces enzymes clés (Jones et al, 1997; Claycombe et a/, 1998; Wang
et al, 2004). L’activité de la FAS, ainsi que son taux de transcription sont augmentés
considérablement sous ces conditions (Wang et al, 2004). 11 est & noter que les études in vivo
ont plus de poids que les études in vitro. Les différentes substances ayant de I’influence sur le
niveau d’expression des genes impliqués dans la lipogeneése, plus particulierement sur

I’expression de la FAS, font I’objet de la prochaine sous-section.

Les transcrits d’ARNm de la FAS ont été retrouvés dans la majorité des tissus; par exemple le
tissu adipeux, le foie, les poumons, le cerveau, les reins, le petit intestin, de méme que le
placenta. Généralement, I’abondance des ARNm FAS a ’intérieur du tissu détermine le taux
de synthése de la protéine FAS, et ultimement le contenu en protéine FAS dans le tissu. Au
niveau du foie, le taux de transcription du géne FAS est corrélé avec le niveau d’ARNm FAS,
alors que le contenu en ARNm FAS dans le tissu adipeux serait déterminé par des facteurs
affectant la transcription du gene et la stabilité des ARNm (Clarke S.D., 1993). Alors qu’il
existe une modulation de 1’abondance des ARNm de FAS au niveau du foie et du tissu
adipeux, il semble que son expfession dans d’autres tissus est indépendante des manipulations
hormonales et nutritionnelles (Clarke S.D., 1993).

Tel que mentionné précédemment, la FAS est exprimée au niveau du cerveau. Alors que
certains pensaient qu'elle se localisait dans les cellules non neuronales, des études
immunohistochimiques ont démontré que la FAS était exprimée de fagon prédominante dans
les neurones de plusieurs régions du cerveau, tout comme d'autres enzymes de la voie de
synthése des acides gras (Acétyl-CoA carboxylase (ACC) et Malonyl-CoA décarboxylase
(MCD)) (Kim et al, 2002). En ce qui concemne les oiseaux, dont notre modele d’étude fait
partie, il semble que la lipogenése serait essentiellement hépatique (Clarke S.D., 1993).

1.2.5 - Géne FAS et région promotrice

Le gene FAS de I’oie s’étend sur approximativement 50 Kpb (Kameda ef al/, 1991), alors que
celui du rat fait 20 Kpb (Amy ef al, 1992) et la région codante du géne FAS chez I’humain ne
dépasse pas plus de 19 Kpb (Jayakumar et a/, 1995). Une comparaison des régions codantes
N-terminales (résidus 1 & 352) de la FAS a permis de découvrir que I’homologie en acides
aminés est de 88.5% entre ’oie et le poulet (Holzer et al, 1989), et de 77.3% entre 1’oie et le

rat (Amy et al, 1989). L’homologie au niveau de la séquence en acides nucléiques est quant &
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elle de 81.3% entre ’oie et le poulet (Holzer et al, 1989) et de 61.5% entre "oie et le rat (Amy
et al, 1989).

Le gene FAS a été isolé chez plusieurs organismes, dont le poulet, I’oie, le rat, la souris et plus
récemment chez ’humain. Les régions promotrices ont été clonées, permettant 1’étude de la
régulation du géne. La Figure 1.5, tirée de I’article de Wang et a/ (2004), montre I’alignement
des régions promotrices du géne FAS pour les cinq organismes précédemment cités. Bien que
de plus longs fragments aient €té séquencés, ce groupe s’est concentré sur les premiéres 1000
paires de bases, sauf pour I’oie puisqu’au moment de la publication de leur étude, seulement
597 pb étaient disponibles (Wang et a/, 2004). On retrouve sur cet alignement des éléments de
réponse communs entre espéces. Comme on peut le voir sur la Figure 1.5, les 150 premieres
paires de bases du promoteur sont hautement conservées entre les cinq espéces. Les
différences de séquences sont plus grandes au-dela de ces 150 pb. Toutefois une autre région
bien conservée se retrouve entre -400 et -600. C’est dans cette région que se trouve un site de
fixation & 1’élément de réponse & ’insuline FAS-1 (FIRE; « FAS Insulin Response Element »)
(Wang et al, 2004). La synthétése des acides gras est principalement régulée par la diéte ainsi
que par ’action d’hormones, cette régulation étant majoritairement effectuée au niveau
transcriptionnel (Goodridge et al, 1991; Girard et al, 1994; Kim et al, 1998).Dans des
adipocytes ou hépatocytes en culture ou chez des souris transgéniques exprimant un geéne
rapporteur sous le contrdle du promoteur FAS, les éléments nécessaires a la régulation
hormonale, nutritionnelle de 1’expression de FAS (dépendante du tissu) seraient contenus dans
les premicres 2,1 Kpb du promoteur (Wang et al, 2004). Le groupe de Latasa et al (2003) a
d'ailleurs démontré dans un modéle de souris in vivo la nécessité de la présence de deux
¢léments, soit un SRE & -150 et une E-box -65 (agissant a titre de IRE; « Insulin Response
Element »), afin d'obtenir une régulation par le glucose et par l'insuline pour le promoteur FAS
de rat. Dans un article publié récemment, ils affirment que des facteurs de transcription, soit le
USF-1, USF-2 et SREBP-1c jouent un rdle dominant dans la régulation transcriptionnelle du
gene FAS et ils avancent méme la possibilité que ces facteurs agissent de maniére coopérative
(Griffin et al, 2004). Ces facteurs de transcription agissent via les deux éléments nommés
précédemment du promoteur FAS chez le rat. En effet, USF-1 et USF-2 se fixent sur la E-box
a -65, alors que SREBP-1c se fixe sur le SRE classique a -150, de m&me qu’a un site
superpos€ a la E-box a -65. 11 a été démontré, dans des hépatocytes primaires, que la région

contenue entre -151 et -42 du promoteur serait nécessaire pour la régulation de la transcription
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de FAS par Pinsuline et le glucose, cette région comprenant la E-box a -65, un site de fixation

superposé de SREBP-1c¢ et un site de fixation pour NF-Y et Spl (Magana et a/, 2000).
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Figure 1.5: Alignement de promoteurs FAS, Comparaison entre le promoteur FAS humain et les
promoteurs FAS de souris, rat, poulet et de Poie. Les séquences encadrées représentent des éléments
régulateurs. AgRE, «agouti response element»; «E-box consensus», CANNTG; « GC-box
consensus », GGGCGG; hFIRE, « hepatic FAS insulin response element »; ICE, « inverted CAATT
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element »; LXRE, « liver X receptor element »; Sp1, « stimulatory protein 1 »; SRE, « sterol response
element »; TATA, « TATA-box »; TRE, « thyroid response element ». Tirée de Wang ef o/, 2004.

Chez ’humain, les études menées par le groupe de Wakil ont permis d’isoler le géne FAS, de
le caractériser et d’analyser la partie promotrice. Cette étude a montré que le géne l;AS chez
I’humain possédait deux promoteurs, le I et le II. La force du promoteur II, qui est localisé a
Pintérieur de I’intron I, est approximativement égale au 1/15° de la force du promoteur I.(Hsu
et al, 1996).

La séquence nucléotidique de la partie promotrice du géne FAS chez ’oie est présentée en
Figure 1.6. Kameda et collaborateurs (1991) ont séquencé 597 pb en amont du site d’initiation
de la transcription. L analyse informatique révéle la présence d’une boite TATA a -28 pb et
d’an motif CCAAT a -60. La région en amont de la boite TATA est composée a 73% de G/C
et elle contient cing sites potentiels de liaison peur le facteur de transcription Spl (positions -
113, -196, -247, -347 et -424). Des sites putatifs de fixation pour AP-2, C/EBP et pour les

récepteurs de la T3 et de glucocorticoides.sont aussi indiqués sur la Figure 1.6..

-597 AGTCACCACA CAATCGCTTA TCGCCTAGCA ACACCTACCG GGCACGCCAT TGGCAGGCTG
~537 CGECCECGEC CAACGCCCCC GCCTGATTGE GTGCCGGCCE AGGACTGCGE GTCCAGCCGE
GR

-477 GCGCCCETTE TCTTTGTGCG CTGCCGGGTG CGCGGCGATC CGTGGCCCGG CGCCCGECCa

e

-417 GCTTCAGCGC GCCCTGCCGA GCCACGGTGE CGGCGCAGTA GTAGTCCCAA CCACAGTGTG

-357 CACATCCGCG GGGCGGGGGG AGAGGGACAC AGAAAGGGAC GTGGCGCTCG CTGCGATGGA
P

-297 CTTGGGCAAA GCCAGCGCCG GTCGCAGAGC GCGGCCTTCC ACGGCCTCCA GGGCGGGGEG
AP—2

-237 CAGGAGCTTG GCCCAGTGCC GCGGGCACGGE GCGCCCGACG GTCCGCCCCG GCCTGCCCAA

C/EHBP TRE?
-177 GACCCCCTCC TCCTGTGGAA CGGCTCTGGC GGACAGGGGT TGGCATCACC CCGGGGCCGG
Ap—2 TEE?
—-117 CTCAGGGCGG CCCTGCCCCA GCTCTCATTG GACTGCGGCG AGGAGTAMRC TGTCAGCEGCA
I +1

-57 IGTGCGTGGC CGCCGGAGGT GGCGGCTG TAAATHGCGG TGGGAGCTAG AGGGAGACAG

«4 TGAGGAGAGS GCGGAGCATC GGACGTACGC AGCTCGGCAC CGGCCGCCGC AGCGCCCGAG

+64a TCCGCCTGAA GAGCCTGCCC CGCAGCAGCC CGGTCCGGCG CTGAGCTGAC TACAGGGTCC
HindIir
“124 TCTCGGCACG ARGCTT

Figure 1.6 : Séquence nucléotidique de.la région 5’-flanquante du géne de la synthétase des acides
gras de Poie. +1 représente le site d’initiation de la transcription. Les fléches représentent 5 sites de
liaison probables pour le facteur de transcription Spl. Les éléments de régulation potentiels pour les
glucocorticoides et I’hormone thyroidienne sont surlignés, alors que les sites de fixation peur C/EBP et
AP-2 sont soulignés. Tirée de Kameda ef al, 1991.

Lors d’expériences de transfections transitoires utilisant un fragment d’ADN de 1,6 Kpb, les

auteurs ont obtenu une stimulation de 2,3 fois de I’activité du géne rapporteur utilisé suite a
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une stimulation a la T3, en présence d’insuline. Ce groupe a alors identifié¢ deux zones comme
étant des éléments de contrdle potentiels de la T3, soit un 4 -91 et ’autre a -106. Ces éléments
ont été identifiés par ’analyse informatique. Les auteurs n’ont cependant pas poursuivi leurs

études sur ce promoteur (Kameda ef al, 1991).

1.3- Inhibiteurs pharmacologiques

La cérulénine, ou le C75, diminue Pactivité de la FAS. Cette substance avait d’abord été
utilisée dans le traitement du cancer, puisqu’elle induit I’apoptose des cellules cancéreuses
(Kuhajda et al, 1994). Il a par la suite ét¢ montré qu’elle réduit ’apport alimentaire en
diminuant I’appétit et entraine de grandes pertes de poids réversibles (Ronnett ef a/, 2005). La
cérulénine est un antibiotique naturel produit & partir d’un champignon et possédant un large
spectre d’inhibition sur ’enzyme FAS (Omura S., 1976; Funabashi et al, 1989). Ce produit
entralne une perte de poids considérable et réversible, tant chez les souris minces, qu’obeses
(ob/ob) (Loftus et al, 2000; Makimura et a/, 2001). Malheureusement, ce produit naturel ne
fonctionne pas toujours, son efficacité étant variable selon les souches de souris. De plus, elle
est trés difficile a solubiliser et son action interfere avec 1’acétylation des protéines (Deeney et
al, 2000; Ronnett ef al, 2005). C’est pourquoi les scientifiques développérent un inhibiteur
synthétique, le C75. En plus d’inhiber FAS, de réduire 1’apport alimentaire et d’entrainer une
perte de poids significative, des études ont révélé que le C75 stimulait aussi le géne CPT-1
(camitine palmityl-transférase-1) et augmentait la 3-oxydation. Des hypothéses concemant les
mécanismes d’action selon lesquels la cérulénine et le C75 agissent ont donc été proposées.
Ces substances altéreraient le profil d’expression de certains neuropeptides reliés a
I’alimentation comme NPY, impliqué dans les mécanismes d’action de la leptine. Le C75
aurait toutefois de effets non désirés, ce qui explique pourquoi on cherche toujours a trouver

de nouvelles molécules (Ronnett et al, 2005).

1.4 — Hormones thyroidiennes et récepteurs
Le but de notre étude étant d’étudier la régulation de la FAS par la T3, nous allons introduire
ici les hormones thyroidiennes, les récepteurs nucléaires de ces hormones, de méme que leur

mécanisme d’action.
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1.4.1 — Hormones thyroidiennes

La glande thyroide, située dans la partie antérieure du cou, est composée entre autres de
cellules folliculaires qui sécrétent une glycoprotéine appelée thyroglobuline. C’est a partir de
ces molécules de thyroglobulines, auxquelles va s’attacher I’iode, que sont dérivées les
hormones thyroidiennes (TH). A I’exception de certains organes adultes (la rate, les testicules,
I’utérus et la glande thyroide elle-méme), les TH agissent sur les cellules de presque tous les
tissus. Ces hormones thyroidiennes contiennent donc toutes les deux de 1’iode; soit quatre
atomes pour la thyroxine (T4) et trois atomes pour la triiodothyronine (T3). La T4 est sécrétée
par les follicules thyroidiens, alors que la majeure partie de la T3 est formée dans les tissus
cibles suite & la conversion de la T4 en T3 par des 5’-déiodinases (Larsen ef a/, 1981). Elles
ont des effets marqués sur la croissance, le développement et les fonctions métaboliques de
tous les tissus et organes chez ’humain et autres organismes supérieurs (Wolff ef al, 1964;
Oppenheimer ef al, 1983; Samuels H.H., 1983). La sécrétion de T3 au niveau du foie est
augmentée lors de I’alimentation. La T3 est dix fois plus active que la T4 (Samuels H.H,,
1983).

1.4.2 — Récepteurs nucléaires a la T3

Les récepteurs a la T3 font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires constituée par un
trés grand nombre de facteurs de transcription spéciaux dont l'activité est, dans plusieurs cas,
régulée par leurs ligands respectifs (Mangelsdorf et al, 1995). Cette superfamille est
généralement divisée en deux groupes. Le groupe de Type I renferme les récepteurs
stéroidiens classiques qui sont responsables des actions des hormones stéroidiennes telles; les
glucocorticoides, les minéralo-corticoides, les progestines, les androgénes et les estrogénes. Le
groupe de Type II inclu les récepteurs aux hormones thyroidiennes (TRs), aux acides
rétinoiques (ceux de 1’acide rétinoique (RARS) et ceux du facteur X rétinoique (RXRs)), a la
vitamine D (VDR), aux peroxisomes (PPARs), ainsi que plusieurs récepteurs dits orphelins,

dont le ligand reste inconnu (Dangshen ef a/, 2002).

Les récepteurs de Type I agissent en se liant & leur élément de réponse palindromique sous la
forme d'homodimeres (Aranda et @/, 2001); ceux de Type II ont un mode de fonctionnement
beaucoup plus complexe. Les récepteurs de Type II peuvent se lier 2 'ADN sous la forme de
monomeéres, d'homodiméres et d'hétérodiméres (Umesono ef al, 1991; Forman ef al, 1992).

Les éléments de réponse auxquels ils se fixent sont aussi complexes (quoiqu'il existe des
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séquences consensus) et peuvent se présenter sous la forme de séquences répétées directes (—
—), inverses (— <) ou renversées («— —) (Mangelsdorf et al, 1995). C'est donc de cette
derniére fagon que fonctionne le récepteur de 'hormone thyroidienne, puisqu'il fait partie du

groupe de Type II.

La régulation transcriptionnelle via les TRs est déterminée par un réseau dynamique qui
integre l'action de plusieurs intervenants. En effet, ce réseau comprend le récepteur lui-méme,
son ligand, des sites de fixation a I'ADN, des facteurs de transcription auxiliaires, des
corépresseurs (SMRT (famille TRAC), mSin3 et N-Cor (famille TRAC)) et coactivateurs,
ainsi que les voies de signalisation cellulaire (Glass et al, 2000). D'ailleurs, l'abondance
relative ou la disponibilité des coactivateurs par rapport aux corépresseurs peut influencer
’effet des TRs.

1.4.3 - Isoformes et expression

Les récepteurs d’hormones thyroidiennes sont des facteurs de transcription dépendant de la
fixation de leur ligand, la T3. Deux geénes codent pour les récepteurs, soit les génes THRA et
THRB, qui sont situés sur différents chromosomes, respectivement le chromosome 3 et 17
(Cheng S-Y., 2000). Suite a de ’épissage alternatif, on retrouve plusieurs isoformes de ces
récepteurs, soit a-1 et a-2 (issus de THRA) ou B-0 (chez les oiseaux), -1 et B-2 (issus de
THRB). Ces différents isoformes sont présentés a la Figure 1.7A (sauf TRa-2 qui ne fixe pas
la T3). Les TRs sont formés de structures modulaires dont le domaine de liaison du ligand en
C-terminal et le domaine de liaison a I’ADN au centre de la molécule. Ils ont une homologie
trés grande, sauf dans leur domaine N-terminal A/B (Cheng S-Y., 2000; Yen P.M., 2001)
Figure 1.7B. Contrairement aux récepteurs des hormones stéroidiennes, aucune partie
cytoplasmique n’a ét€ identifiée (Samuels ef al, 1974; Casanova et al, 1984), et ces récepteurs
peuvent s’associer avec d’autres protéines nucléaires en absence de ligand (Samuels et al,
1974; Koerner et al, 1975; Casanova et al, 1984). Le récepteur d’hormones thyroidiennes
contenu dans des extraits nucléaires peut s’associer in vitro a I’ADN (MacLeod et a/, 1976;
Perlman et a/, 1982).
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Figure 1.7 : Représentation de différents isoformes des récepteurs d’hormone thyroidienne. A)
Alignement des isoformes TRa-1 et TRB-0/1 et 2, les récepteurs qui peuvent lier la T3. Tirée de Yang er
al, 1999. B) Schéma de la structure générale des TR. Les TRs contiennent un domaine N-terminal A/B,
un domaine C central de liaison 3 ’ADN qui contient deux doigts de zinc (DBD; « DNA binding
domain »), une région D contenant un signal de localisation nucléaire et finalement un domaine C-
terminal E servant a la liaison du ligand (LBD; « Ligand binding domain »). Tirée de Yen P.M., 2001.

L’expression des TRs est spécifique & chaque tissu et est régulée par le développement (Cheng
S-Y., 2000; Yen P.M.,, 2001). Les isoformes a-1 et B-1 sont exprimés de fagon ubiquitaire,
cependant, a-1 est exprimé majoritairement au cceur, dans les os et au cerveau (O’Shea et al,
2003; Zhang et al, 2002; Wondisford F.E., 2003), alors que TRB-1 est plus abondant au niveau
du foie, du rein et de la glande thyroide (O’Shea et al, 2003; Wondisford F.E., 2003).
L’expression de TRB-2 est limitée a la glande pituitaire, & ’hypothalamus, la rétine et a
oreille interne (Wondisford F.E., 2003), alors que TRB-0 I’est au niveau du cceur et du rein
(Williams G.R., 2000). La modulation de I’expression durant le développement des différents
isoformes des TRs a été particuliérement bien étudiée au cerveau. Chez plusieurs especes,
incluant les humains, le géne THRA est exprimé de fagon hétive (premier trimestre) au
cerveau du foetus, alors que le géne THRB est exprimé plus tard dans le développement du
cerveau (Forrest et al, 1991; Bradley et al, 1992; Iskaros et al, 2000).

Les récepteurs TRs ont des propriétés ‘doubles’ de transcription, ce qui veut dire qu’ils
peuvent autant réprimer qu’activer ’expression d’un géne donné, et ce selon le statut

hormonal, la nature du promoteur, ainsi que le contexte cellulaire (Yang et al, 1999). La
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capacité des isoformes a-1, B-0 et -1 de réprimer la transcription de plusieurs de leurs génes
cibles en absence d’hormone, et d’activer la transcription de ces mémes génes en présence de
I’hormone, est particulierement bien caractérisée (Damm et al/, 1989; Sap et al, 1989;
Baniahmad et a/, 1992; Casanova et al, 1994; Baniahmad et al, 1995, Sjoberg et al, 1995;
Schulman et al, 1996). Ces propriétés de régulation particuliéres sont trés fortement reliées a
la capacité de ces récepteurs de recruter des protéines accessoires, appelées corépresseurs et

coactivateurs, qui serviront a médier la réponse transcriptionnelle (Horwitz et a/, 1996).

1.4.4 - Mécanisme d’action

Bien qu’il manque encore beaucoup d’informations afin de bien comprendre les mécanismes
de fixation de la T3 a son récepteur, ils impliqueraient apparemment des modifications dans la
matrice de chromatine (Pazin et al, 1997; Wolffe A.P., 1997). En absence d’hormone, les
récepteurs lient physiquement des corépresseurs appelés SMRT et N-Cor (Chen et al, 1995;
Horlein et al, 1995; Sande et al, 1996; Seol et al, 1996; Zamir et al, 1996). Par la suite, ces
molécules recrutent, au moment opportun, un complexe protéique contenant mSin3 et une
histone désacétylase, qui en hypoacétylant la chromatine, diminuerait I’accessibilité de la
machinerie transcriptionnelle 4 PADN. A I'inverse, la fixation du ligand (T3) aux TRs
entraine un changement de conformation des TRs, libérant ainsi le complexe de corépresseurs,
et le recrutement de complexes coactivateurs, dont plusieurs posséderaient une activité histone
acétyltransférase (Casanova et al, 1994; Baniahmad et a/, 1995; Chen et a/, 1995; Horlein et
al, 1995; Wagner et al, 1995; Chen et al, 1996; Horwitz et al, 1996; Sande et al, 1996;
Schulman et al, 1996; Lin et al, 1997).

La triiodothyronine se fixe sur son récepteur au niveau du cytoplasme, tout prés de la
membrane nucléaire. Ce complexe est ensuite internalisé dans le noyau, ou il régule la
transcription des génes en se fixant aux éléments de réponse a la T3 (T3RE ou TRE) présents
dans les régions régulatrices de nombreux génes impliqués dans la lipogenése hépatique
(Glass et al, 1990) (Figure 1.8). Les TRE consistent, tel que mentionné précédemment, en des
paires de répétitions hexamériques sous la forme de palindromes de séquences répétées
directes, inverses, renversées ou sous la forme de simples copies de I’hexameére (Thurmond et
al, 1998). 1ls peuvent en effet s’associer avec d’autres facteurs de transcription tels que les

LXR et les RXR (Harvey et a/, 2002).
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1.5 - Exemple du promoteur du géne de ’enzyme malique

1.5.1 - Introduction

Le géne de I’enzyme malique étant régulé de fagon similaire au géne FAS (régulation par les
nutriments et hormones), des rapprochements peuvent donc &tre faits entre ces deux geénes. Le
géne de 'enzyme malique étant, jusqu’a présent, beaucoup plus étudié que celui de la
synthétase des acides gras, les études effectuées sur ce dernier constituent en quelque sorte des

balises pour I’étude de la FAS.
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Figure 1.8 : Représentation de la voie de signalisation de la T3. Ici I’asseciation hormone-récepteur
est indiquée comme se faisant au niveau du cytoplasme. Ce schéma est présenté a titre d’exemple
général, les protéines associées au complexe T3-TRE sont donc considérées comme des protéines
ascessoires, et ne sont, par conséquent, pas décrites. Tirée & ’origine de www.sigma.ca, mais modifiée
par C. Martel.

1.5.2 - Régulateurs connus

De nombreuses études qui traitent de la régulation nutritionnelle et hormonale du géne de
I’EM, ont été publiées par 1’équipe du Dr A.G. Goodridge. L’activité de cette enzyme est
faible lorsque les hépatocytes de poulets embryonnaires sont cultivés en absence d’hormones
ou uniquement en présence d’insuline. Par contre, lorsque 1’on ajoute de la trijodothyronine,
on remarque une augmentation de la présence des ARNm de ’enzyme malique de 30 a 50 fois

et, en présence d’insuline et de T3, une augmentation de prés de 100 fois (Winberry et al,
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1983). Les acides gras a chaines moyennes (MCFA), tels I’hexanoate et I’octanoate, de méme
que le glucagon qui n’est pas un MCFA, inhibent cette augmentation causée par I’insuline et la
T3 (Winberry et al, 1983). Ces changements d’activité sont dus essentiellement & une
modification de la transcription du géne (Roncero et al, 1992). Des éléments de régulation qui
conférent la propriété de réponse a la T3 et & I’hexanoate ont été localisés entre —4.1 kb et —
0.41 kb en amont du site d’initiation de la transcription dans le promoteur du géne de ’enzyme
malique (Hodnett et al, 1996). L’inhibition par les MCFAs serait due a I’action de ces
composés sur les zones de réponse & la T3, empéchant ainsi I’hormone d’agir, les mécanismes

exacts de leurs actions restant encore a élucider (Thurmond et al, 1998).

1.5.3 - Eléments de réponse a la triiodothyronine (TREs)

L’équipe de Goodridge (Luckow et al, 1987; Hodnett et al, 1996) a démontré que le géne de
I’enzyme malique contenait au moins six TREs, dont cinq sont regroupés dans une unité de
réponse a la T3 de 130 pb (T3RU- « T3 Unit Response ») (Hodnett et al, 1996). Cette unité de
réponse se retrouve a 3.8 Kpb en amont du site d’initiation de la transcription et son action est
complétée par un TRE supplémentaire situé a 800 pb en aval du T3RU. Les éléments de
réponse contenus dans le T3RU ressemblent a des DR4, c’est-a-dire des répétitions directes
séparées par 4 bases variables, et chacun apporte une contribution trés variable a la réponse
totale du T3RU. Ce groupe a aussi montré qu’en plus des nucléotides compris a I’intérieur des
demi sites (répétitions), les nucléotides situés juste a proximité joueraient un réle critique dans
la définition des rbles propres a chaque TREs, ceci parce qu’ils lieraient de nouvelles protéines
(Hodnett et al, 1996).

1.6 — Effets des acides gras a chaines moyennes (MCFAs)

La T3 augmente de fagon importante la transcription du géne de la FAS et de I’EM dans les
hépatocytes de poulets embryonnaires (Goodridge et al, 1967). Il a été démontré que les
MCFAs inhibaient cette induction (Roncero et al, 1992). Des travaux ont aussi montré que
pour I'EM, I’hexanoate (C 6:0) et I’octanoate (C 8:0) sont plus particuliérement responsables
de cette inhibition (Thurmond et al/, 1998). Des résultats similaires ont d’ailleurs été obtenus
au laboratoire du Dr Mounier, et ce sur la FAS. L’inhibition par les C 6:0 et les C 8:0 est
sélective et spécifique dans la mesure ou les acides gras a 4 ou 10 carbones n’ont pas ou peu

d’effet. Les MCFAs inhibent directement la transcription, ne modifiant pas la fixation de la T3
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aux TR ou celle des TR aux TREs. Contrairement aux acides gras polyinsaturés & longue
chaine qui régulent la transcription de certains génes en se fixant directement sur un élément
de réponse qui leur est spécifique ou en modifiant des protéines régulatrices, ’action
inhibitrice des MCFAs se produit directement sur le complexe TRE-TR-T3. Leur(s)
mécanisme(s) exact(s) d’action reste(nt) cependant encore a élucider; par contre ils pourraient

agir en inhibant la fonction de transactivation du récepteur (Thurmond ef a/, 1998).

Les objectifs principaux de ce travail de recherche étaient principalement :
- d’étudier la régulation de I’expression du géne FAS de P’oie par la T3 et I’insuline
en utilisant la région promotrice du géne;
- de localiser un élément de réponse a la T3 dans la partie promotrice du géne FAS
chez I’oie, et finalement;

- de caractériser certains des éléments se fixant a ce TRE.



CHAPITRE I

MATERIELS ET METHODES

2.1 - Matériels
Cette section présente briévement le matériel utilisé lors de cette étude.

2.1.1 - Cellules
Dans la présente ¢tude, plusieurs types cellulaires ont été utilisés; des cellules de la lignée

LMH, des cellules de la lignée HepG2 et des hépatocytes de poulets embryonnaires.

Lalignée LMH

Les cellules de la lignée cellulaire LMH sont un modéle trés intéressant, puisqu’elles
proviennent d’un hépatocarcinome aviaire, c’est-a-dire d’une tumeur de foie de poulet
(Kawaguchi et al, 1987). Elles nous ont été fournies par le laboratoire de génétique animale de
’INRA a Rennes. Ces cellules sont relativement différenciées et démontrent une expression de
nombreux génes impliqués dans la lipogenése (FAS, ACC, SCD-1) (Belloir et al, 1997). Elles
répondent aux hormones, plus particulierement a la T3 et a I’insuline. Par contre elles

réagissent de maniére souvent différente des cellules primaires.

La lignée HepG?2

Les cellules de la lignée HepG2 sont des cellules transformées de foie d’origine humaine, plus

précisément d’un hépatoblastome humain. Ces cellules nous ont gracieusement été fournies
par le laboratoire du Dr Louise Brissette au Département des sciences biologiques de
I'UQAM. Cette lignée est intéressante car elle a aussi conservé un certain degré de
différenciation, comme la sécrétion de nombreuses protéines hépatospécifiques (transferrine,
albumine, protéines du complément, fibrinogéne) (Knowles et o/, 1980). Les cellules HepG2

ont un métabolisme lipidique trés actif, possédant une quantité de lipides intracellulaires et un
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pourcentage de triglycérides supérieur aux niveaux retrouvés chez les hépatocytes en culture

primaire.

Hépatocytes de poulets embryonnaires

L’utilisation d’hépatocytes de poulets embryonnaires pour cette étude s’explique
principalement par le fait que, chez cet organisme, la lipogenése s’effectue majoritairement au
niveau des cellules du foie, tout comme chez 1’humain. {(Goodridge et al, 1967; Gondret ef al,
2001). La contribution du foie & la synthése totale d’un organisme en acides gras varie selon
les espéces, I’dge de 1’animal, ainsi que la composition de la diéte. De fagon générale, la
synthése d’acides gras dans le foie des ruminants représente plus de 90% de la capacité de
synthése de novo d’acides gras chez le poulet (Clarke S.D., 1993). Ceci contraste avec ce qui
se passe chez le rat et chez les autres rongeurs souvent utilisés comme modeles (souris,
hamsters), ou les cellules du tissu adipeux jouent aussi un réle dans la synthése des acides
gras. De plus, le clone CosFASS que nous avons a notre disposition et qui contient une large
partie de la région promotrice, provient de 1’oie justifiant aussi I’utilisation du poulet comme
modele (I’homologie entre le géne de la FAS de I’oie et du poulet est de 81.3%) (Kameda ef
al, 1991; Le Fur et al, 1996). Finalement, lors d’études préliminaires utilisant la transfection
transitoire d’une partie de la région promotrice du géne de la FAS dans des hépatocytes de
poulets en culture primaire, il a été possible d’en mesurer 1’activité, fournissant donc des
preuves que ce systéme est bien valable pour 1’étude ici proposée (Kameda er al, 1991;
Thurmond et a/, 1998).

Les cellules primaires sont des cellules non transformées isolées directement de tissus. Dans
nofre cas, il s’agissait de foies de poulets embryonnaires. Pour ce faire, nous avions a notre
disposition au laboratoire un incubateur a ceufs. Les ceufs fécondés produits par le couvoir
Simetin (Mirabel, QC, Canada) étaient regus toutes les semaines, identifiés et placés a
I’incubateur 4 un degré d’humidité constante et a une température entre 39-40°C. La technique
employée afin d’isoler les cellules de foie d’embryons de poulets est expliquée en détails a la
section suivante. Alors que les cellules de lignées permettaient la mise au point des modeles,
les cellules primaires devaient permettre d’effectuer les véritables tests, celles-ci se
rapprochant beaucoup plus du modéle in vivo. Les hépatocytes en culture ne sont pas
transformés et expriment donc des réponses plus fiables aux différentes hormones que 1’on

ajoutait a leur milieu.
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2.1.2 - Plasmides, cosmides et souches bactériennes

Plusieurs plasmides différents ont été utilisés lors de nos expériences. Tout d’abord, le vecteur
pBlueScript a été majoritairement utilisé pour réaliser les sous-clonages et & séquencer le
fragment proximal de la partie promotrice. Pour les expériences avec le géne rapporteur
luciférase, les vecteurs utilisés ont été pGL2-Basic (contrdle négatif et clonage du fragment
étudi€) et le vecteur pGL2-Control contenant le promoteur du virus SV4Q (contrdle positif).
Pour les expériences avec le géne rapporteur CAT (chloramphenicol acétyl transférase), les
vecteurs utilisés ont été pJEFCAT1 (contréle négatif, clonage des fragments étudiés), le vecteur
pJFRSVCAT! contenant aussi le promoteur de SV40 (contrble positif) et le vecteur
pBLCAT2 contenant le promoteur minimal de la thymidine kinase. Le vecteur pBLCAT2 a
été utilisé pour le clonage des petits fragments internes, et ce afin de nous permettre d’en
mesurer I’activité promotrice. Le vecteur d’expression pSV-SPORT1-TRa, contenant I’ ADNc
du récepteur TRo, a aussi été utilisé pour effectuer des expériences en condition de
surexpression du récepteur. Les vecteurs étaient déja tous disponibles au laboratoire
(généreusement fourni par B.1. Posper de I’Université McGill, C. Diot de 'INRA de Rennes,
F.B. Hillgartner de I’Université de West Virginia et par A.G. Goodridge de 'Université de
I’lowa), sauf le vecteur pBLCAT2 qui provient du laboratoire du Dr Eric Rassart du
Département des sciences biologiques 4 I'UQAM. A titre de vecteur contrdle pour mesurer
I’efficacité de transfection, le vecteur pSVf-galactosidase contenant le promoteur SV40 a été

utilisé. Ce dermier provenait aussi du laboratoire du Dr Rassart.

L’ADN génomique de FAS était contenu dans un cosmide nommé CosFASS. 11 s’agit d’un
cosmide qui contient environ 46 Kpb du géne FAS. Cette construction d”’ADN génomique
inclut 12 Kpb d’ADN en aval du site d’initiation de-la transcription renfermant 7 exons, ainsi
que 34 Kpb en ament contenant la partie promotrice. Le clone CosFASS, contenant une
grande partie de la région promotrice du géne de la FAS. vient du laboratoire du Dr A.G.

Goodridge (University of lowa), évitant ainsi de nombreuses étapes préliminaires.

Les principales souches bactériennes- utilisées sont des bactéries Escherichia coli DHSa, pour
les expériences de clonage, ou XL1-Blue lors de I’amplification du cosmide. Au départ, ces
bactéries ont été récupérées au laboratoire du Dr Rassart, puis nous en avons conservé des

aliquots dans du glycérol & -80°C, afin de préparer nos propres bactéries compétentes.
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2.1.3 - Solutions utilisées

Sauf lorsque mentionné, la composition des solutions utilisées est celle qui se retrouve dans la
« Bible des recettes de laboratoire », soit le MANIATIS (Molecular Cloning- A Laboratory
Manuel- 2™ ed. Sambrook- Fritch-Maniatis).

2.1.3.1 - Milieux bactériologiques

Le milieu de culture le plus utilisé pour nos expériences a été le Luria Bertini (LB; pH 7.4)
avec ou sans antibiotique, liquide ou sous forme de gélose. Lors de la préparation des bactéries
compétentes, nous avons utilisé du milieu TYM (« trypticase yeast maltose »), du Tfbl et du
T1blIl.

2.1.3.2 - Solutions standard

Les solutions standard retrouvées normalement dans un laboratoire ont été utilisées; entre
autres du Tris 2M pH 7.5, 8.0 et 8.5, 50X TAE, 5X TBE, EDTA 0.5M, NaAc 3M, bromure
d’éthidium (BEt) 10mg/ml, NaCl 5M, etc. Les recettes se retrouvaient dans MANIATIS, tel

que mentionné.

2.1.3.3 - Culture cellulaire

Puisque nous utilisions plusieurs types de cellules, nous avions des milieux de culture
cellulaire différents. Pour les HepG2, nous utilisions le milieu MEM, pour les LMH le milieu
Williams’E ou du MEM et pour les hépatocytes primaires, le milieu Waymouth. Tous ces
milieux ont été achetés chez Sigma (Oakville, ON, Canada). Des antibiotiques (streptomycine
60ug/ml, pénicilline 100ug/ml) étaient ajoutés a tous les milieux utilisés; par contre
uniquement les milieux MEM et Williams’E étaient additionnés de 10% de sérum de veau
feetal. Les antibiotiques ajoutés dans les milieux et la trypsine utilisée pour décoller les cellules
ont aussi été achetés chez Sigma. Quant au sérum, il provenait de chez Cansera (Etobicoke,
ON, Canada).

2.1.3.4 - Enzymes de restriction ou de modification

Les enzymes de restriction ou de modification ont ét¢ achetés selon leur disponibilité ou leur
colit respectif. De fagon générale, ils provenaient de chez GEHealthCare Bio-Sciences
anciennement Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, QC, Canada), USB Corporation (Baie
d’Urfé, QC, Canada), New England Biolabs (Mississauga, ON, Canada) ou Qiagen (Taq
polymérase contenue dans le kit PCR) (Mississauga, ON, Canada).
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2.1.3.5 - Produits chimiques

La majorité des produits chimiques ont été achetés chez Sigma (Oakville, ON, Canada), Fisher
Scientific (Ottawa, ON, Canada) ou au magasin de chimie du Département de chimie de
I'UQAM. Les agents de transfection utilisés provenaient d’Invitrogen (Burlington, ON,

Canada) ou Roche Diagnostics (Laval, QC, Canada).
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2.2 - Méthodes

Cette section présente les techniques qui ont été utilisées tout au long de |’étude.

2.2.1 - Amplification du cosmide

Un cosmide contient les séquences cos du phage lambda et peut donc étre empaqueté dans les
capsides de phage. Ainsi tout ’ADN compris entre les deux sites cos est infroduit dans une
capside. Les cosmides ont ’avantage de pouvoir contenir d’assez longs fragments d’ADN
entre 33 et 47 Kpb. Puisqu’ils sont sous la forme d’un-phage, leur entrée dansles bactéries est
tres efficace -et ils pourront se multiplier une fois & intérieur de la bactérie. Le clone isolé

amplifié, afin d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour travailler.

2.2.1.1 - Encapsidation

L’ADN obtenu a tout d’abord été encapsidé grace au kit GigaPack Gold II de Stratagene. Le
réactif d’encapsidation conservé a -80°C a été décongelé, puis 1ug d’ADN cosmidique a été
ajouté immédiatement a ces extraits. Le mélange a été agité doucement, puis laissé a la
température de la piece durant deux heures. 500ul de tampon SM (100mM NaCl, 8mM
MgS0,7H,0, 50mM Tris-HCI pH 7.5, 5ml de gélatine 2%) ont été ensuite ajoutés, puis 20ul
de chloroforme. Le mélange a été agité, puis centrifugé afin de sédimenter les débris (le
surnageant contient I’ADN encapsidé). Des dilutions de 1 :10 et 1 :50 ont ensuite été préparées
dans du tampon SM (100mM NaCl, 8mM MgSO,-7H,0, S0mM Tris-HCl pH 7.5, Sml de
gélatine 2%). Les bactéries (souche XL 1-Blue) ont été infectées avec les différentes dilutions
(30 minutes & température piéce, suivies d’une heure a 37°C), puis étalées sur gélose en
présence d’un antibiotique pour la sélection (ampicilline). De larges quantités d’ADN ont par
la suite ét€ produites, puis isolées sur gradient de chlorure de césium (CsCl) d’aprés la
méthode décrite par Ish-Horowicz et Burke (Ish-Horowicz et a/, 1981). La densité optique 4
260nm et 280nm a été mesurée afin de déterminer la concentration d’ADN en pg/pl. La

concentration s’obtient en effectuant le calcul suivant :

ADN en pg/ul = D.O.ggoun® 50% 1/dilution
1000
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2.2.1.2 - Analyse par restriction de I’ADN obtenu

Afin de vérifier que nous avions amplifié le bon fragment, nous avons digéré 2ug d’ADN pai
I’enzyme de restriction EcoRI (30 unités de ’enzyme, a 37°C, pendant 4 heures) ce qui nous
donnait, suite & une migration sur gel d’agarose 1%, des patrons de bandes bien particuliéres

par visualisation sous UV.

2.2.2 - Carte de restriction du cosmide
Cette étape a servi a orienter le choix des enzymes a utiliser afin d’isoler le fragment d’ADN

contenant la partie promotrice que 1’on voulait étudier.

2.2.2.1 - Digestions

Une quantité fixe d’ADN du cosFASS (généralement 1ug ou Sug) a été digérée par différentes
enzymes de restriction. Plusieurs enzymes ont €té utilisées, dont BamHI, EcoRI, EcoRV,
HindIII, Pstl et Sall. Entre 10 & 20 U de chaque enzyme ont été utilisées. Le volume final des
digestions: était généralement de 30ul. Les digestions ont été effectuées a 37°C pendant 4 & 6

heures, afin d’assurer une bonne digestion.

2.2.2.2 - Migration sur gel

6ul de tampon de charge (50% glycérol, S0mM EDTA pH 7.5, 1% bromephenel blue, 1%
xylene cyanol) ont été ajoutés.a chaque tube, inactivant ainsi la réaction. Le contenu de chacun
des tubes a. ensuite été déposé sur un gel d’agarose 1% (contenant 0.4pug/ml de BEY), la
migration étant réalisée a 90Volts pendant 2 heures. Suite a la migration, I’ADN est visualisé
sous UV,

2.2.2.3 - Analyse des fragments de restriction obtenus

La photo obtenue a permis d’évaluer la longueur approximative de chacun (lorsque c’était
possible) des différents fragments résultant des digestions effectuées. Ces longueurs ont pu
étre déduites en comparant les bandes obtenues a celles du marqueur de poids moléculaire
utilisé. Dans notre cas, il s’agissait de ADN du phage Lambda digéré par I’enzyme de
restriction HindIIL. En se fiant sur la carte partielle réalisée par Kameda (Kameda ef al, 1991),

nous avons pu dessiner la carte de restriction du cosFASS.
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2.2.3 - Clonage d’un fragment d’ADN (fragment de restriction ou de PCR)

2.2.3.1 - Digestion par une enzyme de restriction

Le fragment & cloner doit tout d’abord étre digéré par une ou deux enzymes de restriction, par
exemple lorsque ce dernier se trouve a I’intérieur d’un plasmide duquel on veut I’extraire. A
titre d’exemple, 10ug d’ADN du cosFASS ont été digérés par 30 unités de I’enzyme BamHI a
30°C pendant 3 heures, et ce dans un volume final de 50pl. 10pl de tampon de charge (50%
glycérol, 50mM EDTA pH 7.5, 1% bromophenol blue, 1% xylene cyanol) ont été ajoutés au
tube, puis I’ADN digéré a été migré sur un gel d’agarose 1% a 90 Volts pendant 2 heures.
Suite & la migration du gel (contenant 0.4pg/ml de BEt), ’ADN a été visualisé sous UV. La
bande correspondant au fragment désiré a été excisée du gel en utilisant une lame de rasoir,

puis placée dans un tube afin d’extraire I’ADN qu’elle contenait.

2.2.3.2 - Génération par PCR de différents fragments a partir du promoteur testé

2.2.3.2.1 - Choix des amorces et préparation
Les oligos utilisés ont tous ét¢ commandés chez Invitrogen. Ils ont tous été choisis en
analysant la séquence obtenue du fragment proximal et en utilisant le site internet EMBOSS

(http://bioinfo.pbi.ncr.ca). Chaque amorce contenait a ses extrémités des sites de restriction (6

bases) et 6 bases supplémentaires & chaque extrémité afin de les stabiliser. Les sites de
restriction ont été ajoutés afin de faciliter le clonage des fragments obtenus suite aux réactions
de PCR. Les amorces ont été resuspendus dans du 5T.1E (5mM Tris pH7.5, 0.1mM EDTA)
afin d’obtenir une concentration de 100uM, chauffés 5 minutes a 65°C. Puis, les tubes ont été

placés sur une plaque agitatrice pendant quelques heures.

2.2.3.2.2 - Amplification par PCR

Les conditions de réalisation des réactions de PCR ont di étre optimisées avant d’arriver a
I’amplification des fragments de la longueur désirée. La température d’appariement, le temps
d’appariement, ainsi que le temps d’élongation ont été les principaux parameétres modifiés au
fil des essais. Nous présentons toutefois ici les conditions optimales que nous avons obtenues
apres ces différents essais. Les réactions PCR ont été réalisées en utilisant le kit Tag CORE
PCR de la compagnie QIAGEN. 50 ng d'ADN, 2ul de l'amorce sens (100mM), 2ul de l'amorce
anti-sens (100mM), 1ul de dNTPs (10mM), Sul de DMSO, 1.25U de Taq DNA polymerase et
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Sul de tampon de 'enzyme (10X) ont été mélangés dans un volume final de 50pl, complété en
utilisant de l'eau nanopure. Les tubes ont été placés dans l'appareil TECHNE (modele
Techgene), puis les 35 cycles de la séquence suivante ont été réalisés:

Dénaturation initiale: 3 min 4 94°C

Deénaturation: 1 min 294°C
Appariement: 1 min 445°C
Elongation: 30sec-1 min30 & 72°C (selon la taille désirée)
Elongation finale: 7mina72°C

Généralement Syl de la réaction de PCR étaient utilisés afin de vérifier s’il y avait eu
amplification et quelle était la longueur des fragments amplifiés. Cet échantillon était migré
sur un gel d’agarose 1% ou 1.5% (0.4ug/ml de BEt), a 90-100Volts, et ce, pendant environ 60
minutes, ou selon la vitesse de migration des fragments que 1’on s’attendait a obtenir. Le gel
était ensuite visualisé aux UV afin de s'assurer de l'efficacité des réactions et aussi afin de voir
si on obtenait une seule bande. Suite & la migration, les 45ul restant étaient purifiés en utilisant
un montage de filtration par centrifugation pour les réactions de PCR de la compagnie
Millipore, et ce, afin de concentrer les fragments amplifiés, changer le tampon et aussi afin
d'éliminer les dNTPs et les amorces non incorporés. Les 45l restant étaient donc déposés
dans le réservoir d'échantillon de ]a colonne (placée préalablement dans un tube) et le volume
était complété a 400ul avec du 5T.1E. Le montage était cenfrifugé a 1000g, pendant 15
minutes. La colonne était alors retirée, puis placée de fagon inverse dans un nouveau tube. 20
ul de tampon étaient alors déposés dans la partie supérieure du réservoir, puis le montage était

centrifugé a 1000g pendant 2 minutes. L’ADN était ensuite récupéré dans un tube eppendorf.

2.2.3.2.3 - Digestion des produits PCR

Suite & la vérification des produits PCR et a leur purification sur colonne, 10 a 20pl des
fragments purifiés étaient digérés en utilisant les enzymes de restriction correspondant aux
sites de coupure présents aux extrémités des amorces utilisées pour la réaction PCR (BamHI et
Xhol dans le tampon K pour les fragments devant étre ultérieurement clonés dans le vecteur
pJFCAT1 et HindIII et Xbal dans le tampon M pour ceux devant étre clonés dans le vecteur
pBLCAT2). 10U de chaque enzyme étaient utilisées en méme temps, la réaction se déroulant
dans un volume de 30ul & 37°C pendant 4 heures, puis 10U supplémentaires ont été ajoutées.

Le volume final était ajusté a 35ul et la réaction était continuée jusqu’au lendemain matin.
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Ceci s’explique par le fait que les fragments d’ADN amplifiés par PCR seraient plus difficiles
a couper car I’enzyme doit se placer & I’extrémité du fragment PCR. La totalité de la réaction
de digestion était déposée sur un gel d’agarose 1.5% (0.4pg/ml de BEt), puis migrée a
70Volts, jusqu’a la distance désirée selon les fragments a isoler. L’ADN contenu dans le gel
était visualisé sous UV, en prenant bien soin de le déposer sur un morceau de pellicule
plastique, les bandes d’intéréts étaient retirées a I’aide d’une lame propre et les morceaux de

gel étaient placés individuellement dans un tube.

2.2.3.3 - Purification d’une bande d’ ADN sur gel d’agarose

Afin de purifier ’ADN contenu dans une bande de gel, le kit QIAEXII de QLAGEN a été
utilisé, et ce, selon les recommandations du manufacturier. La quantité de gel prélevée a été
pesée, puis 3 volumes de tampon QX1 et 2 volumes d’eau nanopure ont été ajoutés au tube,
lorsque la bande a purifier était d’une taille supérieure a 4 kb (3 volumes de tampon QX1 sont
nécessaires lorsque le fragment est compris entre 100 pb et 4 kb, alors que 6 volumes de QX1
sont nécessaires quand le fragment a une taille inférieure a 100 pb). Les billes QIAEXII
resuspendues ont ensuite été€ ajoutées, et ce en fonction de la quantité d”’ADN présente dans la
bande (10pl de billes lorsqu’il y a moins de 2ug d’ADN, 30pl de billes lorsqu’il y a entre 2 et
10pg d’ADN). Le tube a été placé 4 50°C pendant 10 min, en agitant le contenu a toutes les 2
min. Le tube a été centrifugé 30 sec a vitesse maximale, et le culot de billes resuspendu dans
500p! de tampon QX1. Le tube a encore été centrifugé, puis le culot a été rincé deux fois avec
du tampon PE. Le culot de billes a été séché environ 30 min a 37°C. Le culot sec a été
resuspendu dans 20ul de 10mM Tris-HCI pH 8.0, puis placé 4 50°C pendant 5 min, puisque le
fragment désiré a une taille comprise entre 4 et 10 kb (5 min a température piéce pour un
fragment plus petit que 4 kb, 10 min a 50°C pour un fragment supérieur a 10 kb). Une
centrifugation de 30 sec a vitesse maximale a permis de récupérer le surnageant contenant
I’ ADN purifié.

2.2.3.4 - Clonage d’un fragment d’ADN dans un vecteur (pBlueScript ou autre)
Voici les différentes étapes réalisées afin de cloner un fragment d’ADN d’intérét a ’intérieur

d’un vecteur.
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2.2.3.4.1 - Ligation

Le vecteur utilisé pour le clonage est digéré préalablement par une ou deux enzymes
correspondant aux mémes enzymes utilisées pour digérer les fragments a cloner. Lorsqu’un
seul site de restriction est utilisé pour le clonage, il est préférable de déphosphoryler le vecteur,
afin de favoriser la ligation avec le fragment a cloner, et en évitant la recircularisation du
vecteur de clonage sur lui-méme. Cette réaction est réalisée dans un volume final de 50ul en
utilisant 10 & 15U de phosphatase alkaline provenant d’intestin de veau, a 37°C pendant 15
min. L’ADN du vecteur est ensuite purifié par une extraction au phénol/chloroforme, précipité
avec de I’éthanol 100%, lavé avec de 1’éthanol 70%, et finalement resuspendu dans 10ul de
5T.1E. La ligation du vecteur déphosphorylé avec le fragment isolé a été réalisée, lorsque cela
¢tait possible, dans un volume final de 10ul en utilisant SU de I’ADN ligase du phage T4.
Cette réaction a été réalisée a 16°C pendant toute la nuit. Afin de favoriser la ligation de
I’insert au vecteur, des quantités plus grandes d’ADN de I’insert étaient utilisées lors de
’étape de ligation, soit un rapport allant de 3 :1 (3 fois plus de molécules d’insert que de

vecteur) et méme jusqu’a un rapport de 10 :1.

La partie proximale a 1’étude a été sous-clonée dans le vecteur pBlueScript (notamment pour
le séquengage), puis clonée dans les vecteurs pGL2-Basic et pJFCATI. Les délétions
successives ont été clonées dans le vecteur pJFCAT], alors que le fragment "TRE'-FAS et les
petits fragments obtenus & partir de la construction ‘TRE’-FAS ont été clonés dans le vecteur
pBLCAT?2.

2.2.3.4.2 - Préparation de bactéries compétentes

Les bactéries utilisées pour I’amplification des plasmides recombinants ont été préalablement
rendues compétentes au laboratoire. Une colonie de bactéries E.coli DH5a (ou XL1-Blue),
isolée sur une boite de milieu gélosé LB, a servi a ensemencer 5 ml de milieu TYM (2%
bactotryptone. 0.5% d’extrait de levures, 0.1M NaCl, 10mM MgSO;). Le tube a été placé 2
heures sous agitation a 37°C, puis son contenu a été transféré dans 100ml de TYM & 37°C sous
agitation, et ce jusqu’a I’obtention d’une DO comprise entre 0.5 et 0.8. Les bactéries ont alors
été séparées en deux tubes et centrifugées (SS34) a 3000 rpm, 12 min. Les culots recueillis ont
été soigneusement égouttés, chacun a été repris sur glace dans 15ml de Tfbl (30mM KAc,
100mM KCl, 10mM CaCl,, 15% glycérol, S0mM MnCl, ajouté extemporanément), puis

laissés sur glace 5 a 10 min. Les tubes ont été centrifugés a 4°C, 8 min a 3000 rpm et les culots
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ont été resuspendus dans 4ml de TfbII (10mM NaMOPS pH 7.0, 7.5mM CaCl,, 10mM KClI,
15% glycérol) sur glace. Les bactéries ont alors été aliquotées par 100 ou 200ul dans des
tubes eppendorfs stériles, puis congelées dans un bain de glace seéche/éthanol avant d’étre

placées a -80°C.

2.2.3.4.3 - Transformation bactérienne

La totalité de la réaction de ligation, en moyenne de 100 4 200ng d’ADN, a été déposée dans
un tube de 13ml contenant 50ul de bactéries compétentes. Ce mélange a été placé sur glace
pendant 30 min, en agitant légérement le tube a 1’occasion. Un choc thermique de 90 sec a été
réalis¢ a 42°C, avant de remettre le tube sur glace 2 min. 950ul de milieu LB (1%
bactotryptone, 0.5% d’extrait de levures, 1% NaCl) préchauffés a 37°C ont été ajoutés au tube,
puis ce dernier a été placé sous agitation a 37°C pendant 1 heure. Le tube a été centrifugé 5
minutes a 1000 rpm, & 4°C. Le culot de bactéries a alors €té resuspendu dans 200pl de milieu
LB, puis des aliquots de 100ul ont été étalés sur des pétris de milieu LB contenant de
I’ampicilline (100pg/ml) et sur lesquels on avait préalablement étalés 20ul de X-gal 2% et
100pl d’IPTG 100mM si nécessaire (sous-clonage dans pBlueScript). La présence de ces
produits sur le milieu permet de différencier les colonies ayant inséré I’ADN transformé de
celles ne ’ayant pas inséré. Les colonies positives étaient de couleur blanches et celles
négatives étaient de couleur bleues. Les pétris ont été placés a I’incubateur a 37°C pendant
environ 16 heures. Les colonies positives ayant poussé ont ensuite été mises en préculture dans
3ml de LB avec ampicilline (100ug/ml) a 37°C sous agitation toute la nuit. Des contrdles
positifs (vecteur circulaire) et négatifs (vecteur non circularisé) étaient aussi réalisés, et ce,

particuliérement lorsque le systéme de sélection bleu/blanc n’était pas utilisé.

2.2.3.5 - Mini-préparation d’ADN plasmidique

La technique de lyse alcaline utilisée pour ’analyse rapide des clones plasmidiques obtenus a
été décrite par Bimboim et Doly (1979) et modifiée par Ish-Horowicz et Burke (1981). Ainsi
1.5ml de la culture bactérienne cultivée a 37°C pendant la nuit a été centrifugée 1 min a vitesse
maximale. Les bactéries ont ensuite été resuspendues dans 100ul de solution T froide (50mM
glucose, 10mM Na, EDTA, 25mM Tris-HCI pH 8.0, 4mg/ml lysozyme ajoutés
extemporanément) et laissées 5 min & la température de la piece. La suspension a alors été

incubée 5 min dans la glace en présence de 200pl de solution II (1% SDS, 0.2M NaOH). La
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solution a été neutralisée par 1’addition de 150ul d’acétate de potassium 3M pH 4.8 et le
mélange a été incubé S min dans la glace. Les débris cellulaires bactériens et la majeure partie
de ’ADN chromosomique sont €éliminés par une centrifugation de 5 min a vitesse maximale.
L’ADN plasmidique est ensuite purifié par deux extractions au phénol/chloroforme, puis

précipité a I’éthanol 100%. Aprés ringage 4 1’éthanol 70%, I’ADN est finalement repris dans
50l de 5T.1E additionné de RNAse A sans DNAse (20pg/ml).

2.2.3.6 -Vérification des clones
10pl de ’ADN plasmidique recueilli ont été digérés par 10U de I’enzyme de restriction
appropriée, afin de vérifier la présence du fragment cloné. Les digestions ont ét€¢ migrées sur

gel d’agarose 1% et I’ADN a été visualis¢ sous UV,

2.2.3.7 - Maxi-préparation d’ADN plasmidique

De grandes quantités d’ADN plasmidique des constructions désirées ont été produites en
utilisant le kit de maxi-préparation d’ADN plasmidique de la compagnie QIAGEN (QIAGEN
Plasmid Maxi kit), et ce selon les recommandations du manufacturier. 250 a 500ul de culture
bactérienne ont servi a inoculer 500ml de milieu LB (1% bactotryptone, 0.5% d’extrait de
levures, 1% NaCl) supplémenté en ampicilline (100pg/ml), puis ce mélange a été placé a 37°C
sous agitation pendant 16 heures. La culture a été centrifugée a 4°C, a 6000 rpm pendant 15
min. a I’aide du rotor JA-14 pour centrifugeuse Beckman Coulter H2-JS. Le culot bactérien a
été resuspendu dans 10ml de solution P1. 10ml de solution P2 ont été ajoutés. Le mélange a
été agité doucement, puis laissé a la température de la piece pour 5 min. 10ml de tampon P3
ont ensuite été ajoutés et le mélange a été€ agité, puis laissé sur glace pendant 20 min. Le
mélange a été centrifugé a 20 000g pendant 30 min, & 4°C. Le surnageant a été récupéré
rapidement, puis centrifugé 4 nouveau a 20 000g pendant 15 min. Pendant ce temps, une
colonne QIAGEN-tip 500 a été équilibrée en utilisant 10ml de tampon QBT. Le surnageant
récupéré a ensuite été déposé sur la colonne. La colonne a été lavée deux fois en utilisant 30ml
de tampon QC. LADN a été récupéré en déposant 15ml de tampon QF. L”ADN a été précipité
avec 10.5ml d’isopropanol, le contenu du tube a été agité et le tube a €té centrifugé a 15 000g,
a 4°C pendant 30 min. en utilisant le rotor JA-17. Le culot obtenu contient I’ADN
plasmidique. Ce culot a été lavé avec Sml d’éthanol 70%, puis le tube a été centrifugé a

nouveau a 15 000g, a 4°C, pendant 10min. Le culot a été séché pendant 5 a 10 min, puis
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I’ADN a été resuspendu dans un volume adéquat (selon la taille du culot obtenu) de solution
10mM Tris-Cl, pH8.5. La concentration de ’ADN récupéré a été calculée de la méme fagon
qu’au point 2.2.1.1.

2.2.3.8 - Séquencage et analyse des séquences

Le séquengage de I’ADN du clone obtenu a été réalisé, suite a la préparation de la maxi-
préparation d’ADN plasmidique, a I’Institut Sheldon de 1’Université McGill a Montréal avec
les amorces T3 (sens) et T7 (anti-sens) du vecteur pBluescript. Lorsque d’autres
oligonucléotides ont été nécessaires, ces oligonucléotides ont été choisis grace au programme

EMBOSS (http://bioinfo.pbi.ncr.ca) et ils ont servi a4 séquencer de nouveau le fragment.

L’analyse des différentes séquences obtenues a été réalisée en utilisant le méme programme et
aussi manuellement, en comparant les séquences entre elles, de méme qu’a la séquence de
Kensuke Kameda (Kameda, 1991).

2.2.4 - Culture cellulaire (LMH, HepG2, CEH)

2.2.4.1 - Culture de lignées; cellules LMH et HepG2

Les cellules LMH, issues d’un hépatocarcinome de poulet ont été cultivées en milieu
Williams’E ou MEM (Sigma) contenant 10% de SVF (Cansera) et des antibiotiques
(streptomycine 60pg/ml, pénicilline 100pg/ml). Les cellules HepG2 ont été cultivées en milieu
MEM (Sigma) contenant 10% de SVF (Cansera) et des antibiotiques (streptomycine 60ug/ml,
pénicilline 100pg/ml). Les cellules LMH et HepG2 étaient cultivées en flacons de 7Smm” a
37°C, sous une atmosphere contenant 5% CO,. Les cellules €taient réensemencées lorsqu’elles
étaient 4 confluence, soit environ une fois par semaine (décollées avec 1ml de trypsine
(Sigma)) et diluées au 12°. Le milieu de culture des cellules était renouvelé a tous les deux

jours.

2.2.4.2 - Préparation et culture des hépatocytes embryonnaires de poulet (CEH)

Les cellules primaires ont été isolées a partir de foies d’embryons de poulet de 19 jours. Ce
protocole est adapté de la technique mise au point par A.G. Goodridge (Goodridge, 1973).
Une mise au point particuliére a été réalisée au laboratoire. Tout le protocole a été réalisé en
utilisant des instruments et des solutions stériles. L’ceuf est d’abord trempé dans une solution

de javellisant a 5%, afin d’éliminer les saletés ou bactéries se trouvant sur la coquille. L’ceuf
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est craqué, la vésicule ombilicale (« yolk sac ») séparée de I’embryon, la téte coupée, puis
I’embryon est trempé dans une solution d’éthanol 70%. L’abdomen de I’embryon est ouvert de
bas en haut et le foie est retiré avec la vésicule biliaire. Cette derniére est ensuite détachée du
foie, en évitant de la percer, le contenu de celle-ci pouvant endommager sérieusement les
hépatocytes. Les foies récupérés (une douzaine) sont placés dans 25ml de MKRBB
préalablement filtrés (1.54M NaCl, 1.54M KCl, 0.77M MgS0O,, 0.77M KH,PO,, 25mM
NaHCO;) et gazéifiés (95%0,, 5%CO,) pendant une heure. Cette étape, ainsi que les
suivantes, sont réalisées sur glace. Le surplus de liquide est aspiré et les morceaux de foies
sont placés dans un erlenmeyer contenant 40ml de MKRBB additionné de 20mg de
collagénase H de chez Roche Diagnostics (Laval, QC, Canada). Ce mélange est placé a 37°C,
sous agitation (150-200 rpm), pendant une heure, en gazéifiant le mélange toutes les 20
minutes. Le contenu de ’erlenmeyer est ensuite filtré a travers deux couches de bas de nylon
montés sur un entonnoir (stérile), et le mélange filtré est ensuite centrifugé 3 fois a 900rpm
pendant 5 minutes et a 4°C. Aprés chaque centrifugation, le surnageant est aspiré, puis les
cellules sont resuspendues dans 10ml de MKRBB, 40ml de MKRBB et finalement 5ml de
milieu Waymouth froid 4 la fin de la derniére centrifugation. L.a volume de cellules isolées est
alors mesuré (généralement entre 1.0 a 1.5ml), puis une dilution 1:9 est effectuée. Par
exemple, si la quantité de cellules isolées est de 2.0ml, le volume final du mélange
cellules+milieu sera de 20ml. Un mélange est alors préparé avec du milieu afin que 220ul de
ce mélange soient déposés dans chaque puits (35mm™*10mm). Les hépatocytes étaient cultivés
dans du milieu Waymouth (Sigma), sans sérum et sans antibiotique dans des plaques 6 puits
« TC-treated » (Sarstedt, Montréal, QC, Canada).

2.2.5 - Transfections

2.2.5.1 - Cellules LMH

Un jour avant les transfections, les cellules LMH a confluence dans les flacons de culture de
75 mm” étaient décollées avec 1-2 ml de trypsine (Sigma), puis réensemencées a raison de 1 a
2%10° cellules par puits, dans des plaques 6 puits et dans un milieu qui ne contenait pas
d’antibiotique, mais avec 10% de SVF. 24 heures aprés la mise en plaque, ’ADN a transfecter
(total de 2pg) était dilué dans 250pl de milieu sans sérum et sans antibiotique, puis mélangé
doucement. Les différentes constructions utilisées étaient les suivantes; FAS1.6-pGL2, pGL2-

Basic (contréle négatif), pGL2-Control (contrdle positif), pBlueScript et pSVB-galactosidase
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{contrdle d’efficacité de transfection). 1yl de Lipofectamine 2000 était parallelement dilué
dans un volume final de 250ul, puis laissé a température de la piéce pendant 5 minutes. Le
mélange qui contenait I’ADN et celui qui contenait la Lipofectamine 2000 étaient par la suite
déposés dans un méme tube, mélangés, puis laissés a température de la piéce pendant 20
minutes. Pendant ce temps, les cellules a transfecter étaient rincées deux fois avec du PBS
froid, puis 1.5ml de milieu MEM sans sérum et sans antibiotique était ajouté. Le mélange de
transfection de 500ul était ensuite ajouté aux cellules. Les plaques étaient replacées a
I’incubateur & 37°C pour une période de 24 ou 48 heures. Toutefois le milieu de transfection
était changé apres 6 heures. Les expériences de transfection étaient réalisées en duplicata ou en

triplicata.

2.2.5.2 - Cellules HepG2

Les transfections ont été réalisées de la méme fagon qu’au point 2.2.5.1. Par contre 5ul de
Lipofectamine 2000 ont été utilisés par puits. 24 heures aprés les transfections, les cellules
étaient stimulées avec 1.6pM de T3 ou un mélange contenant 1.6uM de T3 et 50mM
d’insuline, et ce pour 48 heures. Les stimulations étaient toujours réalisées dans du milieu sans

sérum.

2.2.5.3 - Hépatocytes embryonnaires de poulet

Les transfections ont été réalisées en utilisant de la Lipofectine, commercialisée aussi par la
compagnie Invitrogen. Environ 6 heures aprés la mise en plaque des cellules, 2ug totaux
d’ADN (1.5pg construction a tester ou pBluescript; 0.5ug de pSVf-galactosidase) sont dilués
dans un volume final de 100ul de milien Waymouth. Que ce soit pour les contrdles, la
construction contenant le fragment total, celles contenant les délétions successives ou celles
contenant les petits fragments dérivés de la construction ‘TRE’-FAS, les quantités d’ADN
transfectées sont toujours demeurées les mémes. Lorsqu’il y avait surexpression du récepteur
TRa, 0.25pug de I’ADN du récepteur, 0.25ug du contrdle de transfection et toujours 1.5ug de la
construction a tester étaient mélangés. 15ul de Lipofectin étaient dilués dans 100pl de milieu
Waymouth, puis laissés a la température de la piéce 30 a 45 minutes. Le mélange contenant
I’ ADN y était ajouté, le tout agité et laissé 10 & 15 minutes & la température de la piéce. 800ul
de milieu étaient ajoutés aux tubes, puis le mélange était déposé sur les cellules, préalablement

rincées deux fois avec du PBS & 37°C. Les cellules étaient replacées & I’incubateur a 39°C.
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Aprés 24 heures, le milieu était renouvelé et les cellules stimulées avec 1.6uM de T3 ou un
mélange contenant 1.6uM de T3 et 50mM d’insuline. Les stimulations étaient toujours

réalisées dans du milieu sans sérum.
2.2.6 - Analyse de P’activité promotrice des différentes constructions réalisées

2.2.6.1 - Lysats cellulaires (pour I’essai luciférase)

Suite a I’incubation de 24 & 48 heures, les cellules étaient rincées deux fois avec du PBS froid,
puis grattées a I’aide d’un réateau. Une centrifugation a basse vitesse (700-1000 rpm) et & 4°C
permettait d’obtenir un culot de cellules au fond du tube. Les cellules étaient ensuite
resuspendues dans 200 pl de tampon (0.1M Tris-HCI pH 7.8, ImM EDTA, 1mM DTT,
10pg/ml d’inhibiteur de trypsine, 1mM PMSF), puis lysées par étapes successives de
congélation/décongélation. La congélation (minimum 10 minutes) était réalisée dans un bain
de glace séche et d’éthanol et la décongélation au bain-marie a 37°C et cette opération était
répétée trois fois. Les tubes étaient par la suite centrifugés a vitesse maximale pendant 10
minutes afin d’éliminer les débris cellulaires. A partir du surnageant de ces lysats cellulaires

différents dosages étaient réalisés.

2.2.6.2 - Lysats cellulaires (pour ’essai CAT-ELISA)

Les lysats cellulaires sont préparés en utilisant le tampon de lyse foumi avec le kit CAT-
ELISA de chez Roche Applied Sciences, et selon les recommandations du fournisseur. Aprés
48 heures en présence ou non d’hormones, chaque puits est rincé trois fois avec 2ml de PBS
froid. Suite au dernier ringage, 500ul de tampon de lyse (dont la composition n’est pas
indiquée dans le guide d’utilisateur, ni sur le site de la compagnie) sont ajoutés. Les plaques
sont laissées a la température de la piéce pour 30 minutes, puis légérement agitées a la main
afin de bien décoller toutes les cellules. Le surnageant récupéré est centrifugé a vitesse
maximale, a 4°C, et ce, pendant 15 minutes afin d’éliminer les débris cellulaires. Lorsque
I’essai CAT-ELISA n’était pas réalisé immédiatement, des échantillons étaient congelés sur

glace séche et placés a -80°C.
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2.2.6.3 - Essais luciférase

Les essais luciférase ont ét€ réalisés en utilisant le ‘Luciferase assay system’ de la compagnie
Promega et le luminométre Monolight™ 3010 de BD Biosciences Pharmingen. Bri¢vement,
100pl du réactif luciférine étaient ajoutés automatiquement par le luminometre (programme
déja établi) a 20l de lysat cellulaire déposé dans un tube en plastique. Le tube utilisé a titre de
blanc contenait 20pl de tampon de lyse. Les différentes lectures obtenues étaient exprimées en

RLU (« relative light units »), soit des unités d’intensité lumineuse relative.

2.2.6.4 - Dosage de I’activité CAT

L’activité CAT a été évaluée en utilisant le kit de CAT-ELISA de la compagnie Roche
Applied Sciences, et ce selon les recommandations du fournisseur. 50ug ou 100pg de
protéines ont été utilisées par essai, lorsque cela était possible. Les puits contenant des
protéines ont ét€ couverts avec de la pellicule plastique auto-collante. La plaque a été placée a
37°C pendant 3 heures pour permettre la liaison spécifique de la protéine CAT a I’anticorps
CAT fix¢ a la surface de la microplaque. La plaque a ensuite été rincée 5 fois avec du tampon
de lavage. Le premier anticorps, soit 200l d’anti-CAT-DIG dilué (anticorps dirigé contre la
protéine CAT couplé a la digoxigenine), a été déposé dans chaque puits, puis I’incubation a
37°C s’est poursuivie pendant 1 heure. 5 autres ringages ont suivi, puis le deuxiéme anticorps,
soit 200l d’anti-DIG-POD dilué (anticorps dirigé contre la digoxigenine couplé & la
peroxidase), a ét€¢ déposé dans chaque puits et I’incubation & 37°C s’est encore poursuivie pour
1 heure. Les puits ont encore été rincés 5 fois avec du tampon de lavage, puis finalement le
substrat POD ABTS (substrat de la peroxidase), auquel I’activateur de substrat (« substrate
enhancer ») avait été ajouté a raison de 1mg/ml, a été déposé dans les puits. Les puits ont été
incubés a la température de la piéce, dans I’obscurité, jusqu’a 1’apparition d’une coloration
verte, puis I’absorbance 4 405nm a été mesurée. L apparition de la couleur provient du fait que

la peroxidase présente dans les puits va catalyser la réaction de clivage de son substrat.

2.2.6.5 - Dosage des protéines

La quantité de protéines était évaluée en utilisant la méthode de Bradford (Bradford, 1976)
permettant ainsi de standardiser les résultats finaux par la quantité de protéines contenue dans
I’extrait cellulaire. Le volume généralement utilisé afin d’effectuer le dosage des protéines

pour les cellules LMH était de 10ul de lysat cellulaire. Les dosages étaient effectués en
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duplicata. En méme temps que la préparation des échantillons, une courbe standard dont la
quantité en protéines variait de 0 a 25pg était aussi préparée. Cette courbe standard était
préparée avec de la BSA (250ug/ml). Les protéines a doser étaient diluées avec de 1’eau
nanopure dans un volume final de 500pl, puis 2ml de la solution de Bio-Rad (Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent) préalablement diluée 1 :4 avec de 1’eau nanopure étaient ajoutés. Le
mélange était vortexé, puis transféré dans une cuvette de lecture. Les lectures étaient réalisées
a 595nm a l’intérieur de 60 minutes. Le premier tube de la courbe standard correspondait a
Opg et servait de blanc pour ajuster le spectrophotométre. Suite aux lectures, 1’équation de la
cowrbe standard était calculée, puis utilisée afin de déterminer la quantité de protéines de

chacun des échantillons.

Pour les cellules HepG2 et les hépatocytes embryonnaires de poulet, des quantités différentes
d’extraits cellulaires ont été utilisés afin d’effectuer les dosages. De fagon générale, 10ul
d’extrait étaient nécessaire dans le cas des cellules HepG2, alors que de 30 a 50pl d’extrait
étaient parfois nécessaire dans le cas des hépatocytes. Une fois la quantité de protéines
déterminée, nous pouvions calculer la quantité d’extrait cellulaire nécessaire a la réalisation du
dosage de ’activité CAT (voir 2.2.6.4).

2.2.6.6 - Dosage de I’activité B-galactosidase

Le dosage de l’activité B-galactosidase (Sambrook, 2000) était effectué afin d’évaluer
I’efficacité de transfection, efficacité pouvant varier d’un puits a ’autre et d’'une préparation
d’ADN a Iautre. 2 & 10pl de lysat cellulaire étaient utilisés pour mesurer 1’activité pour les
cellules LMH. 269ul du mélange de réaction contenant 3pl de Mg 100X (0.1M MgCl,, 4.5M
B-mercaptoéthanol), 66yl d’une solution d’ONPG a 13mM et 200pl de tampon NaPO,
(200mM Na,PO47H,O0; 200mM NaH,PO,H,0) étaient ajoutés & chacun des tubes.
L’incubation se faisait a 37°C, et ce, pour environ 30 minutes ou jusqu’a 1’apparition d’une
coloration jaune. Un blanc était aussi réalisé avec la méme quantité de tampon de lyse. Suite &
I’apparition de la coloration jaune, 500l d’une solution de Na,CO; 1M étaient ajoutés afin
d’arréter la réaction. Les tubes étaient vortexés et placés sur la glace en attendant que leur
contenu soit transféré dans une cuvette de lecture. La densité optique des échantillons était

évaluée a 420nm.
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Le dosage de I’activité¢ B-galactosidase a été effectué de la méme maniére pour les cellules
HepG?2 et les cellules primaires. Des quantités différentes de lysat ont cependant été utilisées.
10 a 20pl d’extrait €taient utilisés pour les HepG2, alors que généralement 30ul I’étaient pour

les cellules primaires.

2.2.6.7 - Calculs

2.2.6.7.1 - Calcul de Pactivité luciférase standardisée

Afin d’obtenir un résultat qui tenait compte de la quantité de protéines et de l’activité p-
galactosidase de chacun des échantillons, la valeur en RLU obtenue devait subir ’opération
mathématique suivante :

Act luciférase standardisée = [RLU / protéines (en pg)| / DO B-gal

2.2.6.7.2 - Calcul de I’activité CAT standardisée
Puisque I’activité CAT obtenue était déja standardisée par la quantité de protéines, il ne restait
qu’a standardiser avec ’activité B-galactosidase. Ceci équivaut donc uniquement a la formule
suivante :

Act CAT standardisée = Act CAT calculée / DO B-gal

2.2.6.7.3 - Analyse statistique

L’analyse statistique pour chaque condition de stimulation a été réalisée par analyse de
variance ou ANOVA. L’écart-type a la moyenne est présenté sur les graphiques lorsque ceci
est possible, et ce afin d’indiquer le degré de variabilité entre les données issues d’expériences

différentes.

2.2.7 - Retards sur gel

2.2.7.1 - Choix des oligonucléotides et préparation
Les oligonucléotides utilisés ont tous été commandés chez Invitrogen et préparés selon la
fagon décrite au point 2.2.6.1. Toutefois, une lecture de DO a 260nm a été effectuée, puis le
calcul de la concentration des oligos a ét¢ fait en utilisant la formule suivante :
oligos en pg/pl = D.O.p60n,* 30* 1/dilution
1000
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Pour la compétition spécifique, les mémes oligos sens et anti-sens ‘TRE’ de 40pb ont été
utilisés, mais ces derniers n’étaient pas marqués. Pour la compétition non-spécifique, les
oligos de 32pb utilisés étaient issus dun EST rétroviral. Afin de réaliser les réactions de
compétition spécifique et non spécifique, des tubes contenant un mélange de chaque couple
d’oligos (sens et anti-sens) de concentration de 62.5ng/ul (50X) et 125ng/ul (100X) ont été

préparés.

2.2.7.2 - Préparation d’extraits nucléaires

Les cellules HepG2 a confluence dans les flacons de culture de 75 mm?® sont décollées avec 1-
2 ml de trypsine (Sigma), puis déposées a raison de 1-2*10° cellules par pétri (3 pétris par
condition), dans-du milieu MEM avec 10% de sérum, mais ne contenant pas d’antibiotique,
pour une durée d'au moins 48 heures, afin d'obtenir des cellules presque a confluence. Les
cellules HepG2 a confluence ont ensuite été traitées pendant 48 heures avec 1.6uM de T3 ou
1.6uM de T3 et 50mM d’insuline, aprés une incubation de 24 heures dans un milieu sans

sérum (jeline).

Les extraits nucléaires ont €té réalisés en utilisant un protocole adapté de Dignam et al (1983).
Les cellules de 9 pétris (100mm*20mm) ont été rincées deux fois avec du PBS, puis décollées
avec | ml de trypsine. Les cellules des 3 pétris représentant la méme condition ont été mises
ensemble dans un tube, puis centrifugées (Sorvall HG4L rotor) 4 2000 rpm, 10 min 4 4°C. Les
culots ont été resuspendus dans 5 volumes de PBS froid, puis centrifugés a 2000 rpm, 10 min
a 4°C. Les culots obtenus ont alors été resuspendus dans 5 volumes de tampon A (10mM
HEPES pH 7.9, 1.5mM MgCl,, 10mM KCl, 0.5mM DTT, 2pg/ml aprotinine et leupeptine) et
laissé reposer 10 minutes sur glace. Les tubes ont ensuite été centrifugés a nouveau a 2000
rpm, 10 min a 4°C et les culots ont été resuspendus cette fois-ci dans 2 volumes de tampon A.
Les cellules ont été lysées par 10 coups d’homogénéisateur Dounce (piston de type B). Les
cellules lysées ont été centrifugées a 2000 rpm, 10 min a 4°C afin d’obtenir un culot contenant
les noyaux. Les culots contenant les noyaux ont été resuspendus dans une quantité de tampon
C (20mM HEPES pH 7.9, 25% glycérol, 0.42M NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA, 0.5mM
PMSF, 0.5mM DTT, 2pg/ml aprotinine et leupeptine) équivalente a la quantité de cellules
lysées (ex. 3ml de tampon C/10° cellules). Lentement, sur glace, les noyaux ont été lysés avec
10 coups d’homogénéisateur Dounce. Ces lysats ont été laissés sur glace 30 min, en agitant

doucement & la main. Iis ont ensuite été centrifugés & 25 000g, 30 min a 4°C (Beckman H2-JS
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rotor JA-17). Les surnageants récupérés ont été dialysés en utilisant une membrane de type
Spectra/Por® Biotech RC (16 mm de largeur) de la compagnie Spectrum. Le type de
membrane utilisée permettait de laisser passer librement les protéines dont le poids
moléculaire était inférieur a 8 000 Da. Les morceaux de membranes découpés ont d'abord été
bouillis 10 minutes dans 1L de solution de préparation (2% bicarbonate de soude, ImM EDTA
pH 8.0). Ensuite ils ont été rincés a l'aide d'eau nanopure, puis bouillis 4 nouveau dans 500ml
de lmM EDTA pH 8.0. Les membranes ont été refroidies a la température de la piece dans
cette solution, puis placées a 4°C jusqu'a utilisation. Avant de les utiliser, elles ont été rincées
plusieurs fois a l'intérieur et & l'extérieur avec de l'eau nanopure. Les surnageants récupérés ont
donc été déposés dans les membranes, puis la dialyse a été réalisée séparément contre 200ml
de tampon D (20mM HEPES pH 7.9, 20% glycérol, 0.1M KCl, 0.2mM EDTA, 0.5mM PMSF,
0.5mM DTT, 2pg/ml aprotinine et leupeptine) a 4°C pendant une nuit. Suite & la dialyse, les
extraits ont été récupérés et centrifugés (Sorvall SS34 rotor) 4 25 000g, 20 min a 4°C. Les

surnageants contenaient les protéines nucléaires.

Les protéines nucléaires récupérées suite & la dialyse ont été dosées en utilisant la méthode de
Bradford décrite précédemment au point 2.2.4.5. La solution stock de BSA utilisée afin de

réaliser la courbe standard a toutefois dii étre préparée dans le tampon D.

2.2.7.3 - Marquage des oligonucléotides

Plutét que de marquer les deux oligos, un premier oligo était marqué radioactivement, puis
purifié sur colonne et ensuite il était apparié a son complémentaire, constituant I’ADN qui
fixera les facteurs de transcription. Le marquage I’oligo utilisé était réalisé la journée
précédent la réalisation des retards sur gel. I’oligo de 40pb utilisé pour le marquage
correspondait au TRE putatif du promoteur du géne FAS de ’oie (-731/-692). 50ng d’oligos
sens, 2ul de tampon de T4PNK, 1.5ul de I’enzyme T4 polynucléotide kinase (T4PNK) et
10uCi de **P y-ATP (1pl) étaient mélangés dans un méme tube dont le volume était complété
4 20l avec de I’eau nanopure. Ce mélange a été placé a 37°C pendant 30 min, puis 2ul de
EDTA 0.5M pH 8.0 et 28ul H,O étaient ajoutés afin d’arréter la réaction. Pendant ce temps, la
colonne de type G25 de la compagnie Pharmacia était préparée, selon les recommandations du
manufacturier, et ce afin de purifier le premier oligo marqué. La totalité du mélange contenant
I’oligo marqué a donc été déposée au centre de la résine. Le montage a été centrifugé une

premiére fois & 3400 rpm pendant 2 min, puis 38ul d’eau ont été ajoutés. Une deuxiéme
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centrifugation a 3400 rpm, 2 min a été réalisée. Par la suite, 100ng du brin complémentaire
anti-sens ont été ajoutés au volume d’environ 88ul du brin sens radioactif récupéré de la
résine. 10pul du tampon d’appariement 10X (IM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 100mM
MgCl,, 0.2mM EDTA, ImM DTT) ont été ajoutés, puis le mélange a été chauffé a 90°C, 10
min. Le tube a ensuite €té centrifugé quelques secondes, puis déposé dans un cochonnet de
plomb afin que son contenu puisse refroidir trés lentement pour permettre 1’appariement, et ce

en toute sécurité.

2.2.7.4 - Réalisation des gels, montage et pré-migration

Tout le matériel servant a la réalisation des retards sur gel a été soigneusement nettoyé avant
chaque utilisation. La plus petite plaque de verre était recouverte d’Acrylease, une solution
allant permettre de ne pas briser le gel en séparant les plaques. Des gels non-dénaturants
d’acrylamide & 6% (6% acrylamide, 0.5X TBE, 2.5% glycérol) ont été réalisés. Ce mélange
était dégaz¢ afin de réduire la présence de petites bulles d’air dans le gel. 200ul d’une solution
de persulfate d’ammonium 25% et 50ul de TEMED étaient ajoutés, par 40ml de gel, et ce afin
de permettre la polymérisation. Rapidement, les gels étaient coulés dans les montages, puis
laissés 45 min a 1 heure a polymériser. Les gels étaient ensuite déposés dans la cuve
d’électrophorese, puis une pré-migration était effectuée dans du tampon TBE 0.5X froid. Cette
pré-migration durait entre 1 a 2 heures & 20 mA. Les réactions étaient réalisées pendant ce

temps.

2.2.7.5 - Réactions

5ul d’une solution contenant 50ul de 1’oligo marqué, 10ul de polydldC (2ug/ul), 10ul BSA
(10mg/ml), 20l de tampon de ligation 10X (100mM HEPES pH 7.9, 40% glycérol, 10%
Ficoll, 250mM KCl, 250mM NaCl, 10mM DTT, SmM EDTA) et 10ul d’eau nanopure étaient
déposés dans un tube. 3ug, 6pg ou 12ug de protéines nucléaires étaient ensuite ajoutées, puis
le mélange était laissé a la température de la piece 15 4 30 min. Lors des essais de compétition
spécifique et non-spécifique; 62.5ng (50X), 125ng (100X) ou 625ng (500X) de compétiteurs
non marqués étaient ajoutés aux réactions pour un temps additionnel de 15 a 30 min. Lors des
essais de supershift, Spl (1pug) d’un anti-TRal (dirigé contre les isoformes TRa1/2 et TRB1/2
du rat, de la souris, du poulet et de ’humain) ou Sul (1pg) d’un anti-RXR (A197) (dirigé
contre les isoformes RXRa, RXRP et RXRy du rat, de la souris et de I’humain) ont été ajoutés.
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Ces anticorps ont été achetés chez Santa Cruz Biotechnology inc. Les anticorps ont aussi €té

ajoutés pendant 15 a 30 min additionnelles.

2.2.7.6 - Migration et séchage

A la fin de la réaction, 1ul de tampon de charge (20% Ficoll, 0.2% bromopheno! blue, 0.2%
xylene cyanol) pour chaque Spul de réaction a été ajouté, puis les échantillons ont été déposés
dans les puits des gels, préalablement rincés avec du TBE 0.5X. Les gels ont €té migrés a 120
Volts ou 20 a 25 mA, pendant 2 a 3 heures. Les gels ont ensuite ét¢ démoulés, déposés sur un
morceau de papier Whatman, enveloppés, puis séchés dans un séchoir a gel (gel dryer Bio-Rad
model 583) 1 heure a 80°C. Les gels séchés ont été placés dans une cassette

d’autoradiographie contre un écran Kodak 3 heures ou 16 heures.

2.2.7.7 - Révélation
Les écrans ont ensuite été révélés au Phospholmager (Molecular Imager FX Bio-Rad) et les

images obtenues modifiées en utilisant le logiciel de BioRad Quantity One 1-D Analysis.



CHAPITRE III

RESULTATS

Afin de comprendre la régulation de la FAS et de déterminer des associations physiologiques
pertinentes, il était tout d’abord essentiel de déterminer la fagon dont il fallait procéder pour

obtenir le fragment proximal du promoteur du géne FAS de ’oie, le sujet de I’étude.

3.1 - Carte de restriction du cosmide cosFASS

Le géne FAS de I’oie s’étend sur plus de 50 Kpb (Kameda et al, 1991). Le cosFASS (décrit au
point 2.1.2) quant a lui, contient les 7 premiers exons (15 Kpb) et environ 35 Kpb d’ADN en
amont du site d’initiation de la transcription. Cette construction provient d’une librairie
d’ADN génomique d’oie (Kameda er al, 1991). Afin de réaliser une carte de restriction
partielle de ce clone, ’ADN a été digéré par plusieurs enzymes de restrictions différentes.
Dans certains cas, des doubles digestions ont aussi été réalisées. Soulignons qu’une carte de
restriction partielle existait déja, et qu’un fragment de 597 pb de la partie promotrice du géne
FAS de I'oie avait déja été isolé, séquencé et analysé par un autre groupe. Les enzymes
utilisées pour digérer le cosFASS ont donc été EcoRI, EcoRV, HindllI, Pstl, Sall et BamHI.
La Figure 3.1 montre deux exemples des patrons de bandes obtenus suite a la migration sur
gel d’agarose et visualisation aux UV. La digestion du clone par I’enzyme BamHI (Fig. 3.1-A)
donne trois fragments de tailles différentes, soit 33 Kpb, 9 Kpb et 4.1 Kpb. La digestion du
clone par I’enzyme EcoRI (Figure 3.1-B), quant a elle, donne sept bandes différentes, soit 17
Kpb, 7.6 Kpb, 5.4 Kpb, 4.4 Kpb, 3.6 Kpb, 3.4 Kpb et un fragment d’environ 1.3 Kpb que 1’on
ne voit pas sur la photo. Cette bande de 1.3 Kpb n’apparait pas puisque le gel de petite taille a
€té migré longtemps pour permettre une bonne séparation entre la bande de 3.6 Kpb et celle de
3.4 Kpb.
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Figure 3.1 : Deux exemples de migration sur gel d’agarose 1% des digestions effectuées afin de
réaliser la carte de restriction du cosmide. A) Digestion du cosmide cosFASS par I’enzyme de
restriction BamHI (pistel). L’ADN du phage A digéré par I’enzyme HindlIl, avec son profil de bandes
caractéristiques, a servi de standard de poids moléculaire (piste 2). B) Digestion du cosmide cosFASS
par I’enzyme de restriction EcoRI (piste 2). On retrouve également ’ADN du phage A digéré par
Penzyme HindIll comme marqueur de poids moléculaire (piste 1).

Ces digestions nous ont permis de réaliser la carte de restriction partielle présentée a la Figure
3.2. En regardant la carte, nous voyons qu’il sera possible d’isoler le fragment proximal du

promoteur FAS de I’oie, et ce en utilisant les enzymes BamHI et HindIII.

o 5% % % % %S S %
"%‘a T TR %, "g%%@ Sop R a, Y,
— 1 ! -
------- Ay 2 3 4 s g 7/
A % e e o % @ & ’
gy % Sop 2y, oy % BEE, SRy
L1 1 1 | 1 e | I | L 11 J'CosFas5
2kb k3 6.5 11.6 24.2 204 a3 34.4 41 12 4256 46.1

Figure 3.2 : Carte de restricton partielle du cosFAS5 obtenue suite 3 ’analyse des différentes
bandes obtenues sur gel. Figure inspirée de I’article de Kameda ef al, 1991. On y retrouve les sites
pour les enzymes que nous avons testées, soit BamHI, EcoRI, EcoRV, HindIII, Pst et Sall. Il est & noter
que les sites Haell, Haelll, Pvull et Sau3A ont ét€ ajoutés en comparant avec la carte de restriction
partielle préalablement établie par Kameda. La boite blanche représente le premier exon et la fleche le
site d’initiation de la transcription. Les boites noires numérotées de 2 a 7 représentent les 6 exons
suivants,
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3.2 - Clonage du fragment proximal de la partie promotrice du géne FAS de I’oie

Suite a ’analyse de la carte de restriction obtenue, le cosFASS a été digéré par I’enzyme
BamHI. Cette digestion, lorsqu’elle est migrée sur gel, donne trois bandes caractéristiques de -
33 Kpb, 9 Kpb et 4.1 Kpb (voir Fig.1-A; piste 1). En se référant a la carte obtenue et montrée
a la Figure 3.2, nous voyons que le fragment contenant la partie proximale du promoteur est le
fragment de 9 Kpb. Ce fragment a donc été isolé et cloné dans le vecteur pBlueScript. L’ADN
plasmidique récupéré des clones positifs ont été digérés par ’enzyme EcoRV, et ce afin de
vérifier ’orientation du fragment dans le vecteur. L’orientation du fragment dans le sens
désiré génere une bande a 11 Kpb et une autre a 1 Kpb, alors que si il est dans la mauvaise

orientation ce sont des bandes a 8 Kpb et a 4 Kpb qui sont obtenues (résultats non montrés).

Afin d’obtenir le fragment proximal, 20ul d’une mini-préparation d’ADN plasmidique d’un
des clones positifs pour le fragment de 9 Kpb, orienté dans la bonne direction, ont été digérés
par 20U de ’enzyme HindIll. La Figure 3.3 représente cette digestion suite & sa migration sur
gel d’agarose 1% et sa visualisation aux UV. La bande a 4.6 Kpb, correspondant au vecteur
pBluescript et au fragment de 1.6 Kpb proximal de I’ADN de la partie promotrice, a €té
excisée du gel et PADN a ¢té purifiée (voir Matériels et Méthodes; point 2.2.3.3). Une
recircularisation de ce fragment a été réalisée avec Spl de I’ ADN récupéré et SU d’ADN ligase
du phage T4. La réaction s’est déroulée & 16°C, toute la nuit. Le produit de ligation a ensuite
¢été transformé dans des bactéries compétentes (voir Matériels et Méthodes; point 2.2.3.4.3).
Quelques colonies blanches obtenues ont été mise en préculture, puis I’ADN plasmidique a été
extrait (voir Matériels et Méthodes; point 2.2.3.5). Une préparation a grande échelle de ’ADN
plasmidique d’un clone positif a été réalisée (voir Matériels et Méthodes; point 2.2.3.7), et ce
afin de séquencer I’ADN, mais aussi pour effectuer le clonage du fragment de 1.6 Kpb dans
les vecteurs qui seront utilisés lors des transfections pour 1’analyse de 1’activité promotrice du

fragment sans ou avec des stimulations.
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Figure 3.3 : Migration sur gel d’agarose 1% des fragments obtenus suite a la digestion par
I’enzyme HindIII du fragment de 9kb du cosFASS (voir figure 1 (A) piste 1). Le fragment de 9kb de
I’ADN du cosmide a été cloné a I’intérieur du vecteur pBlueScript (d’une longueur de 3kb) au site de
restriction BamHI. La digestion par I’enzyme HindIIl a permit d’obtenir 5 fragments de 4.6kb, 2.5kb,
2.1kb, 1.5kb et 1.0kb. Le fragment de 4.6kb est celui d’intérét, puisqu’il contient le vecteur pBlueScript,
de méme que le fragment proximal du promoteur du géne FAS del’oie (piste 2). On retrouve également
1’ ADN du phage A digéré par ’enzyme HindIIl comme marqueur de poids moléculaire (piste 1).

3.3 - Séquence du fragment d’ADN isolé de 1584 pb

La séquence nucléotidique du fragment proximal de la partie promotrice du géne FAS de I’oie
a été déterminée jusqu’a -1450 pb (Figure 3.4). La séquence qui correspond a la boite TATA
se retrouve & -28 pb, alors qu’une séquence similaire a une boite CAAT se retrouve & -61 pb.
Cette séquence est riche en G/C, puisque 61.2 % des 1584 bases obtenues sont des G ou des C.
Suite & une analyse informatique, de méme qu’en comparant cette séquence a celles d’autres
espeéces, il a €té possible de déterminer un certain nombre de sites putatifs de fixation de

différents facteurs de transcription pertinents dans le cadre de notre étude.

Ainsi, nous avons noté la présence possible d’éléments de liaison de récepteurs de
glucocorticoides & plusieurs endroits, soit & -1441, -1300, -1153, -1123, ~577, -338, -336, -276
et -132. La plupart des éléments indiqués seraient impliqués dans 1’action de ’insuline, ces
derniers étant mieux documentés. C’est notamment le cas de la E-box présente en position -61
a -55. Cette derniere agirait comme une séquence de réponse & I’insuline (IRS) et elle est
connue pour étre un site de fixation pour USF (« upstream stimulatory factor »), qui est un
facteur de transcription ubiquitaire (Griffin ef al, 2004). La séquence SRE de -135 4 -125, de

méme que celles indiquées a -114 et -66 (mais appelées SREBP a la Figure 3.4) seraient aussi
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impliquées dans la réponse a I’insuline. Une étude de Griffin sur le promoteur FAS du rat a

derni¢rement montré qu’en mutant la E-box et en prévenant ainsi la fixation de USF-1,

SREPB-1 ne se fixait pas au SRE, suggérant une interaction fonctionnelle entre ces deux

protéines (Griffin et al, 2004). Notons aussi la présence de trois éléments de réponse a

I’insuline retrouvés chez plusieurs espéces dans le promoteur FAS (FIRE 1 4 -524 et 3 4 -63),

dont un hépatique (hFIRE a -44). Alors que Kameda et al avangait la possibilité qu’il y ait 2

¢éléments de réponse a la triiodothyronine dans le fragment séquencé jusqu’a -597 pb (2 -106 et

-91), notre analyse informatique ne va pas en ce sens. Il est 4 noter que I’homologie entre la

séquence obtenue par Kameda et la notre est de 98% (dont 100% en position -106 et -91).

-1450
-1380
-1305
~1228
~1153
-1079
-1005

-230

212
-140
08
+5

+78

Bamhl : [ —
GATCCTIGTGGAGAGGT TGAACTGTGTCCTAAACAGAGGATGAGAATTCTCATAAT TT TCTACTATGACCAAAATAT

TTAACARACTGGACATTGATTCTTAAAGAAAAACACAT GAGAACGAAGGGTCATGAGGTAGTAGTGTGGATGCTA
TTGN?%%?%MAGAMGGAGAGCCTAHMMATMWTCAGCAGA'I'I’AGAGTACTGMAAAGTAAAACTCCGA
GGAAATTTCTGATTGTTGTTGT TATCAAAGGGTT GAAAAACTATATAGCATT GAGGAATGTGTGGATAAAGGCAAA
%ETGCTGACAGAAGGTTGTAGTCCAGCT%TTTMGTGGTGGCAGTAGTGGAMGCAGGAATGGGMCAG
GACCTCTGACCGAAACGT TATCTACACGAAGAGAAGGGGGATGCTTCCTGCATCTTAGCATT TGGGCCCGCATT
TECTBACCARAAGECAGAAGEGCCTTTTCGTGTCOTAGET GATACAGAACAARATT CTAACG TTTTTACTGCTGT
AATTGAACCAGTACAAGT TACGGAGGAAGCEGACAAAAGCTGGCTECACACAGAGCGAACT TTCCCCTTTTECE
T TTECAAAGGTAGGTECACCECCGECTGECTCCCEROGCACGAGEEEAACGERT TTTCEGCGCCTGCERE
TAGCCCCCECCCCCCCCTCCACT TTGGACCGGECACGGGCCAGCGCATCCCCGECCGRCETECCCGCCACT

CTGTGGTAACCTCGGBACCGCGC TCCGCCEGEETGAACGACCGCTGCCECCEGCGTGTGGCERETECTECT

GR..._
CGCGACGCCGGC(T)GGCCTCGGCCGTCCCCTCAACAGTCAGCACATCGCCT TATCGCCTAGCAACACCCCTAC

GGGGCACGCCATTGECAGGGCCGCEGCCCCCGCCCACACGCCCCCG CCCG_GATTGGG‘ (GCCGGCCCAGGA

CTGCGCGTCCAGCCGCGCGCCCCTTCTCTTTGTGCGCTGCCEGGTGCGCGGGCCATCCGTGECCCGGCGCCC

GCCCEGCTTCAGCGCGCCC TECCEAGCCACGETECCEGECGCAGTAGTAGTCCCAACCACAGTGTGCACATCC

CRGEECEaOAO3A A BACACA AR AGGOACRCEOC 00 TCAC TECRATGORCT TGOGCAMBCCAGECE

CCOGTCROABABCECaa0CTTCOACGE0CTCOACGOC0ACECACAGEAGE TTGGCOCAGTGCCRCGERCAC

GGGCGCCCEACCGECTCCECCCCEECCTECCCAAGACCCCC TCCTCCTGTGRAACGGC TCTEGCGGACAGRE

Gneg?%@_?eeecceecm&gggc*cmmmmmq%?WGcmmmmﬁg
IRE 3 ; i

TGTCAZICCATETGOO Gmwm&TGCUAMTAGCGGTGGGAGCTAGAGGGAW@T

GAGGAGAGCGC:E;G‘A;GCATCGGACGTAOGCAGCTCGGCACCGGCCGCCGCAGCGCCCGAGTCCGCCTGMGA

GCCTGCCCCGCAGCAGCCCGGTCCGGCECTGAGCTCGACTACAGGGTCCTCT CGGCAGEMGCTI'
¢ Hindill

Figure 3.4 : Séquence compléte (5°— 3°) du clone de 1.6 kb contenant PADN 5’ flanquant du géne
de la synthétase des acides gras de I’oie (FAS) (MARTEL, C. et C. MOUNIER, 2003; PubMed).
AC #AY391824. Le séquengage de ce fragment de 1584 pb (-1450/+133) a été réalisé sur les deux
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brins, en utilisant les amorces T3 et T7 du vecteur pBlueScript, ainsi que les amorces internes dont la
séquence est en vert (les fleches au-dessus des amorces montrent le sens). Le codon d’initiation de la
transcription est encerclé en orange. Les boites TATA et CAAT sont encadrées en rouge. Les sites de
restriction BamHI et HindIll, utilisés pour le clonage dans pBS, sont surlignés ou souslignés en noir
(portant le total de la séquence & 1596 pb). Les sites putatifs de fixation de différents facteurs de
transcription connus et pertinents sont indiqués sur la séquence. Abréviations: GR, récepteurs de
glucocorticoides; PR, récepteurs de progestérone; FIRE 1 ou 3, élément de réponse a I’insuline de FAS;
hFIRE, élément de réponse a ’insuline de FAS au niveau hépatique; SRE, élément de réponse aux
stérols; ICE, élément CAATT inversé.

3.4 - Activité promotrice obtenue lors d’essais luciférase réalisés avec la construction
contenant la partie promotrice du géne FAS de 1’oie
La présence d’une boite TATA et d’une séquence s’apparentant a une boite CAAT en amont
du site d’initiation de la transcription, indique un promoteur eucaryote typique (Kameda ef al,
1991). Afin de vérifier ’activité de cette partie du promoteur FAS de ’oie, une construction
1.6FAS-pGL2 a été réalisée. Cette construction comprend le fragment isolé & partir du
cosFASS, de méme qu’un vecteur contenant le géne rapporteur de la luciférase. Cette
construction, de méme que des contrbles, a été transfectée de fagon transitoire dans des
cellules de lignées de type LMH. Les résultats obtenus, montrés a la Figure 3.5, démontrent
que le promoteur FAS de l’oie est relativement fort, puisqu’il a en moyenne une activité
promotrice 20 fois plus élevée que celle du contrdle positif utilisé, soit une construction

contenant le promoteur de SV40 suivi du géne de la luciférase.

Pour la suite des expériences, nous avons toutefois dii utiliser un vecteur contenant un gene
rapporteur différent du géne de la luciférase. Effectivement, les premiers essais de stimulation
a la T3 et a ’insuline avec la construction FAS1.6-pGL2 nous ont donné des résultats plutdt
étranges d’inhibition ou de stimulation non significative (résultats non montrés). Lors d’une
expérience de transfection de la construction 1.6FAS-pGL2 avec surexpression du récepteur
TRa, nous avons noté due lorsque la quantité de récepteur transfecté augmentait (soit 0.5pg,
1.0 pg ou 1.5 ug), I’activité luciférase augmentait en absence de T3, ce qui est normal, vu
I’activité promotrice du fragment de 1.6 Kpb mentionnée au paragraphe précédent. Par contre,
’ajout de T3 au milieu de culture entrainait une diminution de I’activité luciférase enregistrée,
et ce, de fagon inversement proportionnelle & la quantité de récepteur transfecté (Figure 3.6).
Ces résultats seraient probablement causés par la présence d’un élément de réponse négatif a
la T3 & l’intérieur méme du géne LUC (Maia et al, 1996). Des tests réalisés en transfectant

uniquement les vecteurs contrdles (pGL2-Basic et pGL2-Control vector) ont confirmé cette
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hypothése. En effet, nous avons obtenu une diminution de 1’activité luciférase aprés traitement

a la T3 des cellules transfectées avec ces vecteurs contrbles (résultats non montrés).

) | 100.00

——|[sVaD] : _:j_‘ 3344.75

FAS1.6 65721,75

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
Activits (uciférase ({(RLUug prot)/ pgal)

Figure 3.5 : Activité promotrice du fragment de 1,6 Kpb transfecté dans les cellules LMH en
utilisant les essais luciférase. Le diagramme indique ’activité luciférase mesurée dans les cellules
transfectées, et ce soit avec la construction sans promoteur contenant uniquement le géne luciférase
(fleche pleine noire), soit avec la construction contenant le promoteur SV40 (rectangle mauve) ou celle
contenant le promoteur FAS (rectangle bleu clair, FAS1.6-pGL 2). L’activité luciférase a été mesurée
dans des cellules LMH cultivées en absence de sérum. Les résultats ont été exprimés en comparaison a
Iactivité obtenue avec la construction sans promoteur fixée a 100. Valeurs représentant au moins trois
expériences individuelles (écart-type indiqué).

= 9000 -

1-| pGL2-Basic

2-| pGL2-CV
2-|1.6FAS+TR (0.5ug)
4-|1.6FAS+TR (0.5ug) +T3
5-| 1 8FAS+TR (1.0ug)
6-|1.6FAS+TR (1.0ug) +T3
7-|1.6FAS+TR (1.5ug)

B-| 1.8FAS+TR (1.5ug) + 13

4563,33

—
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Figure 3.6 : Activité promotrice du fragment de 1,6 kb transfecté dans les cellules LMH stimulées
48 heures a la T3. Le diagramme indique I’activité luciférase mesurée dans les cellules transfectées, et
ce soit avec la construction sans promoteur contenant uniquement le géne luciférase (pGL2-Basic), soit
avec la construction contenant le promoteur SV40 (pGL2-CV) ou celle contenant le promoteur FAS
(1.6FAS) avec surexpression du récepteur TR en présence ou non de T3. L’activité luciférase a été
mesurée dans des cellules LMH cultivées en absence de sérum. Les résultats ont été exprimés en
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comparaison a |’activité obtenue avec la construction sans promoteur fixée a 1. Ces valeurs représentent
une expérience unique, donc nous ne pouvons pas indiquer d’écart-type.

3.5 - Réalisation des différentes constructions a partir du fragment de 1.6 Kpb

La présence d’activité promotrice du fragment de 1.6 Kpb isolé nous a mené a réaliser des
délétions successives afin de déterminer ou se trouvait le ou les éléments entrainant cette
activité. La présente section sert donc a décrire les différentes constructions qui ont été
réalisées. Toutefois, afin d’éviter ce probléme d’élément de réponse négatif 4 la T3 dans le
géne luciférase, nous avons décidé d’utiliser le vecteur pJFCAT1 qui contient le géne
rapporteur codant pour la chloramphénicol acétyl transférase (CAT), plutbt que le géne de la
luciférase. D’ailleurs, les résultats d’activité CAT obtenus pour quelques-unes des

constructions décrites dans la présente section sont présentés plus tard, soit a la section 3.6.

Les délétions successives ont été réalisées a partir du fragment de 1.6 Kpb en utilisant la
technique d’amplification PCR avec des amorces spécifiques, puisque 1’analyse de la séquence
présentée & la Figure 3.4, nous avait révélé que nous ne pouvions pas utiliser simplement des
enzymes de restriction afin de générer ces fragments. En effet, les sites uniques de restriction
correspondaient 4 des enzymes peu communes, donc que 1’on ne retrouvait pas dans le site
multiple de clonage des vecteurs utilisés dans le cadre de notre étude. La schématisation de ces

délétions successives est présentée a la Figure 3.7.

s
B . S S

1398 pb | naEEyae
o

1078 pb ' ﬁ
+1
—>

760 pb | e
+1

347pb ———
+1

Figure 3.7 : Schématisation de la stratégie employée afin de déterminer Pemplacement de
Pélément de réponse a la T3 dans la partie promotrice du géne de la synthétase des acides gras de
Poie. La stratégie utilisée a été la production de fragments de plus en plus courts, en utilisant la
technique d’amplification PCR, a partir du fragment de 1.6kb isolé du cosFASS. La taille des différents
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fragments amplifiés est indiquée sur la gauche. Le site d’initiation de la transcription est indiqué par +1.
Le géne rapporteur utilisé a été celui du chloramphénicol acétyl transférase, noté CAT.

La Figure 3.8, quant a elle, montre les fragments de 1398 pb (piste 2), 1078 pb (piste 3) et 760
pb (piste 4) obtenus suite a la réalisation des PCRs et a leur clonage dans le vecteur pJFCATI
(Fig. 3.8-A) et aussi les fragments de 347 pb (piste 3) et de 187 pb (piste 2) seulement suite &
la réalisation des PCRs (Fig. 3.8-B). Ces fragments ont été choisis de fagon plutot aléatoire,
en se fiant aux meilleurs couples d’amorces que nous pouvions utiliser. Nous avons toutefois

essay€ d’avoir des fragments de longueurs variables bien répartis tout au long du fragment de
1.6 Kpb.

A) B)

<4— 5200 pb
3000 pb —p»
2000 pbp —Pp»
1650 pp —P> <— 1388 pb
<4— 1078 pb
1000 pp —P»
850 pb —Pp <4— 760 pb
850 pb —p 650 pb — P
500 pp — P 500 pbp —p»
400 pp —Pp « 347 po
300 pp —p
200 pb —p> |l <«— 1700
100 pb —P» . -
1 2 3 4 1 2 3

Figure 3.8 : Migration sur gel d’agarose 1% des différentes délétions successives réalisées par
PCR. A) Digestions par BamHI et Xhol de clones positifs pour les fragments de 1398pb (piste 2),
1078pb (piste 3) et de 760pb (piste 4) dans le vecteur pJFCAT1 (bande supérieure). B) Gel de
quantification des produits PCR pour les fragments de 347pb (piste 3) et de 187pb (piste 2). Migrations
réalisées sur gels d’agarose 1%. Les pistes 1 contenaient toutes les deux le marqueur de poids
moléculaire 1Kb Plus DNA Ladder de la compagnie Invitrogen.

La lecture d’un article de Wang et al, paru en 2004 et portant sur le promoteur FAS humain,
nous a toutefois permis de concentrer notre étude sur une partie interne plus précise du 1.6
Kpb. L’alignement présenté a la Figure 3.9 est d’ailleurs tiré de cet article. Il s’agit d’un
alignement de promoteur du géne FAS de ’humain (H), la souris (M), le rat (R) et le poulet
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(C), ou les auteurs ont noté la présence d’un T3RE/LXRE. Nous avons donc aligné notre
propre séquence obtenue (PubMed; Acc # AY391824) du promoteur du géne FAS de I’oie
(G). Nous retrouvons un motif similaire. Notons de fagon intéressante, que ce T3RE ne
correspond pas au consensus AGGTCA mentionné a la section étude bibliographique. Si I’on
regarde la similarité entre la séquence du poulet et celle de 1’oie, on peut voir qu’elle est trés
grande, les différences étant uniquement au niveau de la premiére et de la troisiéme bases. La
premiére base chez le poulet étant une thymine, alors que chez I’oie on retrouve une cytosine.
Et en position trois de la séquence du poulet on retrouve une adénine, alors que c’est une autre

cytosine chez I’oie.

H 7 GGRARACCEG GGATGCGCTG C 66CCGH66CE
M BGARR----~ -GCTGGGCCA CGM GCCTGAGELG
R 7 BGARA===-= -GCTGGGCCA CGHIGHCCR GCCTGAGGLG =
c -« CGCRICCCCG GCCGRCGIGE CGONGARRRE 6GC=~-GCOG =
G a1 CGCATCCCCG GCCGGCGTGC(ZCGCFGCCCTG TGGTAACCﬂC GGG - -- 696

H: Human (deposited in genebank accession # AF250144)
M: Mouse {accession ¥ AL 6630%0)

R: Rat (accession & X 54671}

C: Chicken (accession # X77339)

G:

Goose (accession # AY391824)

Figure 3.9 : Alignement de différentes séquences nucléotidiques de promoteurs FAS contenant un
TRE. Figure tirée de Wang et al, 2004, article publié dans le Journal of Nutrition. On y voit la
séquence promotrice du géne FAS pour I’humain, la souris, le rat, le poulet et celle de I’oie y a été
ajoutée. La boite représente un TRE et LXRE conservés entre les especes.

Des amorces spécifiques contenant des sites de restriction & leurs extrémités ont donc été
sélectionnées afin d’amplifier le fragment interne correspondant & la position -902/-577 du
promoteur FAS de I’oie. Ce fragment de 325 pb est d’ailleurs montré a la Figure 3.10. 11 a été
cloné dans le vecteur pBLCAT2. Le vecteur pBLCAT?2 posséde le promoteur minimal de la
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thymidine kinase ce qui permet de pallier & I’absence de certains éléments essentiels en 3° du
fragment interme. L’activité CAT obtenue avec cette construction TRE-TKCAT suite aux
transfections transitoires et aux stimulations & la T3 et a la T3 avec I’insuline est présentée a la
Figure 3.13.

<— 2000 pb
4— 1650 pb

«4— 1000 pb
<4— 850 pb

«4— 650 pb

<4— 500 pb
«4— 400 pb

%25 pb —> 4— 300 pb

4— 200 pb

4— 100 pb

1 2

Figure 3.10 : Migration sur gel d’agarose 1% du fragment contenant ’élément putatif de réponse
a la T3. Fragment amplifié¢ par PCR de 325 pb basé sur les informations de I’article de Wang e¢ al,
2004 (piste 1). Marqueur de poids moléculaires 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (piste 2).

Afin de déterminer plus précisément I’emplacement du T3RE potentiel sur le fragment interne
de 325 pb, d’autres constructions ont été réalisées (Fig. 3.11). En utilisant différentes
combinaisons d’amorces spécifiques du fragment interne, nous avons amplifi€ d’autres petits
fragments. Les amorces 1 et 2 ont permis d’amplifier un fragment de 138 pb situé entre -902/
-765 du fragment interne (Fig. 3.11; piste 2), les amorces 2 et 3 un fragment de 240 pb situé
entre -902/-663 (Fig. 3.11; piste 3), le couple d’amorces 3 et 4 donne un fragment de 103 pb
situé entre -765/-663 (Fig. 3.11; piste 4) et finalement les amorces 4 et 5 ont permis d’obtenir
un fragment de 189 pb situé entre -765/-577 (Fig. 3.11; piste 5). Il est a signaler que les bandes
retrouvées a la Figure 3.11 sont légerement supérieures aux poids attendus, puisqu’il faut
ajouter 12 bases & chacune des amorces (donc 24 bases a chaque fragment) pour le site de

restriction allant servir au clonage dans pBLCAT?2. 1l est & noter que ces constructions ont été
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nommeées en fonction du couple d’amorces utilisé (ex. %2-TRE-TKCAT ou %-TRE-TKCAT)
pour I’amplification du fragment qu’elles contiennent. Si ’on se rapporte a la Figure 3.9,
I’¢lément recherché se retrouverait entre -741 et -696 pb du promoteur FAS de ’oie. Le
fragment amplifié a partir des amorces 3 et 4 est donc trés intéressant, puisqu’il contiendrait le
T3RE putatif et aussi parce qu’il ne fait que 100 pb. Il permet donc une localisation plus
précise sans que le fragment a cloner ne soit trop petit. I activité¢ CAT obtenue suite aux
transfections transitoires et aux stimulations & la T3 en utilisant ce fragment est d’ailleurs
présentée a la Figure 3.13 (construction notée TRE-TK-CAT -765/-663 sur la figure).

12 2/3 3/4 4/5

1 2 3 4 5

Figure 3.11 : Migration sur gel d’agarose 1% des petits fragments ayant été amplifiés par PCR a
partir du ‘TRE’. La migration a ¢té réalisée sur un gel d’agarose 1.5%. Les amorces qui ont été
utilisées pour effectuer les réactions de PCR sont indiquées au haut des puits. Les amorces 1,3 et 5 étant
anti-sens, alors que les amorces 2 et 4 étaient des amorces sens (pistes 2 a 5). Le standard de poids
moléculaire était le 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (piste 1). La taille des bandes amplifiées était,
dans Yordre des puits, 162 pb, 264 pb, 127 pb et 213 pb.

3.6 - Activité CAT obtenue avec Ia construction 1.6FAS-pJFCAT]I, la construction TRE-
TKCAT et la construction contenant le petit fragment -765/-663 (nommée %:-TRE-
TKCAT), suite aux stimulations

Le choix des cellules utilisées était un facteur trés important dans une expérience. Pour les

premiéres transfections, nous avons utilisé des cellules LMH, mais nous avons abandonné ce

modele. La principale raison justifiant cet abandon était que des résultats obtenus au
laboratoire par RT-PCR en temps réel laissaient entrevoir que ces cellules avaient des réponses

trop variables lorsqu’elles étaient stimulées. Des cellules de lignées de type HepG2 et des



60

cellules primaires de type hépatocytes embryonnaires de poulet (CEH) (Figure 3.12) ont

plutdt été utilisées (voir Matériels et Méthodes; section 2.1.1).

Figure 3.12 : Photographie d’hépatocytes embryonnaires de poulet isolés a aide de la technique
décrite par A.G. Goodridge (Goodridge, 1971). Les hépatocytes ont été photographiés & ’aide d’un
appareil photo numérique au microscope, a faible grossissement (40X).

Dans le but d’identifier dans le géne FAS de ’oie, une ou des séquences nucléotidiques
spécifiques qui sont impliquées dans le controle de ’expression de FAS au niveau hormonal
(surtout pour la T3), nous avons cloné un fragment de 1594 pb contenant le site d’initiation de
la transcription (+1) et 1450 pb de la région 5°- flanquante (voir Fig. 3.4). L’analyse de la
séquence a montré qu’il y avait un certain nombre de séquences consensus & I’intérieur de ce
fragment. Ces séquences consensus pouvaient donc jouer un r6le potentiel dans la régulation
de I’expression du géne. Le graphique de la Figure 3.13 présente certains principaux résultats

obtenus.

Le fragment -1450/+133 a été cloné dans un vecteur contenant le géne rapporteur CAT. Des
expériences de transfections transitoires de cette construction (FAS1.6-pJFCAT1) dans une
lignée cellulaire de type HepG2 ont été réalisées. Ces expériences nous ont donc permis de
voir que suite 4 un jefine de 24 heures et 4 une stimulation de 48 heures a la T3, I’activité CAT
exogéne était augmentée de 2.5 fois par rapport a activité CAT enregistrée avec la méme
construction mais sans T3 (Fig. 3.13; haut). La régulation de FAS par la T3 peut étre
démontrée en utilisant des cellules de type primaires (Kameda ef a/, 1991; Thurmond ef a/,
1998). Toutefois il est parfois plus facile d’utiliser des lignées cellulaires. L’utilisation de
lignées cellulaires diminue grandement le temps de préparation, les colits et les variations

attribuables aux oeufs d’une semaine 3 ’autre. Dans le cadre de notre étude, des difficultés au



61

niveau des transfections expliquent aussi le fait que nous ayons finalement priorisé I’utilisation
des cellules HepG2. En effet, en utilisant les CEH, nous obtenions une efficacité de
transfection maximale d’environ 5%, alors qu’avec les HepG2, I’efficacité de transfection était
d’environ 90 a 95% (efficacité de transfection évaluée par un test de coloration de B-
galactosidase). Les autres groupes qui utilisaient les CEH et des vecteurs codant pour le géne
rapporteur CAT, n’utilisaient pas comme nous des essais ELISA, mais faisaient plutot de la
chromatographie en couche mince (« thin-layer chromatography »). Les CEH étant des
cellules de foie, nous observions toujours, lors de la lyse cellulaire, une couche assez
importante de lipides a la surface du surnageant a récupérer. Peut-étre que cette derniere venait
interférer avec le CAT-ELISA.

La plupart des lignées cellulaires ne répondent pas a la T3 puisqu’elles n’expriment plus les
récepteurs. C’est pourquoi les cellules doivent aussi étre transfectées avec un vecteur
d’expression contenant le récepteur (Hillgartner ef a/, 1995). Puisque nous ne savions pas si
les récepteurs TRs étaient faiblement ou hautement exprimés chez les cellules HepG2, nous
avons aussi réalisé des stimulations en conditions de surexpression du récepteur. Pour ce faire,
lors des transfections, nous ajoutions une construction .contenant 1’ADNc du récepteur TRa &
’ADN de la construction 1.6FAS-pJFCATI et 4 I’ADN de pSVp-galactosidase servant au
calcul de I’efficacité de transfection. Lors de la surexpression du récepteur TRa, nous avons
obtenu une activité CAT exogeéne 3.4 fois plus élevée aprés 48 heures en présence de 1.6 pM
T3 et de 3.25 fois plus élevée apres 48 heures en présence de 1.6 uM T3 et 50 mM d’insuline.
Notons que nous ne retrouvons pas de différence significative entre 1’activité CAT enregistrée
pour les cellules traitées a la T3 et celle enregistrée pour les cellules traitées a la T3 et a

’insuline.

Les expériences de transfection utilisant des cellules primaires, soient des hépatocytes
embryonnaires de poulet (CEH), ont été plus laborieuses. L’efficacité de transfection étant tres
basse (prés de 5%), nous n’avons pu obtenir qu’une fois des résultats positifs pour la
construction 1.6FAS-pJFCATI. Nous avons obtenu une activité CAT exogene 1.84 fois plus
élevée dans les CEH traitées 48 heures a la T3 comparativement aux cellules transfectées avec

la méme construction mais non traitées (résultats non montrés).
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Figure 3.13 : Effets de la T3 et de P’insuline sur Pactivité du promoteur FAS de I’oie. Compilation
graphique de ’augmentation de ’activité CAT (axe des X) obtenue avec les constructions pJFCAT1-
FAS1.6 (-1450/+133), TRE-TKCAT (-902/-577) et la construction contenant le petit fragment amplifié
a I’aide des amorces #3 et 4 (-765/-663) suite aux stimulations, en comparaison avec 1’activité obtenue
sans stimulation. A gauche du graphique, on retrouve la schématisation des constructions transfectées,
¢’est-a-dire le fragment d’ADN de la partie promotrice contenu dans la construction, le géne rapporteur
CAT et, dans certains cas, le promoteur hétérologue de la thymidine kinase (TK). L’activité CAT a été
standardisée par I’activité B-gal et la quantité de protéines. Les conditions de transfection des cellules
HepG2 sont décrites dans la section ‘Matériels et Méthodes®. L’annotation +TR est utilisée lorsqu’il y a
eu surexpression du récepteur TRa, I’annotation -TR lorsqu’il n’y avait pas de surexpression. Les
valeurs sont généralement la représentation de 3 expériences individuelles.

Tel que mentionné au point 3.5, I’article de Wang et @/ nous a permis de nous concentrer sur
un fragment situé entre -902/-577. Ce fragment a été cloné dans le vecteur pBLCAT2
(construction TRE-TKCAT) et il a aussi servi pour les transfections. Sans surexpression du
récepteur et suite 4 un jeline de 24 heures et 4 48 heures de stimulation a la T3, Pactivité CAT
exogeéne enregistrée était 1.99 fois plus élevée que chez les cellules n’ayant pas €té stimulées
(Fig. 3.13; milieu). Lorsque le récepteur est surexprimé, ’activité CAT est 2.48 fois plus
¢élevée aprés une stimulation a la T3 de 48 heures, et 3.57 fois plus élevée aprés une
stimulation a la T3 et a I’insuline pendant 48 heures. La différence entre ces deux conditions
n’est toutefois pas significative. Dans les cellules primaires, nous avons obtenu, lors d’une
expérience effectuée en triplicata, une activité CAT exogene 2.25 fois plus élevée dans les

CEH ftraitées 48 heures a la T3 comparativement aux cellules transfectées avec la méme
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construction mais non traitées (résultats non montrés). Nos résultats nous permettent d’avancer
qu’un TRE est présent a I’intérieur de ce fragment. Par contre, il ne semble pas y avoir d’effet
synergique entre la T3 et ’insuline, comme on pouvait s’y attendre. Nous y reviendrons 4 la

discussion.

Ces résultats sont renforcés par ceux obtenus suite 4 la transfection d’un plus petit morceau du
fragment interne -902/-577, qui se situe entre -765 et -663 (construction ¥%-TRE-TKCAT).
Suite & une stimulation de 48 heures a la T3, nous avons obtenu une activité CAT exogéne de
2.3 fois supérieure a celle obtenue sans stimulation (Fig. 3.13; bas). L’ajout d’insuline au
milieu de stimulation augmente légérement I’activité CAT exogéne enregistrée. Par contre
cette augmentation ne semble pas &tre significative (résultats non montrés), comme c’était le

cas avee les constructions contenant les fragments -1450/+133 et -902/-577.
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Figure 3.14 : Effets de la T3 sur Pactivité de la partie située entre -902 et -663 du promoteur FAS
de I’oie. Graphique de 1’augmentation de I’activité CAT (axe des X) obtenue avec la construction %-
TRE-TKCAT (construction contenant le petit fragment amplifi¢ a I’aide des amorces #2 et 3 (-902/
-663)) suite 4 une stimulation de 48 heures avec 1.6uM de T3. A gauche du graphique on retrouve la
schématisation de la construction transfectée, c’est-a-dire le fragment d’ADN de la partie promotrice
contenu dans la construction, le géne rapporteur CAT et le promoteur hétérologue de la thymidine
kinase (TK). L’activité CAT a été standardisée par Iactivité B-gal et la quantité de protéines. Les
conditions de transfection des cellules HepG2 sont décrites dans la section ‘Matériels et Méthodes’.
Les valeurs sont la représentation de 2 expériences individuelles réalisées en duplicata ou en triplicata.

Un résultat similaire a aussi été obtenu avec une autre construction réalisée a partir du
fragment interne, soit le fragment situé entre -902 et -663 (construction %-TRE-TKCAT),
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amplifi¢ a partir des amorces 2 et 3 (voir Figure 3.11; piste 2) qui contiendrait donc 1’élément.
En effet, lors de deux expériences indépendantes réalisées en duplicata ou en triplicata, nous
avons enregistré une moyenne d’activité CAT exogeéne 2.35 fois plus élevée aprés 48 heures
de stimulation a la T3 (Figure 3.14).

3.7 - Retards sur gel

Suite a 1’analyse de la réponse a la T3 obtenue avec le fragment -765/-663, correspondant au
fragment du promoteur du géne FAS de I’oie cloné dans le vecteur pBLCAT?2 (construction
nommée TRE-TKCAT), un oligonucléotide de 40 nucléotides a été synthétisé, et ce, en se
basant aussi sur 1’alignement de séquences présenté a la Figure 3.9. Ces oligos sens et anti-
sens (CM-TRE-S et CM-TRE-AS) correspondent quant a eux au fragment -732/-692 du méme
promoteur et il ont été utilisés afin de réaliser des retards sur gel. Ces expériences ont pour but
de démontrer la présence d’association entre un fragment d’ADN défini et des protéines

nucléaires.

Le retard sur gel présenté a la Figure 3.15 permet de voir qu’il y a bien formation de
complexes entre les oligos CM-TRE-S, CM-TRE-AS et les protéines nucléaires extraites de
cellules HepG2 traitées sous différentes conditions (basal, T3, T3/insuline). Pour plus de
détails sur les retards sur gel, voir la section Matériels et Méthodes; section 2.2.7. En condition
de stimulation a la T3 et aussi a la T3 et I’insuline, nous notons la présence de deux bandes de
différentes intensités. Dans ces deux cas, la bande supérieure est de plus faible intensité que la
bande inférieure. Ces complexes sont aussi présents lorsque 1’on utilise des extraits nucléaires
de cellules HepG2 non stimulées, mais ne migrent pas de la méme fagon (Fig 3.15; piste 3).
En effet, en condition basale les bandes migrent plus lentement, et plus particulierement en ce
qui concerne la bande supérieure. Nous ne retrouvons donc pas de liaison majeure en

condition basale.
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Figure 3.15 : Expérience de retard sur gel pour vérifier la liaison de protéines nucléaires au TRE
putatif. Le fragment d’ADN double-brin “TRE’ marqué radioactivement, qui correspond au fragment -
732/-692 de la partie promotrice du géne FAS de ’oie, a été incubé en absence (piste 1) ou en présence
(pistes 2 & 7) d’une quantité croissante d’extraits nucléaires (3 ou 6 pg). Les cellules HepG2 utilisées
afin de réaliser ces extraits nucléaires ont été cultivées pendant 48 heures en absence (pistes 2 et 3) ou
en présence de 1.6pM de T3 (pistes 4 et 5) ou 1.6uM de T3 avec S50mM d’insuline (pistes 6 et 7). Le
crochet représente la formation de complexes. La fléche pleine au bas du gel correspond a la sonde
libre.

La formation des complexes est de beaucoup augmentée en présence d’extraits nucléaires de
cellules stimulées a la T3. Les bandes s’intensifient lorsque la quantité d’extraits nucléaires
utilisés augmente (Fig 3.15; piste 4 vs 5 ou piste 6 vs 7). L’ajout de I’insuline & la T3 lors des
stimulations ne semble pas entrainer la formation de complexes différents de ceux obtenus
suite a une stimulation a la T3 (Fig 3.15; piste 4 vs 6 ou piste 5 vs 7). D’aprés des études
préalables (Thurmond ef al, 1998), les bandes obtenues pourraient correspondre a des
complexes d’homodimeres TR/TR ou & des complexes d’hétérodiméres RXR/TR. Les
complexes hétérodimériques formés de RXR et TR se lient aux TREs avec une affinité plus
grande et ils transactivent de fagon plus efficace que les homodiméres TR/TR (Thurmond et

al, 1998). Les hétérodiméres RXR/TR se lient aux répétitions directes des TREs selon une
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polarité définie; RXR et TR se lie aux demi-sites en amont et en aval respectivement
(Thurmond et al, 1998).

Ces complexes seraient bien spécifiques, puisqu’en effectuant une réaction de compétition

avec un excés de 50, 100 ou 500 fois avec I’oligo -732/-692 non marqué, les bandes obtenues
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Figure 3.16 : Expérience de retard sur gel de compétition spécifique avec le TRE. Le fragment
d’ADN double-brin ‘TRE’ marqué radioactivement, qui correspond au fragment -732/-692 de la partie
promotrice du géne FAS de ['oie, a ét¢ incubé en absence (piste 1) ou en présence (pistes 2 a 13)
d’extraits nucléaires (6 pg). Les cellules HepG2 utilisées afin de réaliser ces extraits nucléaires ont été
cultivées pendant 48 heures en absence (pistes 2 et 5) ou en présence de 1.6uM de T3 (pistes 6 et 9) ou
1.6uM de T3 avec SOmM d’insuline (pistes 10 et 13). La compétition spécifique a été réalisée en
utilisant le fragment double-brin ‘TRE’ (-732/-692) froid comme compétiteur, et ce a un excés molaire
de 50 (pistes 3, 7 et 11), 100 (pistes 4, 8 et 12) et 500 (pistes 5, 9 et 13). Les mélanges réactionnels des
pistes 2, 6 et 10 ne contenaient pas de compétiteur spécifique froid. Le crochet représente la formation
de complexes. La fleche pleine au bas du gel correspond a la sonde libre.

disparaissent (Fig 3.16). Toutefois la réalisation de compétition non spécifique (Fig 3.17) nous
a donné le méme résultat que celui obtenu en compétition spécifique. La compétition non
spécifique a été réalisée en utilisant un oligo double-brin froid de 32pb correspondant & un

fragment de I’EST BB470007 chez la souris. Nous ne I’avons pas fait synthétiser nous-méme,
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mais nous [’avons plut6t récupéré d’un autre labo. Les analyses quant a la possibilité de
formation de diméres entre les oligos CM-TRE-S et CM-TRE-AS (oligos d’intéréts) et le
compétiteur non spécifique (fragment de I’EST BB470007, sens (CAC ATA CCG CAC AGA
TGG CCT AGA GAT GTC AC) et anti-sens (GTG ACA TCT CTA GGC CAT CTG TGC
GGT AGT TG)) n’ont donc pas été réalisées avant d’effectuer le retard sur gel. Des analyses
subséquentes nous ont montré des ressemblances entre ces deux couples d’oligos. 11 serait
donc logique de penser que les oligos utilisés a titre de compétiteurs non spécifiques ait

effectivement compétitionné, et ainsi entrainé la disparition des bandes retardées.

Extralts nucléaires (ug) - 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
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T3 (1.6uM) e T T
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Figure 3.17 : Expérience de retard sur gel de compétition non spécifique avec le TRE. Le fragment
d’ADN double-brin ‘TRE’ marqué radioactivement, qui correspond au fragment -732/-692 de la partie
promotrice du géne FAS de oie, a été incubé en absence (piste 1) ou en présence (pistes 2 & 13)
d’extraits nucléaires (6 pg). Les cellules HepG2 utilisées afin de réaliser ces extraits nucléaires ont €té
cultivées pendant 48 heures en absence (pistes 2 et 5) ou en présence de 1.6uM de T3 (pistes 6 et 9) ou
1.6uM de T3 avec 50mM d’insuline (pistes 10 et 13). La compétition non spécifique a été réalisée en
utilisant un oligo double-brin froid de 32pb correspondant a un fragment de I’EST BB470007 chez la
souris, et ce a un excés molaire de 50 (pistes 3, 7 et 11), 100 (pistes 4, 8 et 12) et 500 (pistes 5, 9 et 13).
Les mélanges réactionnels des pistes 2, 6 et 10 ne contenaient pas de compétiteur non spécifique froid.
Le crochet représente la formation de complexes. La fléche pleine au bas du gel correspond & la sonde
libre.
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L’addition d’anticorps anti-TR ou anti-RXR est utilisé afin de nous permettre de déterminer la
spécificité des complexes obtenus. Notons que nous n’avons pas obtenu ’apparition d’une
bande plus haute, mais plutdt la disparition ou I’atténuation d’une ou des deux bandes
normalement retrouvées. Ceci s’explique par le fait qu’il est possible que I’anticorps ne se fixe

pas au complexe (protéines + ADN), mais empéche uniquement la fixation des protéines par

compétition.
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Figure 3.18 : Expérience de retard sur gel de supershift aveec un anticorps anti-TR et anti-RXR.
Le fragment d’ADN double-brin ‘TRE’ marqué radioactivement, qui correspond au fragment -732/-692
de la partie promotrice du gene FAS de ’oie, a été incubé en absence (piste 1) ou en présence (pistes 2 a
9) d’extraits nucléaires (6 pg). Les cellules HepG2 utilisées afin de réaliser ces extraits nucléaires ont
¢t€ cultivées pendant 48 heures en présence de 1.6uM de T3 (pistes 2 a 5) ou en présence de 1.6uM de
T3 avec S0mM d’insuline (pistes 6 a 9). Les expériences de supershift ont été réalisées en ajoutant 1ug
d’un anticorps anti-TRal, dirigé contre les isoformes TRal/2 et TRB1/2 reconnaissant a la fois les
protéines de rat, de la souris, du poulet et de I’humain (pistes 3 et 7), ou 1pg d’un anticorps anti-RXR
(A197), dirigé contre les isoformes RXRa, RXRf et RXRy et reconnaissant a la fois les protéines de rat,
de la souris et de ’humain (pistes 5 et 9). Les anticorps ont été ajoutés pendant 15 a 30 minutes
additionnelles aux mélanges. Les mélanges réactionnels des pistes 2, 4, 6 et 8 ne contenaient pas
d’anticorps. Le crochet représente la formation de complexes TR/TR ou TR/RXR. La fléche pleine au
bas du gel correspond 4 la sonde non appariée.

2 3 4 5 6 7 8 9
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Ainsi en condition de stimulation a la T3, I’ajout de I’anticorps anti-IR au mélange de
protéines nucléaires et d’oligos CM-TRE-S et CM-TRE-AS provoque une légere diminution
d’intensité de la bande supérieure (Fig 3.18; piste 2 vs 3), suggérant qu’il y a association de
’anticorps anti-TR & ce complexe. Rien ne change lors de I’ajout de I’anticorps anti-RXR (Fig
3.18; piste 4 vs 5). Par contre, I’ajout d’insuline au milieu lors des stimulations semble
entrainer un effet inverse. Effectivement, en milieu contenant de la T3 et de I’insuline, 1’ajout
de I’anticorps anti-TR au mélange protéines nucléaires et ne provoque aucun changement (Fig
3.18; piste 6 vs 7), alors que la bande inférieure diminue d’intensité et la bande supérieure
disparait complétement en présence de 1’anticorps anti-RXR (Fig 3.18; piste 8 vs 9). Toutefois
il est a noter que ces résultats sont issus d’une expérience unique. Ils devront donc étre
confirmés en répétant ce retard sur gel. Ceci permettra de confirmer les résultats obtenus en
3.18 et permettra peut-étre de mieux comprendre les conditions dans lesquelles certains
complexes sont ou ne sont pas formés. Les anticorps dirigés contre le TR et le RXR ont tout
de méme permis de faire varier une bande a la fois ou les deux en méme temps, suggérant la
possibilité que ces deux bandes prés I'une de 1’autre sont bien toutes les deux spécifiques aux
complexes et qu’il ne s’agirait pas de complexes non TR/RXR spécifiques. La présence de
bandes de poids différents pourrait étre expliquée par la formation de différents complexes;
soit des homodiméres TR/TR, des hétérodiméres TR/RXR et méme des homodiméres
RXR/RXR. Mise a part les bandes qui représentent 1’oligo libre (forme simple brin et double

brin), aucune autre bande n’apparait sur les retards sur gel.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

4.1- Réponse a la T3 et identification d’un TRE

Tel que mentionné précédemment, la synthétase des acides gras (FAS) est régulée par des
¢léments contenus dans la diéte et par la présence de certaines hormones. Cette régulation est
réalisée principalement au niveau de la transcription (Back et al, 1986). Il a été¢ démontré que
la T3 stimule I’accumulation de I’enzyme FAS, de méme que la transcription du géne dans les
hépatocytes d’embryons de poulet en culture. Des études ont d’ailleurs aussi montré que la
région promotrice du géne FAS de I’oie semblait contenir les éléments nécessaires pour la
réponse & la T3 (Kameda et al/, 1991). En effet, ils ont obtenu une activité CAT exogeéne 2.3
fois plus élévée en présence de I’hormone. Ces expériences ont été réalisées en utilisant un
fragment du promoteur d’une longueur d’environ 1,6 Kpb. C’est donc dans le but de continuer
I’étude de I’action de la T3 sur ce promoteur de I’oie, et aussi afin de déterminer
I’emplacement d’un site putatif de réponse a la T3 (TRE), que nous avons aussi isolé¢ un
fragment du promoteur. Ce fragment a aussi une longueur d’environ 1600 pb, soit en réalité

1450 pb en amont du site d’initiation de la transcription et 133 pb en aval de ce dernier.

Ceci nous a permis d’avoir une séquence déterminée de 1450 pb du promoteur, alors

qu’auparavant seulement 597 pb avaient été séquencées par un autre groupe.

Les expériences de stimulation en présence de T3 (1.6 pM) ont été réalisées en utilisant
différents types cellulaires; soient des cellules LMH, HepG2 et des CEH. Ces cellules ont
toutes été décrites précédemment. Les cellules LMH n’ont toutefois pas été utilisées tout au
long de cette €tude, puisque leurs réponses aux différentes stimulations semblaient varier
énormément. En ce qui a trait aux hépatocytes embryonnaires de poulet, ou CEH, nous avons

obtenu trés peu de résultats avec ces cellules. La mauvaise efficacité de transfection de ces
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cellules primaires explique cette situation, selon nous, et ce malgré le fait que nous ayons
essayé plusieurs agents de transfection différents dans le but de remédier a cette situation. Ceci
explique pourquoi la majorité des résultats montrés dans ce travail sont issus d’expériences
réalisées avec les cellules HepG2. L’utilisation de ces cellules est tout 4 fait adéquate,
puisqu’il a été montré qu’elles avaient conservé les fonctions biochimiques normales des
cellules du foie (Knowles et al, 1980).

Les résultats que nous avons obtenus en transfectant la construction [.6FAS-pJFCATI,
contenant le fragment entier d’environ 1.6 Kpb du promoteur du géne FAS de I’oie cloné dans
le vecteur pJFCATI, nous donnent une augmentation de ’activité CAT exogéne de 2.5 fois
supérieure en présence de T3 (Fig. 3.13 (haut)). C’est donc dire que nous obtenons une
stimulation induite par la T3 similaire, sinon légérement supérieure, a celle obtenue par
Kameda. Cette augmentation est bien causée par 1’addition d’un fragment d’ADN de la partie
promotrice du géne FAS de I’oie dans le vecteur, puisque nous ne retrouvions pas
d’augmentation de 1’activité du géne rapporteur CAT en stimulant des cellules contenant les
vecteurs contréles avec la méme concentration d’hormone (résultats non montrés).
L’utilisation des constructions TRE-TKCAT, ¥%-TRE-TKCAT et 2-TRE-TKCAT (Fig. 3.13
et 3.14) générant une augmentation de ’activité CAT exogéne presque toujours supérieure a 2
fois en présence de T3, semble bien montrer que nous ayons identifié 1’élément responsable de

la réponse a I’hormone, ¢’est-a-dire un TRE.

L’alignement de séquences tiré de I’article de Wang et al (2004) et présenté a la Fig. 3.9,
auquel nous avons ajouté notre séquence du promoteur de I’oie, montre aussi que cette région
est hautement conservée entre les especes et qu’elle agit comme un élément de réponse a la T3
chez "humain, la souris, le rat et le poulet. L’homologie est d’ailleurs tres €levée entre le

poulet et ’oie, puisque 1’on retrouve uniquement deux bases différentes.

4.2- Réponse a I’insuline et effet synergique

La T3 est reconnue comme une hormone qui stimule la synthése des acides gras (stimule
’accumulation des ARNm FAS) et I’ajout d’insuline amplifierait cette réponse (Wilson ef al,
1986). L’effet des deux hormones serait donc synergique. Stapleton (1990) a démontré qu’il y
avait augmentation de la transcription de 4 a 6 fois en présence de T3 pendant 48 heures pour

le géne FAS du poulet (avec des cellules CEH) et que cette augmentation passait & 10 fois en
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présence de T3 et d’insuline pendant 24 heures, alors que I’insuline seule ne semblait pas
entrainer d’augmentation de la transcription. Nous avons donc testé cette affirmation en
ajoutant de I’insuline (50 mM), en plus de la T3, au milieu de nos cellules. Nous n’avons
toutefois pas obtenu de résultat allant en ce sens. En effet, ’ajout d’insuline au milieu de
stimulation des cellules (HepG2 ou CEH), n’a en aucun cas entrainé une augmentation
significative de 1’activité CAT exogene enregistrée dans ces conditions, par rapport a celle
enregistrée en 'unique présence de T3, et ce, quelque soit la construction transfectée (Fig.
3.13). Un modéle proposé par Goodridge pour expliquer I’effet synergique serait que cet effet
de la T3 et de I’insuline passerait par un élément commun, peut-étre un T3RE. Ce ne semble
pas &tre le cas ici, puisque nous n’obtenons pas de stimulation supérieure en ajoutant de
I’insuline. Ces -deux réponses passeraient donc peut-étre par des éléments différents.
Contrairement a ce qu’avait avancé Goodridge, on ne retrouverait donc pas d’effet synergique
direct d’expression en utilisant une construction contenant un T3RE, du moins en ce qui

concerne le fragment de 1.6 Kpb que nous avons isolé.

Kameda (1991), qui a travaillé sur le promoteur de 1’oie, ne fait pas mention de stimulations
plus importantes en présence de T3 et d’insuline lors d’expériences de transfection avec sa
construction contenant le fragment de 1.6 Kpb dans les CEH. Nous devons donc nous
questionner sur le fait que nous ne retrouvions pas [’effet de ’insuline avec nos constructions,
ou du moins pour celle contenant le plus grand fragment. En effet, une absence de réponse
pour les constructions les plus petites aurait pu étre expliquée par le fait qu’il manquait des
¢éléments essentiels di & la taille des fragments; toutefois, nous nous serions attendu & avoir
une réponse avec la construction contenant le plus grand fragment. Par contre, il ne faut pas
exclure la possibilité que I’élément qui procure un effet synergique de la T3 et de I’insuline
directement au niveau transcriptionnel, si il y en a un, se retrouve en amont, ou peut-étre

méme en aval, du fragment de 1.6 Kpb que nous avons cloné.

Le groupe de Sul (Latasa et al, 2003) a décrit les deux €léments essentiels de la réponse a
I’insuline dans le promoteur FAS du rat comme étant un SRE 4 la position -150 et une E-box a
la position -65. L’analyse de notre séquence nous montre que notre construction 1.6FAS-
pJFCAT1 (grand fragment) contient pourtant ces deux éléments critiques a la réponse. Alors
comment expliquer que nous n’obtenions pas une plus grande stimulation en présence des

deux hormones? Une des réponses possibles pourrait étre le choix des cellules, dans notre cas,
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les cellules HepG2. Toutefois, comme nous 1’avons mentionné auparavant, ces cellules
répondent bien a la T3 (vu les résultats que nous avons obtenus) et elles sont aussi
fréquemment utilisées pour des études impliquant I’insuline, puisqu’elles expriment les
récepteurs 4 I’insuline et tous les facteurs nécessaires a cette réponse (Knowles ef al, 1980). Ce
ne serait donc logiquement pas la raison. Il serait toutefois possible de surexprimer les
récepteurs a ’insuline afin d’en avoir la preuve. En obtenant une forte augmentation de
I’activité CAT exogéne avec la construction 1.6FAS-pJFCAT1 en surexprimant les récepteurs
de I’insuline et en stimulant & la T3 et a ’insuline, ceci nous montrerait que finalement le
probléme était peut-étre & ce niveau. Le milieu utilisé pour la culture des cellules HepG2 avait
une concentration €levée en glucose (25mM), expliquant peut-étre le fait que I’on ne retrouve
pas I’effet de I’insuline. Cette concentration élevée en glucose pourrait en effet peut-étre
causer un effet de saturation et on ne verrait pas I’effet de stimulation par I’insuline. Afin de
vérifier ’influence de la quantité de glucose dans le milieu de culture, nos expériences
pourraient &tre répétées en utilisant la partie promotrice d’un géne connu pour répondre a
I’insuline (par exemple SCD-1) cloné dans le vecteur pJFCATI, et ce dans les mémes
conditions de stimulation avec les cellules HepG2. Aussi, il est possible, que chez I’oie
d’autres €éléments soient essentiels afin de retrouver la réponse a I’insuline. Ces ¢léments se

retrouveraient peut-étre plus loin en amont sur le promoteur.

11 a été montré que la phosphorylation du récepteur de la T3 joue un réle critique dans son
activité, de méme que pour sa stabilité aprés la fixation de la T3 (Lin et al, 1992; Ting et al,
1997; Chen et al, 2003). L’insuline ajoutée au milieu pourrait contribuer a la phosphorylation
du récepteur, mais peut-étre que d’autres cofacteurs se retrouvant plus en amont sur le
promoteur, ou méme en aval, sont nécessaires pour compléter le processus. Ces cofacteurs
agissent peut-étre au niveau de la conformation que prend le complexe une fois réalisé.
L’absence de réponse & I’insuline, et d’effet synergique entre les deux hormones, telle
qu’observée dans notre cas serait donc normale, puisqu’il nous manquerait des éléments

essentiels a cette réponse.

Des résultats d’activité de I’enzyme FAS et de quantification des ARNm FAS obtenus par
d’autres étudiantes du laboratoire du Dr Mounier, montrent bien qu’il existe réellement un
effet synergique entre la T3 et ’insuline. Ces analyses portent toutefois sur le géne FAS ou

I’enzyme FAS de poulet, puisque ces étudiantes ont utilisé les CEH, et non pas les HepG2.
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Elles n’effectuaient pas d’analyse de géne exogéne. Elles n’ont donc pas eu besoin d’effectuer
de transfections, ce qui permet d’amener un autre élément renfor¢ant le fait que I’efficacité de
transfection est un véritable probléme. I activité de la FAS est augmentée d’environ 3.5 fois
en présence de T3, d’environ 3.5 fois aussi en présence d’insuline et elle est augmentée
d’environ 14 fois lorsque les deux hormones sont présentes a la fois (résultats obtenus par S.
Sawadogo, Labo. Dr Mounier). Des analyses par RT-PCR en temps réel des ARN totaux ont
montré que les ARNm FAS sont environ 2.5 fois plus nombreux en présence de 13, environ
2.0 fois plus nombreux en présence d’insuline et finalement, environ 9.5 fois plus nombreux
lorsque les deux hormones sont présentes a la fois (résultats obtenus par P. Boissier, Labo. Dr

Mounier).

Tout semble donc vouloir démontrer qu’il y a vraiment un effet synergique entre les deux
hormones. La nature des expériences réalisées au cours de ce travail n’en permet toutefois pas

la détection, et ce, pour une ou plusieurs des raisons énoncées précédemment.

Vu la trés forte augmentation enregistrée, et ce, tant au niveau de ’activité de I’enzyme que de
la quantité des ARNm spécifiques, il se pourrait aussi que I’effet synergique remarqué ne soit
pas le résultat d’un phénomene se produisant au niveau transcriptionnel. Mais si cet effet n’est
pas de nature transcriptionnelle, de quoi s’agit-il? Il serait possible que cet effet soit le résultat
d’un phénoméne post-transcriptionnel, passant par la stabilisation des ARNm produits
(Swierczynski et al, 1991). Ainsi, ce ne serait pas nécessairement une augmentation directe du
nombre des ARNm, mais plutét une augmentation indirecte causée par une stabilisation des
ARNm produits normalement qui empécherait leur dégradation. La stabilisation des ARNm
produits pourrait étre vérifée en utilisant un inhibiteur de la transcription, par exemple
I’actinomycine D. Ainsi nous pourrions vérifier si il y a une réelle augmentation des ARNm,
ou pas, dans le temps. Si I’on inhibe la transcription, mais que I’on continue & voir un
enrichissement en ARNm de FAS, ceci nous indique que la modification se passerait apres,

soit donc de fagon post-transcriptionnelle ou traductionnelle.

Une modification post-transcriptionnelle pourrait étre vérifiée en utilisant un inhibiteur de
kinases, par exemple H7 ou la génistéine. L’utilisation d’inhibiteur de kinases en présence de
T3 et d’insuline nous permettrait de voir si nous avons une diminution de I’activité de la FAS.

En supposant que nous obtenions une diminution de activité de I’enzyme suite & un
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traitement aux inhibiteurs de kinases, ceci nous indiquerait que ’effet synergique enregistré
provient de modifications post-traductionnelles. I1 serait méme possible d’utiliser les extraits
nucléaires de ces cellules traitées aux hormones et avec I’inhibiteur de kinases afin de réaliser
des retards sur gel et ainsi comparer les bandes avec celles que nous avons obtenues lors de ce

travail.

4.3- Complexes obtenus par retard sur gel en utilisant le TRE putatif identifié

[.’analyse de la section du promoteur du géne FAS de I’oie comprise entre -732 et -692 pb, en
utilisant la technique de retard sur gel, devait nous permettre de vérifier si nous avions bien
identifi€ un TRE putatif. Le gel présenté a la Fig 3.15 montre qu’il y a bien liaison entre les
protéines nucléaires des extraits utilisés et le fragment d’ADN isolé précédemment. De plus,
nous voyons que cette fixation est beaucoup plus importante lorsque les cellules sont incubées
en présence de T3, ou d’un mélange de T3 et d’insuline, suggérant fortement I’idée que nous
avons vraiment isolé un TRE. Toutefois, ces résultats devaient étre appuyés par d’autres
preuves pour permettre d’en tirer certaines conclusions. Notons ici que I’ajout d’insuline aux
cellules ne semble pas augmenter la liaison des protéines au fragment d’ADN isolé, puisque

les bandes obtenues semblent étre de la méme intensité.

La liaison de protéines nucléaires semble étre spécifique au fragment d’ADN isolé, car les
deux bandes rapprochées retrouvées a la Fig. 3.15 disparaissent lors d’expériences de
compétition spécifique présentées a la Fig 3.16. Le fragment d’ADN non marqué
radioactivement compétitionnerait donc avec lui-méme, mais marqué radioactivement, pour la

liaison aux protéines.

Toutefois les expériences de compétition non-spécifique présentées en 3.17 ne permettent pas
de tirer les mémes conclusions. En effet, alors que le fragment utilisé pour effectuer la réaction
de compétition non-spécifique ne devrait pas lier les protéines nucléaires, nous obtenons une
disparition des bandes signifiant qu’il y aurait liaison des protéines nucléaires a ce compétiteur
non-spécifique. Par contre, tel que mentionné & la section précédente, une analyse
informatique de comparaison des deux oligos simples brins de 32pb qui correspondent a un
fragment de I’EST BB470007 chez la souris avec le fragment d’intérét isolé (-732/-692 du
promoteur du gene FAS de I’oie), montre qu’ils ont une grande similitude, et qu’ils peuvent

s’apparier. Ceci explique peut-étre le fait qu’il y ait compétition entre ces séquences pour les
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protéines nucléaires. Afin de remédier a ce probléme, il serait possible d’utiliser une forme
mutée des oligos CM-S-TRE et CM-AS-TRE afin d’effectuer la compétition non-spécifique.
En effet, si certaines des bases qui constituent le TRE sont critiques & la fixation des protéines
nucléaires & ce dernier, en les modifiant, les complexes spécifiques ne devraient plus pouvoir

s’y fixer.

L’expérience de supershift en utilisant des anticorps anti-TR et anti-RXR (Fig. 3.18) a été
réalisée afin de déterminer la présence de ces derniers & ’intérieur des complexes formés. Les
résultats obtenus nous permettent uniquement de dire qu’il semble bien y avoir fixation de
I’anticorps RXR aux complexes lorsque I’insuline est présente dans le milieu de culture des
cellules (Fig 3.18; piste 8 vs 9). Ceci indique donc la présence de RXR dans le complexe.
Nous ne pouvons nous prononcer sur les résultats obtenus avec I’anti-1TR, puisqu’ils ne sont

pas assez clairs. Ils devront donc étre répétés.

Que pourrait entrainer comme modification la présence de ’insuline dans le milieu? La
présence d’insuline dans le milieu entraine peut-étre des modifications qui auraient comme
conséquences de modifier la conformation de 1’élément, et ainsi peut-étre d’empécher la
fixation d’un deuxieme TR (formation d’homodiméres TR). Ces modifications pourraient, par
exemple, étre des mécanismes de phosphorylation de certains facteurs de transcription. Ceci
pourrait donc favoriser la liaison de RXR au complexe (formation d’hétérodiméres TR/RXR
ou peut-étre méme d’homodiméres RXR?). Il a été démontré que les complexes
hétérodimériques TR/RXR pouvaient entrainer une superactivation d’un géne rapporteur si
leur ligand respectif est présent dans le milieu (ILi et al, 2002). Cet enrichissement en
hétérodiméres TR/RXR que nous semblons observer en présence d’insuline pourrait-il alors
jouer un rdle dans I’effet synergique décrit précédemment? Alors serait-il possible que tout
ceci se produise au niveau transcriptionnel? Est-ce que la liaison d’autres protéines cofacteurs
essentielles exprimées en présence d’insuline, mais absente sur le fragment de 1.6 Kpb,

empéche la fixation de TR? D’autres études sont nécessaires afin de répondre 4 ces questions.

Quoiqu’il en soit, la comparaison de nos résultats de retard sur gel en présence des anticorps
anti-TR ou anti-RXR avec ceux obtenus par Debbie Thurmond présentés a la Figure 4.19
(Thurmond et al, 1998), nous permet toutefois d’avancer I’idée que nous sommes réellement

en présence d’un TRE nouvellement identifié, puisque le patron des bandes obtenues est
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semblable. Elle obtient aussi deux bandes trés rapprochées ’une de 1’autre. Par contre, lorsque
les anti-TR et anti-RXR sont présents, elle obtient vraiment une bande retardée, alors que nous
obtenons une disparition ou une diminution du signal. Ces expériences devront toutefois étre
répétées afin de bien confirmer ces résultats. Il faut noter qu’il y a plusieurs différences entre
les expériences de Thurmond et les notres. Effectivement, le type cellulaire utilisé était
différent (CEH vs HepG2), les conditions de stimulation des cellules étaient légérement
différentes (présence continue d’insuline et de corticostérone pendant 48 heures et stimulation
a la T3 pendant 24 heures vs stimulation a la T3 pendant 48 heures), le promoteur étudié ne
provient pas du méme organisme (poulet vs oie), ni du méme géne (enzyme malique vs FAS).
Ces différences expliquent probablement celles retrouvées au niveau des résultats. Il serait
aussi intéressant, lors de la reprise de ces expériences, d’y inclure un anti-corps anti-LXR.
L’utilisation de cet anticorps anti-LXR permettrait de vérifier si ce TRE agit aussi comme site

de fixation putatif pour le récepteur LXR, et ce, tel que mentionné par Wang et al en 2004.

IgG - = TRRXR ~ = TRRXR g6 - - TR RXR
Nuclear Extract - + + 4 - 4+ 4+ 4+ Ext. Nuel. - + + +

RXRTR [

Free probe -»

T3RE2 TIRE 4

Figure 4.19 : Comparaison des complexes obtenus par supershift par Debbie Thurmond (1998) et
ceux obtenus lors de notre étude. A) Retards sur gel réalisés par Debbie Thurmond en utilisant le
T3RE #2 et #4 contenus dans le T3RU du promoteur du gene de [’enzyme malique du poulet. Les
extraits nucléaires utilisés proviennent d’hépatocytes embryonnaires de poulet (CEH) cultivés en
présence d’insuline et de corticostérone pendant 48 heures et en présence de T3 pendant 24 heures. Les
mélanges réactionnels pour les retards sur gel ont été réalisés en utilisant 7 pg d’extraits nucléaires et
ont été mis en présence d’anti-TR et d’antj-RXR pendant 15 minutes. B) Ce retard sur gel a été réalisé
tel que décrit en ‘Matériels et Méthodes’. Cette image est extraite de celle présentée a la Fig 3.18 (donc
voir légende en 3.18) et présente les résultats obtenus avec les extraits nucléaires de cellules HepG2
ayant été mises en présence d’insuline et de T3 pendant 48 heures.
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Tel que mentionné précédemment, la prévalence de 1’obésité, ainsi que les effets bénéfiques
cumulatifs apportés par des réductions de la mise en réserve des graisses, soulignent le besoin
de comprendre les mécanismes de synthése des acides gras (Wang et al, 2004). Les recherches
menées par le groupe de Ntambi ont permis de démontrer que les acides gras mis en réserve
sous la forme de triglycérides provenaient essentiellement de la synthése de novo (Miyazaki et
al, 2004). Cette synthése de novo serait donc principalement responsable de I’adiposité. La
compréhension des mécanismes de régulation du géne FAS est donc primordiale, puisque ce
dernier est un géne clé de cette synthése de novo des acides gras. En arrivant & diminuer
I’expression des génes impliqués dans la syntheése de rovo des acides gras, nous pourrions

peut-&tre arriver a diminuer 1’adiposité.

Nous savons que lors de la prise alimentaire, la séerétion de T3 est augmentée, et ce, afin
d’éliminer le glucose élevé du systéme. La sécrétion d’insuline est aussi augmentée dans ces
conditions. Ces deux hormones agissent ensuite, entre autres, directement sur 1’expression de
FAS via des éléments de réponse contenus dans la partie promotrice du géne. Lors de notre
étude, nous pensons avoir identifié un de ces éléments, soit un TRE. Des résultats de Kameda
et al (1991) semblaient démontrer que [’action de ces deux hormones était additive. Notre
étude d’analyse du promoteur ne nous a pas permis de tirer cette conclusion, pat contre,
d’autres résultats obtenus au laboratoire semblent montrer que leurs effets sont réellement
additifs, toutefois a un niveau de régulation différent de celui que nous avons étudié. 1 serait
donc trés intéressant de poursuivre les études afin de déterminer les mécanismes selon lesquels

cette synergie se produit et de comprendre leur implication dans 1’adiposité.



CONCLUSIONS

En conclusion, nous pouvons dire que les objectifs principaux de ce travail de recherche
soient :
- d’étudier la régulation de 1’expression du géne FAS de I’oie par la T3 et I’insuline
en utilisant la région promotrice du géne;
- de localiser un élément de réponse a la T3 dans la partie promotrice du géne FAS
chez I’oie;
et

- de caractériser certains des éléments se fixant a ce TRE,

ont été atteints. En effet, nous avons obtenu une augmentation de I’activité du géne rapporteur
CAT en stimulant a la T3, et ce en utilisant les 1600 premiéres paires de bases du promoteur
FAS de Uoie. Ceci nous a permis de localiser cet élément entre -732/-692. Notre étude semble

montrer qu’il y a fixation de TR et de RXR a cet élément.

Toutefois, il faut noter que des analyses supplémentaires sont nécessaires afin d’expliquer le
fait que nous ne retrouvons pas d’effet de stimulation avec 1’insuline, et ce en utilisant le
fragment de 1.6 Kpb de I’oie. Ceci pourrait étre expliqué par une spécificité de cette espéce ou
par I’utilisation d’un milieu de culture trop riche en glucose (25mM). Il serait donc justifi¢ de
tester un milieu ne contenant que 5SmM de glucose. Les résultats obtenus en utilisant la
technique de retard sur gel nécessitent aussi d’étre répétés. Toutefois, la comparaison de nos
résultats avec ceux obtenus ultérieurement par un autre groupe semble montrer que nous
sommes vraiment en présence d’un TRE. En répétant ces expériences et en obtenant des
résultats similaires, il sera plus facile de justifier l’affirmation que les homodimeéres
RXR/RXR et les hétérodimeres TR/RXR semblent se fixer de maniére préférentielle a ce TRE
en présence d’insuline. Notre recherche a donc permis d’apporter de nouvelles informations
sur la régulation transcriptionnelle par la T3 du géne FAS (de I’oie) impliqué dans la
lipogenése hépatique, tout en soulevant de nouvelles questions quant au mode de régulation de

ce géne par ’insuline et par ces deux hormones a la fois.
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