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RESUME

La protéine MFSD2a est un récepteur membranaire exprimé dans la plupart
des tissus du corps humain. Dans le placenta, elle forme un complexe ligand-
récepteur avec Syncytine-2. Ceci permet la formation et le renouvellement du
syncytiotrophoblaste, une zone d’échange facilitée entre le sang de la mére et du
feetus. Contrairement & Syncytine-2, ni la régulation de I’expression, ni sa présence a
la surface des cellules ou leurs exosomes ne sont connus pour MFSD2a. Ce projet a
donc pour but de déterminer ces caractéristiques. Nous supposons qu’'il existe une
modulation transcriptionnelle importante de MFSD2a au niveau placentaire, et que la
protéine est présente & la surface des cellules et leurs exosomes. Afin de tester ces
hypothéses, trois étapes seront nécessaires : 1) rechercher et caractériser les ARNm
codants pour MFSD2a dans différents types cellulaires; 2) localiser la région
promotrice du géne MFSD2a et 3) détecter la protéine MFSD2a dans différents types
cellulaires et leurs exosomes. Pour ce faire, nous aurons recours a I’utilisation de
techniques suivantes : RT-PCR, 5’RACE. immunobuvardage, essais luciférase,
cytométrie en flux et microscopie confocale. Les résultats obtenus montrent qu’il
existe des éléments de régulation synergique en amont du géne codant pour MFSD2a
et que son expression peut €tre induite par le biais de son promoteur. La forskoline
augmente I'activité de la région promotrice de MFSD2a de la méme maniére que
celle de Syncytine-2. La localisation de la protéine MFSD2a, 4 la membrane et a
intérieur des syncytia, a été mise en évidence dans différents types cellulaires a -
["aide de la microscopie confocale et dans des exosomes grice a la cytométrie en flux.
La poursuite de I'étude de cette protéine est importante afin d’améliorer nos
connaissances fondamentales et notre compréhension des maladies placentaires.

Mots clés : Reproduction, placenta, MFSD2a, Exosomes, Promoteur



INTRODUCTION

Cette recherche s’inscrit dans une problématique générale de compréhension
du ré6le des protéines rétrovirales endogénes humaines et de leurs partenaires
d’interaction au niveau placentaire, afin de déterminer leurs impacts potentiels dans

un cadre pathologique.

Les rétrovirus endogénes humains (HERV) sont des rétrovirus qui ont infecté
des cellules germinales humaines il y a plusieurs dizaines de millions d’années (van
der Kuyl, 2012). Suite 4 une accumulation de mutations dans leur génome, ces
rétrovirus ont perdu leur capacité de réplication et d’infection. Cependant, certains
genes persistent et sont toujours en mesure de coder efficacement pour des protéines
d’enveloppe comme les Syncytines. Les Syncytines-1 et -2 (S| et S2) sont des
protéines d’enveloppe rétrovirales qui conféraient au virus sa capacité fusogénique
(Blaise et al., 2003). Celles-ci leur permettaient d’infecter les cellules en interagissent
avec des protéines membranaires fréquemment retrouvées a la surface des cellules,
comme MFSD2a. En effet, MFSD2a est un symporteur de lysophosphatydilcholine
(LPC) présent dans beaucoup de tissus du corps humain (Uhlen et al., 2015). La
relation ligand-récepteur qui existe aujourd’hui entre Syncytine-2 et MFSD2a se
retrouve au niveau du placenta et permet la fusion des cellules trophoblastiques
(Renard et al., 2005). Ces cellules vont former le syncytiotrophoblaste (STB), une

zone d’échange privilégiée entre la mére et le feetus.

Le placenta est un organe transitoire, présent uniquement au cours de la
grossesse, qui permet les échanges nutritionnels et le maintien de 1’équilibre

immunitaire entre la mere et le feetus. Il a aussi été démontré que le placenta est une



source importante de vésicules extracellulaires telles que les exosomes (Sarker et al.,

2014).

Les exosomes sont des vésicules d’environ 40 a 100 nm provenant du
compartiment endosomal. Dans le cytoplasme cellulaire, certains endosomes vont
subir des invaginations de leur membrane vers la lumiére et former des corps
multivésiculaires (CMV) contenant des vésicules intra-luminales (VIL). La fusion de
certains CMV avec la membrane cellulaire libére les VIL dans 1’espace
extracellulaire (Keller et al., 2006). Une fois libérée dans le domaine extracellulaire,
on les appelle alors exosomes. Ces derniers jouent un role majeur dans la
communication intercellulaire et leur étude semble étre une voie prometteuse pour la

découverte de biomarqueurs (Mitchell et al., 2015).

L’étude de I’expression des Syncytines-1 et -2 dans les cellules
trophoblastiques et les exosomes placentaires issus de femmes enceintes normales ou
prééclamptiques a montré une diminution de leur expression. Pour MFSD2a, la
comparaison de son expression au niveau des cellules trophoblastiques issues de
placentas normaux versus prééclamptiques a montré une diminution de son
expression en cas de prééclampsie (Toufaily et al., 2015). On ne sait cependant pas
aujourd’hui comment est régulée I’expression de MFSD2a et bien que la Syncytine-2

soit présente a la surface des exosomes, ceci n’a jamais été vérifié pour MFSD2a.

Considérant les informations précédentes, le sujet proposé « Analyse de
I’expression du récepteur de la Syncytine-2 (MFSD2a) par I’étude de son promoteur
ainsi que sa localisation cellulaire et extracellulaire (exosomes) au niveau
placentaire » a pour objectifs de : 1) rechercher et de caractériser les ARNm de
MFSD2a dans les lignées cellulaires BeWo, JAR, JEG-3 ainsi que les
cytotrophoblastes villeux (CTV), 2) de localiser et caractériser la région promotrice
du géne MFSD2a et 3) de détecter la protéine MFSD2a dans les cellules BeWo et

CTV ainsi que dans les exosomes placentaires.



Les implications théoriques et appliquées de ce projet sont respectivement,
I’approfondissement des connaissances fondamentales sur MFSD2a, sa potentielle

implication au niveau placentaire et son rdle éventuel dans la prééclampsie.



CHAPITRE |

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Les rétrovirus

Les virus sont des agents infectieux, parasites obligatoires, ne possédant qu’un
seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN) et totalement dépendent des mécanismes
cellulaires de leurs héte pour survivre. lls infectent tous les types cellulaires et
peuvent parfois produire d’importantes modifications cellulaires (Madigan et al.,
2006). David Baltimore, prix Nobel de médecine 1975, est I’auteur d’une
classification, qui porte son nom, et qui permet de classer les virus en sept groupes
selon différentes caractéristiques génomiques (ADN/ARN, sens, nombre de copies,

etc.) (Baltimore, 1971).

Les rétrovirus font partie du groupe VI de la classification de Baltimore. Cela
signifie qu’ils sont des virus a ARN, possédent une capside icosaédrique enveloppée
et une structure génomique comprenant deux molécules d"ARN sens simple brin 2
polarité positive (Baltimore, 1971). lIs ont une taille d’environ 90 & 120 nanométres
et sont trés répandus dans le monde animal. Ils sont la cause de beaucoup de
maladies, peuvent induire des cancers, immunodéficience (tel que le SIDA) ou des
anémies. lls sont capables d’infecter beaucoup de types cellulaires différents et leur
présence peut avoir un effet nocif a court (quelques semaines) ou a long terme

(plusieurs années) (McGuire et al., 1971, De Gruttola et al., 1986).



Le génome des rétrovirus posséde une organisation générale de I’ARN viral comme

suit (Figure 1.1) : 5° R/US-gag-pro-pol-env-U3/R 3" (Voevodin et Marx, 2009).

5 LTR 3
L
co{nfus|ees[ L | eac [NUBROMM ot | ewv [ et us| R [-aams
Figure 1.1 Organisation générale de PARN d’un rétrovirus.

Les différentes régions sont les suivantes (Cann, 2016) :

R : est une séquence terminale longue répétée aux deux extrémités qui sera la

premiere partie de I’ADNc .

U5 et U3: sont les longues séquences répétées correspondant respectivement aux
extrémités 5’ et 3° de I’ARN (Seibert et al., 1995).

PBS (Primer Binding Site) et PTT : La séquence PBS est une séquence d’attachement
de I’ARNt sur I’ARNm. L’ARNt servira d’initiateur pour la rétro-transcription. La
séquence PTT est la région nécessaire & I’'amorgage de la rétro-transcription du brin

(+).

L : cette séquence contient trois différents signaux. Un premier nécessaire a la
fixation des ribosomes sur la molécule d’ARN (Patschinsky et al., 1986), le deuxiéme
aide la formation de diméres d’ARN (Dhar et al., 1980) et le troisiéme est impliqué

dans I’encapsidation des ARN viraux (Darlix, 1986).

Gag est un géne codant pour les protéines de structures comme la matrice, capside et

nucléocapside.



Pol est un geéne codant pour la transcriptase inverse, la ribonucléase H et I’intégrase.
Env est un géne codant pour les protéines d’enveloppe.

Certains rétrovirus, comme le VIH, contiennent des génes accessoires comme
rev, tat, vif, vpu, vpr, nef, etc, qui les aident a infecter certains types cellulaires ou a se

défendre contre le systéme immunitaire (Cullen and Greene, 1989).

Le cycle réplicatif des rétrovirus est bien particulier, car il nécessite un ADN
intermédiaire (Figure 1.2). Comme il a été décrit par Pommier et al. (2005), le virus
suit plusieurs étapes; a P’entrée, le virus infecte une cellule en fusionnant son
enveloppe avec la membrane cellulaire ou avec la membrane de I’endosome tardif s’il
a été endocyté (un changement de pH dans I’endosome peut provoquer une
modification conformationelle des protéines d’enveloppe du virus lui permettant alors
de fusionner avec la membrane de I’endosome) (Kubo et al., 2012). La capside se
retrouve alors dans le cytoplasme ou la décapsidation permettra de libérer I’ARN
viral. Ce dernier va étre ensuite rétrotranscrit en ADN grice a I’activité de I’enzyme
virale Transcriptase inverse. Cette étape donne lieu a la production d’'un ADN
proviral double brin qui va s’intégrer dans le génome de la cellule hote via I’action
de la protéine virale appelée Intégrase. Une fois intégré, la transcription de cet ADN
suivie de la traduction des ARNm viraux permettra la production de diverses
protéines (ex : capside, glycoprotéine d’enveloppe, Transcriptase inverse et Intégrase)
qui vont alors étre assemblées pour former de nouveaux virions. Ces derniers
sortiront de la cellule par bourgeonnement. C’est lors du bourgeonnement que la
particule virale obtient son enveloppe. Elle est constituée de la bicouche lipidique
membranaire de la cellule hote enrichie par les protéines codées par le géne env. Une
fois sécrétés, les virions devront subir une étapé de maturation avant d'étre

fonctionnels et de pouvoir infecter d"autres cellules (Pommier et al., 2005).
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Figure 1.2 Cycle de réplication des rétrovirus (Pommier et al., 2005).

Représentation des étapes d’infection, transcription inverse, intégration et réplication
dans un cellule. Pour infecter une cellule, un virus va premiérement se fixer a la
membrane cellulaire par sa protéine d’enveloppe, spécifique d’un récepteur. L’ARN
génomique sera alors libéré dans le cytoplasme, rétrotranscrit en ADN puis migré au
noyau et intégré au génome cellulaire. Cela permettra au virus d’utiliser ensuite la
machinerie cellulaire de la cellule pour la production de nouvelles particules virales et

propager I’infection.



Les protéines d’enveloppe jouent un rdle crucial pour le virus. Codées par le
geéne env, ce sont les protéines responsables de la fixation des virions sur les
récepteurs spécifiques. Ces complexes protéiques sont divisés en deux parties
principales, la glycoprotéine de surface (SU) qui est I’antigéne majeur, et la portion
transmembranaire (TM) qui maintient le SU & la surface membranaire (Perez et al.,
1992) (Figure 1.3). L’intéraction de la SU avec le récepteur membranaire de la cellule
héte va induire un changement de conformation de la portion TM, ce qui expose alors
le peptide de fusion et permet son insertion dans la membrane cellulaire, catalysant

ainsi la fusion du virion avec la cellule héte (Flint, 2004).
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Figure 1.3 Représentation schématique de la séquence intégrée d’un
rétrovirus (Denner, 2016). La partic TM de la protéine d’enveloppe se divise en
neuf régions : peptide de fusion (FP) (entouré en rouge), région proximale du peptide
de fusion (FPPR), région hélicale N (NHR), domaine immunosuppresseur (ISU),
boucle cysteine-cysteine (C-CC), région hélicale C terminale (CHR), région
membranaire proximale externe (MPER), domaine transmembranaire (MSD) et
queue cytoplasmique (Cytopl. Tail).

Parmi les sous unités de la TM, le fragment le plus important est le peptide de fusion
(FP). Sans lui, toute I’activité de la protéine d’enveloppe est inhibiée car elle ne peut

plus jouer son réle d’initiation de la fusion.



1.2 Les HERV

A la différence des rétrovirus exogénes, qui cherche a intégrer leur matériel
génétique dans des cellules spécifiques, les rétrovirus endogénes sont déja intégrés
dans toutes les cellules de I’organisme (Denner, 2016). Grice au séquengage du
génome humain, il a été montré que 45% de notre ADN est composé d’éléments
transposables comme les rétroéléments ou les transposons. Cependant, environ 5 a
8% de la totalité de notre génome est constitué de séquences ayant des homologies
avec des rétrovirus infectieux et ces séquences sont transmises de génération en
génération (van der Kuyl, 2012). L’existence de ces séquences peut étre expliquée
par le cycle réplicatif des rétrovirus qui possédent la capacité de s’intégrer dans
’ADN de I’héte. Il y a des millions d’années, certains rétrovirus ancestraux ont
intégré leur ADN viral dans des cellules germinales humaines. Ceci a conduit a une
transmission verticale de ces séquences virales d’une génération a I'autre et on parle
alors de rétrovirus « endogeénes » humains (HERV) (van der Kuyl, 2012) (Figure 1.4).
Les HERVs sont divisés en trois classes (1, [I et III) (Figure 1.5) et chaque classe
contient plusieurs sous-groupes. Ils sont classés en fonction de leur similitude avec
différents rétrovirus infectieux. Les HERVs de classe | sont apparentés aux
gammarétrovirus, ceux de la classe I sont apparentés aux bétarétrovirus et ceux de la

classe Il aux spumavirus (van der Kuyl, 2012).
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Figure 1.4 Mécanisme d’endogénisation rétroviral (Dupressoir et al., 2012). Les
rétrovirus ont la capacité d'insérer leur matériel génétique dans le génome des cellules
infectées. L’infection conduit habituellement & une production de virions qui propageant
I"infection, horizontalement, & d’autres individus. Dans de rares occasions, les virus peuvent
infecter des cellules de lignées germinales, ce qui conduit alors 4 une transmission verticale
du provirus dans toutes les cellules et donc & son endogénisation. Au cours de I’évolution, la
majorité des génes ont subi des mutations délétéres, mais certains sont toujours fonctionnels,
apportant un avantage €volutif, comme les Syncyntines au niveau placentaire.
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Figure 1.5 Arbre phylogénétique des rétrovirus humains (van der Kuyl,

2012). Représentation des différentes branches de I’arbre phylogénétique des
rétrovirus humains présentés avec leurs organisations génomiques type.

Ces virus sont maintenant inactifs. Une accumulation d’altération génétique a
fait en sorte que seuls quelques rares éléments sont toujours capables de produire des
protéines fonctionnelles (van der Kuyl, 2012). Parmi les protéines conservées, on
trouve surtout des protéines d’enveloppe, permettant la fusion de la particule virale
avec la cellule cible, qui s’exprimaient autrefois & la surface des particules virales et
qui se retrouvent aujourd’hui exprimées a la surface de certaines cellules (van der
Kuyl, 2012). La fusion cellulaire débute par I’adhésion cellulaire a 1’aide d’une
interaction de type ligand-récepteur, formant des faisceaux d'hélices 4ipha et aidé par
des molécules signalétiques (Larsson et al., 2008). Syncytine-1 se lie a son récepteur
SLCIAS5/ASCT2/RDR, un transporteur d’acide aminé et récepteur rétroviral de type
D (Blond et al., 2000a, Malassine et al., 2005). Syncytine-2 se lie & son récepteur
MFSD2a (Major Facilitator Superfamily Domain Containir;g 2) (Esnault et al.,
2008).
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De la méme maniére qu'une particule virale fusionnerait avec une cellule, les
protéines d’enveloppe Syncytine-1 (HERV-W) et -2 (HERV-FRD), induisent, par
leur interaction avec leurs récepteurs, MFSD2a, la fusion des cytotrophoblastes
villeux au cours du développement placentaire (Blaise et al., 2003, Renard et al.,
2005) (Figure 1.6). Ceci permet la formation d’un syncytium, appelé
syncytiotrophoblaste (STB), qui permet les échanges entre la mére et le foetus (voir
détails dans la section 1.3) (Mi et al., 2000) (Chen et al., 2012). Dans le cas de la
Syncytine-2, c’est la protéine MFSD2a qui joue le rdle de récepteur. Comme il a déja
ét€é montré par de Parseval et Heidmann (2005). le placenta est une zone
préférentielle d’expression des HER Vs. Bien que les LTR jouent le role de promoteur
pour I’expression des HERYV, les éléments de régulations endogénes voisins peuvent
aussi influencer leur expression (Li and Karlsson, 2016). Les HERV peuvent aussi
Jjouer un réle dans la régulation de I’expression des génes avoisinants (Prudhomme et

al., 2005) (voir figure 1.8 et section 1.3).

envelope receptor envelope receptor

X 7 N /e
i @
virion
fusion of fusion of
virion/cell cell

membranes membranes

syncytium
Retroviral infection Cell-cell fusion
Figure 1.6 Conséquence de I’interaction entre une protéine d’enveloppe et

son récepteur : fusion du virion avec sa cellule cible (gauche) ou fusion des
cellules formant un syncytium (droite) (Dupressoir et al., 2012).



13

1.3 Le placenta

Le placenta est un organe transitoire présent uniquement lors de la grossesse
et qui assure les échanges métaboliques entre la mére et le feetus. 11 protége aussi le
feetus contre les bactéries et autres substances toxiques. Le placenta croit jusqu’a la
36° semaine, d’abord par hyperplasie puis par hypertrophie des cellules du
trophoblaste (Roberts et al., 2016). A terme, il forme un disque d’environ 22 c¢m de
diametre pour 2,5 cm d’épaisseur pesant environ 500g (Burton and Fowden, 2015). 1
possede deux faces, une feetale (ou choriale) avec une bordure en brosse et une basale
rattachée a la paroi utérine (Ganapathy et al., 2000). La chambre intervilleuse et les
villosités choriales se localisent entre ces deux faces (Figure 1.7). Elles sont
considérées comme les unités structurales et fonctionnelles du placenta humain et
peuvent atteindre une surface de 14 m? au terme d’une grossesse normale (Burton and

Fowden, 2015).

a)
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— maternal blood

e cytotrophoblast (CT)

8% syncytio
trophoblast (ST)
extravillous
trophoblasts (EVT)

oI /

5 ,é, ,,' = uterine artery

gs &

Figure 1.7 Schéma de I'unité meterno-feetale et de la villosité choriale

(modifié a partir de (Lavialle et al., 2013)).

Selon Burton et Fowden (2015), la villosité choriale n’est constituée dans sa

structure définitive que vers la troisi¢éme semaine aprés la fécondation. Une premiére
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vague proliférative de cytotrophoblastes va coloniser le syncytiotrophoblaste
interlacunaire formant alors [’ébauche de la villosité choriale. Les colonnes de
cytotrophoblastes seront a leur tour envahies par une prolifération mésenchymateuse

d’origine embryonnaire, ce qui permettra la croissance de la villosité.

Le placenta assure cing fonctions qui sont essentielles au développement
foetal: 1) respiratoires par les échanges gazeux, 2) nutritionnelles par le transport de
métabolites et d'ions, 3) excrétoires par le transport des déchets, 4) endocrines par la
production d’hormones et 5) immunologiques. Il permet la greffe semi-allogénique
du feetus en étant I’intermédiaire entre deux systémes immunitaires (Simpson et al.,
1992, Faber, 1993). Toutes ces fonctions sont modulées par la qualité du
syncytiotrophoblaste qui se forme et se renouvelle par la fusion des cytotrophoblastes
(Larsson et al,. 2011). Cette fusion est possible griace a la présence de protéines
fusogéniques faisant partie de la famille des HERV : les Syncytines-1 et -2 (HERV-
W et HERV-FRD) (Blond et al., 1999; Blaise et al., 2003). La Syncytine-2 posséde
aussi un potentiel immunosuppresseur qui pourrait protéger le foetus contre le

systéme immunitaire de la mére (Mangeney et al., 2007).

La prééclampsie (PE) est une complication obstétricale fréquente,
multisystémique qui touche 2 a 10% des femmes (Foucade et al., 2014). Elle se
définit par I’apparition d’un épisode d’hypertension artérielle persistant avec une
pression artérielle diastolique supérieure ou égale & 90 mmHg et une protéinurie
supérieure a 0,3g par jour. Dans certains cas, elle peut évoluer en éclampsie et mettre
alors en danger la vie de la mére ou de I’enfant (Foucade et al., 2014). La cause de
cette maladie n’est pas connue. Elle touche les femmes souvent aprés 20 semaines de
grossesse. La maladie peut également survenir plus tardivement, peu de temps avant
I'accouchement ou parfois méme apres I’accouchement (Foucade et al., 2014). De
maniére intéressante, un défaut d’expression des Syncytines a été associé a la

prééclampsie et il a été montré que la diminution de I’expression des Syncytine-1 et
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-2 est proportionnelle & la sévérité de la prééclampsie (Vargas et al., 2011, Knerr et
al., 2002, Acién et al., 1990, Chen et al., 2006, Keith et al., 2002). Notons que la
production d’ARNm ou de protéine codant pour MFSD2a est aussi diminuée en cas

de prééclampsie sévére (Toufaily et al., 2013).

L utilisation de certains produits comme la forskoline (FSK) ou be[pic] sur
des cellules a pour impact de modifier la cascade enzymatique contrdlant la
transcription. La FSK inhibe I'adényle cyclase qui va avoir pour effet de diminuer le
niveau d’AMPc intracellulaire (Khanum and Dufau, 1986). Le bpV[pic] est un
inhibiteur de la protéine phosphatase (Vargas et al., 2008). 1l a été démontré que des
cellules BeWo traitées avec la FSK et le bpV[Pic] montrent une augmentation des
niveaux d’ARNm codant pour les Syncytine-1 et -2 (Vargas et al., 2008). Dans le cas
de la Syncytine-2, le traitement des cellules BeWo avec la FSK induit la liaison des
facteurs de transcriptions JunD et CREB2 sur un motif CRE/API-like situé dans la
région promotrice de la Syncytine-2 (Figure 1.8) (Toufaily et al., 2015). En plus de
I’expression des Syncytines, il a été montré que MFSD2a est nécessaire a la fusion
des cellules BeWo et que le traitement & la FSK induit I’expression de MFSD2a
(Toufaily et al., 2013, Toufaily et al., 2015). Comme il a déja été montré que GCMI,
un facteur placentaire, induisant I’expression de Syncytine-2 et MFSD2a, il est
intéressant de vérifier si d’autres similitudes existent (Liang et al., 2010). Lors de
leurs expériences, Liang et al, (2010) ont montré que GCM| est un facteur de
transcription qui permet I’expression de Syncytine-2 et MFSD2a dans des cellules
MCF-7, qui ne les expriment normalement pas. Mennant ainsi a la fusion des MCF-7
(Liang et al., 2010).
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Figure 1.8 Identification de Ia région promotrice de Syncytine-2
répondant a la forskoline dans les cellules BeWo (Toufaily et al., 2015). Les
régions promotrices +450 a +51 et +300 a +51 possédent les éléments de régulation
les plus sensibles a la forskoline.

1.4 Les promoteurs génomiques

Un promoteur génomique est une région de I’ADN qui a pour fonction de
réguler I'expression d’un géne. Il en existe différents types, mais ont tous pour
fonction de lier une ARN polymérase. C’est la polymérase 11 qui va transcrire depuis
I"’ADN un ARNm (Pedersen et al., 1999). Afin de réguler I'expression des génes, ces
régions promotrices vont étre capable de lier des protéines appelées facteurs de
transcription généraux (GTFs) qui vont interagir avec la polymérase pour augmenter
le niveau de transcription. Les GTFs les plus importants sont TFIIA, TFIIB, TFIID,
TFIE, TFIIF et TFIIH (Burke and Kadonaga, 1997) (Figure 1.9).
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Figure 1.9 Promoteur minimal complexé avec PARN polymerase 11 et les
GTFs montrant les éléments de régulations : Boite-TATA, Inr et DPE (Burke et
Kadonaga, 1997).

Un promoteur minimal est une séquence capable de lier et d’assembler un
complexe de pré-initiation déterminant ainsi le site d’initiation de transcription (TSS)
(Fassler and Gussin, 1996). Une classe importante de promoteur minimal est basée
sur la présence de boite-TATA qui dirige I’initiation de la transcription environ 30
nucléotides en aval. Le consensus pour la séquence d’une boite-TATA est
TATAAAA (Hahn et al., 1989, Singer et al., 1990). Il existe une seconde classe de
promoteurs minimaux ne possédant pas de boite TATA dont la régulation se fait par
un élément d’initiation (Inr) au niveau du TSS. Ces promoteurs sont cependant plus
faibles que ceux contenant une boite-TATA (Smale, 1997). 11 existe aussi différentes
combinaisons de ces promoteurs. Les Downstream Promoter Element (DPE) sont des
éléments de régulation en aval du TSS, analogue a une boite TATA qui ont pour
fonction de lier TFIID et participer a4 la formation du complexe de pré-initiation
(Burke and Kadonaga, 1996). 11 existe d’autres éléments de régulation, tels que les
amplificateurs, pouvant activer la transcription par la stimulation des promoteurs. Il
est intéressant de noter que, contrairement aux promoteurs, la structure de la
chromatine permet d’avoir des amplificateurs placés trés loin, jusqu’a plusieurs
centaines de miliers de paires de bases, de leur promoteur cible (Banerji et al., 1981).
Ceux situés a proximité des promoteurs seront dits proximaux, les autres seront dits
distaux (Pedersen et al., 1999). Les amplificateurs sont des régions régulatrices de

I’ADN liant, dans certaines conditions, des facteurs de transcriptions qui vont, par
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repliement de la chromatine, agir sur les promoteurs et stimuler I’expression d’un
geéne. Suivant les conditions, un méme géne peut sous I’action de différents
amplificateurs et ainsi réguler finement I’expression d’un géne (He et al., 2014). 11 a
récemment été montré que les amplificateurs peuvent aussi avoir une activité
promotrice modérée (Kim et al., 2010). Les relations amplificateur/promoteur sont
rigoureusement régulées par les facteurs de transcriptions qui s’y lient, eux méme
limités par I’accessibilité de la chromatine (Chen and Dent, 2014). 11 a été estimé que
quelques pour cent du protéome cellulaire se destinent a la régulation de I’expression

génique (Pedersen et al., 1999).

1.5 MFSD2a

MFSD2a un symporteur de lysophosphatidylcholine (LPC) dépendant du
sodium. Le LPC est un lipide formé d'une choline, un phosphate, un glycérol et deux
acides gras (qui peuvent étre des longues chaines d’acides gras). Ils forment ainsi des
composés lipidiques complexes, importants pour le développement, la croissance, les
fonctions motrices et le métabolisme lipidique, comme la lyse des tissus adipeux
bruns par I’activation de la voie BAR (Berger et al.,, 2012, Angers et al., 2008).
MFSD2a est exprimé dans beaucoup tissus comme, le cerveau, les yeux, le foie, les
poumons, les intestins, les testicules et biensir, le placenta (Figure 1.10 et 1.11)

(Uhlen et al., 2015, Wong et al., 2016).
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Figure 1.10 Niveau d’expression des ARNm et protéique de MFSD2a dans
différents tissus (Uhlen et al., 2015).
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Figure 1.11 Analyse in situ de section de villosités choriales humaines pour
Pexpression de Syncytine-2 et MFSD2a. Adapté de (Esnault et al, 2008).
Abréviations : ST — Syncytiotrophoblastes et CT — Cytotrophoblastes.

Le geéne codant pour MFSD2a a été identifié en 2008 (Angers et al., 2008).
L’expression de ce géne peut varier, exprimé dans la plupart des régions du cerveau,
ou bien exprimée seulement dans certaines régions d’autres tissus tels que le foie
(Berger et al., 2012). MFSD2a est une protéine membranaire formant deux isoformes
(543aa et 530aa) et possédant respectivement onze et dix domaines
transmembranaires (Figure 1.12) (Uhlen et al., 2015). Un troisiéme isoforme de 458
aa avec sept domaines transmembranaires a été prédit, mais aucune confirmation

expérimentale n’'a permis de vérifier cette prédiction.
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Figure 1.12 Domaines transmembranaires et représentation 3D de
Pisoforme 2 de MFSD2a (530 aa) (Esnault et al., 2008, Ben-Zvi et al., 2014).

Il existe déja quelques informations concernant MFSD2a, et certaines
relations sont illustrées dans la figure suivante, montrant des liens directs, similarité
ou partenaires d’interaction de MFSD2a. Il n’y a cependant que peu d’information au
niveau placentaire (Liang et al., 2010, Delidaki et al., 2011, Ruebner et al., 2010,
Spinola et al., 2007) (Figure 1.13).
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Figure 1.13 Schéma des interactions connues avec MFSD2a. Généré a partir

de String90.embl.de. Contrairement aux Syncytines, MFSD2a reste trés peut étudiée
au niveau placentaire, bien qu’il est évident que son role de récepteur est majeur dans
la formation et le maintient du syncytiotrophoblaste. Abréviations: ERV3 —
Endogenous retroviral sequence 3, CREB3L1 — cAMP responsive element binding
protein 3, ERVWEL — Syncytine-1, GCM1 — Glia cell missing homolog 1, AKAP12
et 5 — A kinase anchor protein et HERV-FRD - Syncytine-2.

Parmi ces protéines, certaines ont des relations intéressantes avec MFSD?2a,

comme :

* HERV-FRD - Syncytine-2, le ligand direct de MFSD2a au niveau placentaire.
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* ERV3 - Endogenous Retroviral Sequence 3, est une protéine d’enveloppe
rétrovirale structurellement proche de Syncytine-2 ayant perdu sa fonction
fusogénique.

* CREB3LI — cAMP responsive element binding protein 3, qui se lie aux
séquences CRE-like et active la transcription.

* GCMI - Glia cell missing homolog 1, est un facteur de transcription
placentaire nécessaire au développement placentaire en se liant
spécifiquement au « trophoblast-specific element 2 (TSE2) ».

* AKAPI2 et 5 — A kinase anchor protein, sont des protéines d’ancrage de
kinases actives dans la cascade enzymatique de ’AMPc et des protéines

kinases A et C.

Dans le placenta, en plus de ses fonctions habituelles, MFSD2a joue le role
trés important de récepteur de la Syncytine-2, permettant ainsi la formation du STB
(Esnault et al., 2008, Toufaily et al., 2013). 11 est intéressant de noter que I’expression
ectopique de Syncytin-2 induit la fusion cellulaire et que cette fusion peut étre
augmentée en induisant I'expression de MFSD2a par la forskoline(Blond et al.,
2000b, Toufaily et al., 2015). En 2010, I’équipe de Chen s’est intéressée a la
méthylation et I'activité des promoteurs de Syncytine-2 et MFSD2a dans plusieurs
lignées cellulaires (BeWo, trophoblastes, HEK293T) et tissu placentaire. Ils ont
constaté que les ilots CpG du promoteur de Syncytine-2 sont fortement méthylés dans
les cellules 293T, mais déméthylés dans les cellules placentaires. Ceci indiquerait que
la régulation de I’expression du geéne se fait par condensation de la chromatine. Il est

intéressant de noter que GCM1 augmente significativement I’expression relative de
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Syncytine-2 et MFSD2a en déméthylant et activant les régions promotrices (Yamada

etal., 1999, Liang et al., 2010).

1.3 Les exosomes

Le placenta, bien qu’étant un organe transitoire, produit une abondance de
microvésicules, dont des exosomes. 1l a été montré que le nombre d’exosomes
placentaires augmente significativement dans le plasma maternel au cours du premier
trimestre de grossesse (Sarker et al., 2014). Rappelons que les exosomes sont des
microvésicules d’environ 40 a 100 nm d’une densité comprise entre 1,13 et 1,19 g/ml,
libérés par différents types cellulaires et retrouvés dans une grande majorité des
fluides humains (Cocucci et al., 2009). Leur biogenése commence par la formation
d’un endosome précoce. Il se développera en endosome tardif suite a2 sa maturation,
caractérisée par la formation de vésicules intraluminales (VILs) dans la lumiére de
celui-ci. Le processus de formation des VILs semble étre dirigé par les protéines
SNARE et GTPases. Les VILs mesurent entre 40 4 100nm de diamétre et englobent
des portions du cytosol et incorporent des protéines périphériques transmembranaires.
Ceci méne a la formation des corps multivésiculaires (CMVs) (Keller et al., 2006). II
existe deux issues pour les CMV : soit ils fusionnent avec un lysosome, ce qui va
conduire 4 la dégradation de leur contenu, soit ils f<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>