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RÉSUMÉ 

La proté ine MFSD2a est un récepteur membranaire exprimé dans la plupart 
des ti ss us du corps humain . Dans le placenta, e ll e forme un compl exe ligand­
récepteur avec Syncytine-2. Cec i perm et la formation et le renouve ll ement du 
syncyti otrophoblaste, une zone d'échange facilitée entre le sang de la mère et du 
fœtus. Contrairement à Syncytine-2, ni la régul ation de l' express ion, ni sa prése nce à 
la surface des cellules ou leurs exosomes ne sont connus pour MFS D2a. Ce proj et a 
donc pour but de détermin er ces caractéri stiques. No us supposons quïl existe une 
modul ati on transcriptionne lle importante de MFSD2a au ni vea u placenta ire, et que la 
protéine est présente à la surface des ce llules et leurs exosomes. Afin de tester ces 
hypothèses, trois étapes seront nécessaires : 1) rechercher et caractéri ser les ARN m 
codants pour MFSD2a dans diftë rents types cellulaires; 2) locali se r la rég ion 
promotrice du gène MFS D2a et 3) détecter la proté ine MFS D2a dans différents types 
ce llula ires et leurs exosomes. Pour ce fa ire, nous aurons reco urs à l' utili sati on de 
techniques suivantes : RT-PCR, S' RACE, immunobuvardage, essa is luciférase, 
cytométrie en tlu x et microscopie confoca le. Les résultats obtenus montrent qu ' il 
ex iste des é léments de régul ation synergique en amont du gène codant pour MFSD2a 
et que son expression peut être induite par le bi a is de son promoteur. La forskoline 
augmente l' acti vité de la rég ion promotrice de MFSD2a de la même mani ère que 
ce ll e de Syncytine-2. La loca li sati on de la proté ine MFS D2a, à la membrane et a 
l' intérieur des syncytia, à été mise en év idence dans différents types ce llulaires à 
l'a ide de la mi croscopie confoca le et dans des exosomes grâce a la cytométri e en flu x. 
La poursuite de l'étude de cette proté ine est impottante afin d ' améli orer nos 
connaissances fondamental es et notre compréhensio n des maladi es placentaires . 

Mots clés : Reproducti on, pl acenta, MFSD2a, Exosomes, Promoteur 



INTROD UCTION 

Cette recherche s ' in scrit dans une pro bl ématique gé néral e de compréhensio n 

du rô le des pro té ines ré trov ira les endogè nes huma ines et de leurs partena ires 

d ' interaction au niveau placenta ire, afin de déte rminer leurs impacts potenti e ls dans 

un cadre patho logique. 

Les rétrovirus endogènes huma ins (HERY) sont des rétrov irus qui o nt infec té 

des ce llul es germina les humaines il y a plus ieurs diza ines de millio ns d ' années (van 

der Kuyl, 20 12). Suite à une accumul ation de mutati ons dans leur géno me, ces 

rétrov irus o nt pe rdu leur capacité de répli cati on et d ' infec tio n. Cependant, cet1a ins 

gènes persistent et sont touj o urs en mesure de coder effi cacement po ur des proté ines 

d 'enve loppe comme les Syncytines. Les Syncytin es-1 et -2 (S 1 et S2) sont des 

proté ines d 'enveloppe rétrov ira les qui confé ra ient au v irus sa capac ité fusogénique 

(Bla ise et al. , 2003). Ce ll es-c i leur permetta ient d ' infecter les ce llul es en inte ragissent 

avec des proté in es membranaires fréquemment retrouvées à la surface des ce llul es, 

comme MFSD2a. En effet , MFS D2a est un symporteur de lyso phosphatydilcho line 

(LPC) présent dans beaucoup de ti ssus du corps huma in (Uhl en et al. , 20 15) . La 

relation li ga nd-récepteur qui ex iste auj ourd ' hui entre Syncytine-2 et MFS D2a se 

retrouve au ni veau du pl acenta et permet la fusio n des ce llul es trophoblast iques 

(Renard et al. , 2005) . Ces cellul es vont fo rmer le syncyti otro phoblaste (STB), une 

zone d 'échange privil égiée entre la mère et le fœtu s. 

Le pl ace nta est un organe trans ito ire , présent uniquement au cours de la 

grossesse, qui pe rmet les échanges nutriti onne ls et le ma intien de l' équilib re 

immunita ire entre la mère et le fœ tus. Il a auss i été démo ntré que le pl acenta est une 
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source importante de vés icul es extrace llulaires te ll es que les exosomes (Sarker et al. , 

20 14) . 

Les exosomes sont des vésicul es d'environ 40 à 100 nm provenant du 

compartiment endosomal. Dans le cytoplasme ce llulaire, certains endoso mes vo nt 

subi r des in vag inati ons de leur membrane vers la lumière et fo rmer des corps 

multi vés iculaires (CMV) contenant des vés icules intra-luminales (VI L). La fu sion de 

ce rtains CMV avec la membrane ce llulaire libère les VIL dans l'espace 

extrace llulaire (Keller et a l. , 2006) . Une fois libérée dans le domaine extrace llulaire, 

on les appell e alors exosomes. Ces dern iers j ouent un rôle majeur dans la 

communicati on interce llulaire et leur étude semble être une vo ie prometteuse pour la 

découve rte de biomarqueurs (Mitchell et a l. , 20 15). 

L'étude de l' express ion des Syncytines-1 et -2 dans les cellules 

trophoblastiques et les exosomes placentaires issus de femmes ence intes normales ou 

prééc lamptiques a montré une diminution de leur ex pression. Pour MFS D2a, la 

comparaison de son express ion au ni vea u des ce llules trophoblastiques issues de 

placentas normaux versus prééc lamptiques a montré une diminution de son 

express ion en cas de prééc lampsie (To ufa il y et a l. , 20 15). On ne ait cependant pas 

auj ourd ' hui comment est régul ée l' ex press ion de MFS D2a et bien que la Syncytine-2 

so it présente à la surface des exosomes, cec i n'a j amais été vérifié pour MFSD2a. 

Considérant les info rmations précédentes, le suj et proposé « Analyse de 

l' express ion du récepteur de la Syncytine-2 (MFS D2a) par l' étude de son promoteur 

ainsi que sa loca li sation ce llulaire et extrace llulaire (exosomes) au ni vea u 

pl acentaire » a pour objecti fs de : 1) rechercher et de caractéri ser les ARNm de 

MFS D2a dans les li gnées cellulaires BeWo, .J AR, JEG-3 ainsi que les 

cytotrophoblastes villeux (CTV), 2) de loca li ser et caractéri ser la rég ion promotri ce 

du gène MFS D2a et 3) de détecter la protéine MFS D2a dans les ce llules BeWo et 

CTV ains i que dans les exosomes placentaires. 
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Les implicatio ns théoriques et appliquées de ce proj e t sont respecti vement. 

l'approfo ndi ssement des conna issances fo ndamenta les sur M FS D2a, sa potenti e ll e 

impli cati on au ni veau pl acenta ire et son rô le éventue l dans la prééclamps ie. 



CHAPITR E 1 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Les rétrov irus 

Les virus sont des agents infecti eux, paras ites o bligatoires, ne possédant qu ' un 

se ul type d ' acide nuclé ique (ADN ou ARN) et tota lement dépendent des mécani smes 

ce llula ires de leurs hôte pour survivre. Il s infectent tous les types ce llula ires et 

peuven t parfois produire d ' importantes modificati ons cellulaires (Madigan et al. , 

2006). David Baltimore, prix Nobel de médec ine 1975 , est l' auteur d ' une 

classification, qui porte so n nom, et qui permet de c lasser les vi ru s en sept groupes 

se lon différentes caractéri stiques génomiques (ADN/ARN , sens, nombre de copies, 

etc.) (Balt imore. 197 1 ). 

Les rétrovirus font partie du groupe VI de la c lass ification de Baltimore. Ce la 

s ignifie qu ' il s sont des virus à ARN, possèdent une caps ide icosaédrique enve loppée 

et une structure génomique comprenant deux moléc ul es d. ARN sens simple brin à 

polarité positive (Baltimore, 1971 ). Il s ont une taille d 'environ 90 à 120 nanomètres 

et so nt très répandus dans le monde animal. Il s sont la cause de beaucoup de 

malad ies, peuvent induire des cancers, irnmunodéfïc ience (te l que le SID A) ou des 

anémies. Il s sont capab les d' infecter beaucoup de types cellulaires différents et leur 

présence peut avoir un effet noc if à court (q uelques semaines) ou à long terme 

(p lusieurs années) (McG uire et al. , 197 1, De Grutto la et al. , 1986). 



5 

Le génome des rétrov irus possède une o rgani sa tion généra le de I' A RN vira l comm e 

suit (F igure 1. 1) : 5' RIU5 -gag-pro-po/-env-U3/ R 3 · (Voevodin et Marx, 2009) . 

5· LTR 3. 

cap~ R i usl PBS 1 L 
GAG - POL 

ENV 1 PI'T ~ U3 i R ~AAAA 
Figure 1.1 Organisation générale de l' ARN d'un rétrovirus. 

Les di ffé rentes régions sont les sui vantes (Ca nn , 20 16) : 

R : est une séquence termina le longue répétée aux deux extrémités qUI sera la 

premi ère pa rti e de l" A DNe . 

U5 et U3 : sont les longues séquences répétées correspondant respect ivement aux 

extrémités 5 ' et 3 ' de l" A RN (Se ibert et a l. , 1995). 

PBS (Primer Binding Site) et PTT : La séquence PB S est une séquence d ' attac hement 

de I' A RNt sur I' A RN m . L 'A RN t serv ira d ' ini t iateur pour la rétro-transcripti on. La 

séquence PTT est la région nécessaire à l'amorçage de la rétro-transcripti on du brin 

(+). 

L: cette séquence conti ent trois di fférents s ig naux. Un premi er nécessaire à la 

fi xat ion des ribosomes sur la mo léc ul e d ' A RN (Patschinsky et a l. , 1986), le deux ième 

aide la formati on de dim ères d' A RN (Dhar et a l. , 1980) et le tro is iè me est impliqué 

dans l'encapsidati on des ARN viraux (Darli x, 1986) . 

Gag est un gène codant pou r les proté ines de structures comme la matrice, caps ide et 

nuc léocapside. 
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Pol est un gène codant pour la transcriptase inverse, la ribonucléase H et 1' intégrase. 

Env est un gène codant pour les protéines d 'enve loppe. 

Certains rétrov irus, comme le VIH , conti ennent des gènes accesso ires comme 

rev, tai, vif; vp u, vpr, nef ; etc, qui les aident à infecter certains types cellulaires ou à se 

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

Le cycle réplicatif des rétrov irus est bien particuli er, car il nécess ite un ADN 

intermédiaire (F igure 1.2). Comme il a été décrit par Pommier et al. (2005), le virus 

suit plusieurs étapes; à l'entrée, le virus infecte une cellule en fu sionnant son 

enve loppe avec la membrane ce llulaire ou avec la membrane de l' endosome tardi f s' il 

a été endocyté (un changement de pH dans l' endosome peut provoquer une 

moditication conformati onelle des protéines d 'enve loppe du virus lui permettant al ors 

de fu sionner avec la membrane de l' endosome) (Kubo et a l. , 20 12) . La capside se 

retrouve a lors dans le cytoplasme où la décapsidation permettra de libérer I'ARN 

vira l. Ce derni er va être ensuite rétrotranscrit en ADN grâce à l' acti vité de l' enzy me 

virale Transcriptase in verse . Cette étape donne li eu à la production d' un ADN 

prov iral double brin qui va s' intégt·er da ns le génome de la ce llule hôte via l' action 

de la proté ine virale appelée lntégrase. Une fo is intégré, la transcription de cet ADN 

sui vie de la traducti on des ARNm viraux permettra la production de di verses 

proté ines (ex : capside, glycoprotéine d 'enveloppe, Transcriptase in verse et lntégrase) 

qui vo nt alors être assemblées pour former de nouveaux virions. Ces derni ers 

so rtiront de la ce llule par bourgeonnement. Cest lors du bourgeonnement que la 

parti cule virale obtient son enve loppe. Ell e est constituée de la bicouche lipidique 

membranaire de la ce llule hôte enri chi e par les protéines codées par le gène env. Une 

fo is sécrétés, les virions devront subir une étape de maturation avant d'être 

foncti onne ls et de pouvo ir infec ter d'autres ce llules (Pommier et al. , 2005). 
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Cycle de réplication des rétrovirus (Pommier et al., 2005). 

Représentation des étapes d' infection, transcripti on inverse, intégrati on et réplication 

dans un cellule. Pour infecter une cellule, un virus va premièrement se fi xer à la 

membrane ce llulaire par sa proté ine d'enveloppe, spéc ifique d' un récepteur. L" ARN 

génomique sera alors libéré dans le cytoplasme, rétrotranscrit en ADN puis migré au 

noyau et intégré au génome ce llulaire. Ce la perm ettra au virus d ' utili ser ensuite la 

machinerie cellulaire de la cellule pour la production de nouve lles parti cules vi rales et 

propager l' infection. 
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Les proté ines d 'enve loppe jo uent un rô le c ruci a l pour le virus. Codées par le 

gène env, ce sont les proté ines responsa bles de la tï xati on des v iri ons sur les 

réce pteurs spécifiques . Ces compl exes proté iques sont di v isés en deux parties 

princ ipa les, la g lyco proté ine de surface (SU) qui est l' antigène maj eur, et la po tti o n 

transmembrana ire (TM ) qui ma intient le SU à la surface membrana ire (Perez et a l. , 

1992) (Figure 1.3 ). L' inté racti on de la SU avec le récepteur membrana ire de la ce llul e 

hôte va induire un changement de co nfo rmati on de la porti on T M, ce qui expose a lo rs 

le peptide de fu sion et perme t son inse tti on dans la membrane ce llul a ire, cata lysant 

a ins i la fu s ion du viri o n avec la ce llule hôte (F lint, 2004). 

env 

su TM ----------------------------
®~~;;j-NHR 1 ISU 1 ( ccl CHR MPER 1 MSD 1 

' ' ' ' ' ' ' ' 
Cytopl. tai! ] 

Figure 1.3 Représentation schématique de la séquence intégrée d ' un 
rétrovirus (Denner, 2016). La partie T M de la proté ine d 'enve loppe se di vise en 
neuf régions : peptide de fu sio n (FP) (entouré en ro uge), région prox ima le du pe ptide 
de fusion (F PPR), régio n hé licale N (NHR), doma ine immunosuppresseur (! SU), 
bouc le cys te ine-cyste ine (C-CC), région hé lica le C termina le (C HR), régio n 
membrana ire proxim a le externe (MPER), doma ine transmembrana ire (MSD) e t 
queue cytopl asmique (Cyto pl. Ta i! ) . 

Parmi les so us unités de la TM, le fragment le plus important est le peptide de fu sio n 

( FP). Sa ns lui , toute l'activité de la proté ine d ' enveloppe est inhibi ée car e lle ne peut 

plus jouer so n rô le d ' initia tion de la fus ion. 
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1.2 Les HERY 

À la diftë rence des rétrovirus exogènes, qui cherche à intégrer leur matéri e l 

génétique dans des ce llules spécifiques, les rétrov irus endogènes so nt déjà intégrés 

dans to utes les ce llules de l' organi sme (Denner, 20 16). Grâce au séquençage du 

génome huma in, il a été montré que 45% de notre A DN est composé d 'é léments 

transposables comme les rétroé léments ou les transposons. Cependa nt, environ 5 à 

8% de la tota lité de notre génome est constitué de séquences ayant des homo logies 

avec des rétrov irus infect ieux et ces séquences sont transmises de générati on en 

générati on (van der Kuy l, 20 12). L'ex istence de ces séquences peut être ex pliquée 

par le cyc le réplicati f des rétrov irus qui possèdent la capac ité de s' intégrer dans 

l'ADN de l' hôte. Il y a des millio ns d' années, certa in s rétrov irus ancestraux o nt 

intégré leur ADN vira l dans des ce llules germina les hum aines. Cec i a conduit à une 

transmiss ion verti cale de ces séquences vira les d ' un e gé nérati on à l' a utre et on parle 

a lors de rétrov irus « endogènes » hum ains (HERY) (va n der Kuy l, 20 12) (F igure 1.4). 

Les HERV s sont di visés en tro is c lasses (1, Il et III ) (F ig ure 1.5) e t chaque c lasse 

conti ent plusie urs sous-groupes. Il s sont c lassés en fo ncti on de le ur sim i 1 itude avec 

di ffé rents rétrov irus in fect ieux. Les H ER Vs de classe l sont apparentés aux 

gammarétrov irus, ceux de la c lasse 11 sont apparentés aux béta rétrov irus et ce ux de la 

c lasse III aux spumav irus (van der Kuyl, 20 12). 
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Figure 1.4 Mécanisme d'endogénisation rétroviral (Dupressoir· et al. , 2012). Les 
rétrov irus ont la capacité d'in sérer leur matériel gé nétique dans le génome des cellules 
infectées. L'infection conduit habitue ll ement à une production de virions qui propageant 
l'infection , horizonta lement, à d ' autres indi vidus. Dans de rares occasions, les virus peuvent 
infecter des cellules de lignées germinales, ce qui conduit a lors à une transmi ssion vettica le 
du proviru dans toutes les ce llules et donc à son endogé ni sation. Au co urs de l' évo lution, la 
majorité des gènes ont subi des mutations délétères, ma is certa ins sont toujours fo nctionnels, 
apportant un avantage évo lutif, comme les Syncyntines au ni veau placentai re. 
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FigUJ·e 1.5 Arbre phylogénétique des rétrovirus humains (van der Kuyl , 
2012). Représentation des différentes branches de l'arbre phylogénétique des 
rétrovi rus hum ains présentés avec leurs organi sat ions génomiques type. 

Ces virus sont mai ntenant inactifs. Une accumulati o n d'a ltérat ion génét ique a 

fait en sorte que seul s quelques rares éléments sont toujours capables de produire des 

protéines fonctionnelles (van der Kuyl , 20 12). Parmi les protéines conse rvées, o n 

trouve surto ut des proté ines d 'enve loppe, permettant la fusion de la particule v ira le 

avec la cellule cib le, qui s'exprimaient autrefoi s à la surface des particules v ira les et 

qui se retrouvent auj o urd ' hui exprim ées à la surface de certaines ce llul es (van der 

Kuyl, 20 12). La fusion ce llul a ire débute par l' adhés ion ce llul a ire à l'a ide d ' une 

interact ion de type li gand-récepte ur, formant des faisceaux d.hélices Alpha et a idé par 

des molécules s ignalétiques (Larsson et al., 2008). Syncyt ine- 1 se li e à son récepteur 

SLCIA5/ASCT2/RDR, un transporteur d 'acide ami né et récepteur rétroviral de type 

D (B lond et a l. , 2000a, Malassine et a l. , 2005). Syncyt in e-2 se li e à son récepteur 

MFSD2a (Major Facilitator Su;m:family Domain Containing 2) (Esnault et a l. . 

2008). 
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De la même manière qu ' une particule virale fu sionnerait avec une ce llule, les 

protéines d'enve loppe Syncytine-1 (HERV-W) et -2 (HERV-FRD), indui sent, par 

leur interac tion avec leurs récepteurs, MFSD2a, la fusion des cytotrophoblastes 

vill eux au cours du déve loppement placentaire (Blaise et a l. , 2003, Renard et a l. , 

2005) (F igure 1.6). Cec i permet la formation d' un syncytium, appe lé 

syncytiotrophoblaste (STB), qui permet les échanges entre la mère et le fœtus (vo ir 

déta il s dans la section 1.3) (Mi et a l. , 2000) (Chen et al. , 2012). Dans le cas de la 

Syncytine-2, c'est la protéine MFSD2a qui joue le rôle de récepteur. Comme il a déj à 

été montré par de Parseval et Heidmann (2005), le placenta est une zone 

prétërentielle d'expression des HER Ys. Bien que les L TR jouent le rôle de promoteur 

pour l'express ion des HERY , les éléments de régulations endogènes voisins peuve nt 

auss i intluencer leur express ion (Li and Karl sson, 20 16). Les HERY peuvent auss i 

jouer un rôle dans la régulation de l'express ion des gè nes avo isinants (Prudhomme et 

al. , 2005) (vo ir fi gure 1.8 et secti on 1.3). 

virion 

l fusion of 
virion/cell 
membranes 

Retroviral infection 

syncytium 

Cell-cell fusion 

Figure 1.6 Conséquence de l'interaction entre une protéine d'enveloppe et 
son récepteut·: fu sion du virion avec sa cellule cible (gauche) ou fu sion des 
cellules formant un syncytium (droite) (Dupt·essoir et al. , 2012). 
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1.3 Le p lacenta 

Le placenta est un organe transitoire présent uniquement lors de la grossesse 

et qui assure les échanges métabo liques entre la mère et le fœtus. Il protège auss i le 

fœtus co ntre les bactéries et autres substances toxiques. Le placenta cro it jusqu'à la 

36c semai ne, d ' abo rd par hyperplasie puis par hypertrophi e des ce llules du 

trophob laste (Roberts et a l. , 20 16). À terme, il forme un di sq ue d'environ 22 cm de 

diamètre pour 2,5 cm d' épaisseur pesant environ 500g (B urton and Fowden, 20 15). Il 

possède deux faces , une fœta le (ou choria le) avec une bordure en brosse et une basale 

rattachée à la paroi utérine (Ga napathy et a l. , 2000). La chambre intervi ll euse et les 

v ill os ités choria les se localisent entre ces deux faces (F ig ure 1.7). Elles so nt 

considérées comme les unités structura les et fo nctionne ll es du placenta humain et 

peuvent attei ndre une su rface de 14 m2 au terme d'une grossesse normale (Burto n and 

Fowden, 20 15). 

-;;; 
E "' 
" 2 ~ " "' -E " 

feta l vessel 

-maternai blood 

C:!liïJ~~ nl~-cytotrophoblast (CT) 

syncytio 
trophoblast (ST) 

extravi llous 
trophoblasts (EYT) 

uterine artery 

Figure 1.7 Schéma de l'unité meterno-fœtale et de la villosité choriale 
(modifié à partir de (Lavialle et al., 2013)). 

Selon Burton et Fowden (20 15), la vi ll os ité choria le n' est co nst ituée dans sa 

structure définitive que vers la troisième semaine après la fécondation. Une première 
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vague prolitërati ve de cytotrophoblastes va co loni ser le syncytiotrophoblas te 

interl acunaire fo rmant alors l'ébauche de la villos ité chori ale. Les colonnes de 

cytotrophoblastes seront à leur tour envahies par une pro li fé ration mésenchymateuse 

d 'orig ine embryonnaire, ce qui permettra la croissance de la villos ité. 

Le pl acenta assure c inq fonctions qui sont essenti e ll es au déve loppement 

fœtal: 1) respiratoires par les échanges gazeux, 2) nutritionne lles par le transport de 

méta boli tes et dïons, 3) excrétoires par le transpo1t des déchets, 4) endocrines par la 

production d ' hormones et 5) immunologiques. Il permet la greffe semi-allogénique 

du fœtus en étant l' interm édia ire entre deux systèmes immunita ires (S impson et al. , 

1992, Faber, 1993). Toutes ces fo ncti ons sont modul ées par la qualité du 

syncytiotrophoblaste qui se forme et se renouve lle par la fusion des cytotrophoblastes 

(Larsson et al,. 20 Il ). Cette fusion est poss ible grâce à la présence de proté ines 

fu sogéniques fa isant parti e de la famill e des HERY : les Syncytines-1 et -2 (HERY­

W et HE RY -FRD) (Blond et al. , 1999; Bla ise et al. , 2003). La Syncytine-2 possède 

auss i un potentie l immunos uppresseur qui pourra it protéger le fœtus contre le 

système immunita ire de la mère (Mangeney et a l. , 2007). 

La prééc lamps ie (PE) est une compli cation obstétr ica le fréquente, 

multi systémique qui touche 2 à 10% des fe mmes (Fo ucade et al. , 20 14). Elle se 

définit par l' appariti on d' un épi sode d ' hypertension artéri e ll e persistant avec une 

press ion a1téri e lle di asto lique supéri eure ou éga le à 90 mmH g et une protéinurie 

supéri eure à 0,3g par jour. Dans certains cas, elle peut évo luer en éc lampsie et mettre 

a lors en danger la vie de la mère ou de l' enfant (Foucade et al. , 20 14) . La cause de 

cette maladi e n' est pas connue. Elle touche les femmes souvent après 20 semaines de 

grossesse. La maladie peut éga lement survenir plus tardi vement, peu de temps ava nt 

l' accouchement ou parfo is même après l' acco uchement (Fo ucade et al. , 201 4). De 

manière intéressante, un défa ut d ' expression des Syncytine a été assoc ié à la 

prééc lampsie et il a été montré que la diminution de l'express ion des Syncytine-1 et 
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-2 est proporti onne lle à la sévérité de la prééclampsie (Vargas et a l. , 20 11 , Knerr et 

a l. , 2002, Ac ién et a l. , 1990, Chen et a l. , 2006, Keith et a l. , 2002). Notons que la 

prod ucti on d'ARNm ou de proté ine codant pour MFSD2a est aussi diminuée en cas 

de prééclampsie sévè re (Toufa ily et al. , 20 13). 

L' utili sa ti on de certains produits comme la fo rsko line (FSK) ou bpV[pic] sur 

des ce llules a pour impact de mod ifi er la cascade enzymat ique contrôlant la 

transcription. La FSK inhibe l'adény le cyc lase qui va avo ir pour effet de diminuer le 

ni veau d ' AM Pc intrace llula ire (Khanum and Dufau, 1986). Le bpV[pic] est un 

inhibiteur de la protéine phosphatase (Vargas et a l. , 2008). Il a été démontré que des 

ce llules BeWo traitées avec la FSK et le bpV[Pic] montrent une a ugmentat ion des 

ni veaux d'ARNm codant pour les Syncytine-1 et -2 (Vargas et a l. , 2008) . Dans le cas 

de la Syncytine-2, le traitement des ce llules BeWo avec la FSK induit la li aison des 

facteurs de transcriptions JunD et CREB2 sur un motif CRE/AP I-Ii ke s itué dans la 

région promotrice de la Syncytine-2 (F igure 1.8) (Toufa ily et a l. , 20 15). En plus de 

l' expression des Syncyt in es, il a été montré que MFSD2a est nécessa ire à la fus ion 

des cellules BeWo et que le tra itement à la FSK induit l' express ion de MFSD2a 

(Toufa il y et al. , 20 13, Toufa ily et al. , 20 15). Comme il a déjà été mo ntré que GCM 1, 

un facte ur placentaire, indui sant l' expression de Syncyt ine-2 et MFSD2a, il est 

intéressant de vérifi er si d ' autres similitudes existent (L iang et al. , 20 10). Lors de 

leurs expéri ences, Liang et al, (20 1 0) ont montré que GCM 1 est un facteur de 

transc ripti on qui permet l' expression de Syncytine-2 et MFSD2a dans des ce llules 

MCF-7, qui ne les exprim ent normalement pas. Mennant ainsi à la fusion des MCF-7 

(L iang et a l. , 20 1 0). 
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Figure 1.8 Identification de la région promotrice de Syncytine-2 
répondant à la forskoline dans les cellules BeWo (Toufaily et al., 2015). Les 
rég ions promotri ces +450 à +5 1 et + 300 à +5 1 possèdent les éléments de régulation 
les plus sensibles à la forskoline. 

1 A Les promoteurs génomiques 

Un promoteur génomique est une région de l'A DN qu i a pour fonction de 

réguler l' ex press ion d ' un gène. Il en ex iste d iffé rents type , mais ont tous pour 

foncti on de li er une ARN polymérase . C'est la polymérase II qui va transcrire depu is 

l" ADN un ARNm (Pedersen et aL, 1999) . Afin de régul er l" express ion des gènes, ces 

rég ions promotrices vont être capa ble de lier des proté ines appelées fac teurs de 

transc ripti on généraux (GTFs) qui vont inte ragir avec la polymérase pour augmenter 

le ni vea u de transcripti on. Les GTFs les plus importants sont TF II A, TF IIB, TF IID, 

TF II E, TF II F et TF IIH (Burke and Kadonaga, 1997) (F igure 1 .9). 
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DNA 

Figure 1.9 Promoteut· minimal complexé avec l' ARN polymerase II et les 
GTFs montrant les éléments de régulations : Boite-TATA, Inr et OPE (Burke et 
Kadonaga, 1997). 

Un promoteur minimal est une séquence capable de lier et d'assembler un 

complexe de pré-init iation déterminant ainsi le site d ' ini tiation de transcription (TSS) 

(Fass ler and Guss in , 1996). Une classe impo11ante de promoteur minimal est basée 

sur la présence de boite-TATA qui dirige l' initiation de la transc ription environ 30 

nucléot ides en ava l. Le consensus pour la séquence d' une boite-TATA est 

TATAAAA (Hahn et al. , 1989, Si nger et a l. , 1990). Il existe une seconde classe de 

promoteurs minimaux ne possédant pas de boite TATA dont la régulation se fa it par 

un élément d' initiat ion (lnr) au niveau du TSS. Ces promoteurs sont cependant plus 

tàib les que ceux contenant une boite-TATA (Smale, 1997). Il existe auss i différentes 

combinaisons de ces promoteurs. Les Downstream Promoter Element (OPE) sont des 

éléments de régulat ion en aval du TSS, analogue à une boite TA TA qui ont pour 

fonction de li er TFIID et pa11iciper à la formation du complexe de pré-initiation 

(B urke and Kadonaga, 1996) . Il existe d ' autres éléments de régulation , tel s que les 

ampl ificateurs, pouvant activer la transcription par la st imulation des promoteurs. Il 

est intéressant de noter que, contra irement aux promoteurs, la structure de la 

chromatine permet d'avo ir des amplificateurs placés très loi n, ju qu 'à plusieurs 

centaines de mi li ers de paires de bases, de leur promoteur cible (Bane1ji et a l. , I 98 I ). 

Ceux situés à proximité des promoteurs seront dits proximaux, les autres se ront dits 

distaux (Pedersen et al. , 1999). Les ampliticateurs sont des régions régu latrices de 

!"ADN liant, dans certaines conditions, des facteurs de transcriptions qui vont, par 
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repli ement de la chromatine, ag ir sur les promoteurs et stimuler l' express ion d ' un 

gène. Suivant les conditions, un même gène peut sous l'actio n de di ffé rents 

amplificateurs et ains i régule r finement l' express ion d ' un gène (He et a l. , 20 14). Il a 

récemment été montré que les amplifi cateurs peuvent auss i avo ir une acti vité 

promotrice modérée (Kim et a l. , 201 0) . Les re lations amplificateur/promoteur sont 

rigo ureusement régul ées par les facteurs de tran scriptio ns qui s'y li ent, eux même 

limités pa r l'access ibilité de la chromatine (Chen and Dent, 201 4). Il a é té estimé que 

que lques pour cent du protéome ce llul a ire se destinent à la régulati on de l' express io n 

génique (Pederse n et a l. , 1999). 

1.5 M FS D2a 

MFS D2a un sy mporteur de lysophosphatidy lcholine (LPC) dépendant du 

sodium . Le LPC est un lipide fo rmé d'une cho line, un phosphate, un g lycéro l et deux 

acides gras (qui peuvent être des longues cha ines d 'ac ides gras). Il s fo rment a ins i des 

co mposés lipidiques complexes, importants pour le déve loppement, la c ro issance, les 

fo nctions motrices et le mé tabo li sme lipidique, comme la lyse des t issus ad ipe ux 

brun s par !" act ivati on de la vo ie ~AR (Be rger et a l. , 20 12, A ngers et a l. , 2008). 

M FS D2a est ex primé dans beaucoup ti ssus comme, le cervea u, les yeux, le fo ie, les 

poumons, les intestins, les testi cules et bi ensûr, le placenta (F igure 1. 10 et 1. 1 1) 

(U h1 en et a l. , 201 5, Wong et a l. , 20 16). 
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Figure 1.10 Niveau d'expression des ARNm et protéique de MFSD2a dans 
différents tissus {Uh len et a l. , 2015). 
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Figure 1.11 Analyse in situ de section de villosités choriales humaines pour 
l'expression de Syncytine-2 et MFSD2a. Adapté de (Esnault et al., 2008). 
Abrév iat ion : ST - Syncytiotrophoblastes et CT- Cytotrophoblastes. 

Le gène codant pour MFSD2a a été identifi é en 2008 (A ngers et a l. , 2008) . 

L'expression de ce gène peut varier, exprimé dans la plupart des rég ions du cerveau, 

o u bien expri mée se ul ement dans certaines régio ns d 'autres tissus tels que le foie 

(Berger et a l. , 20 12). MFSD2a est une protéine membrana ire formant deux isoforme s 

(543aa et 530aa) et possédant respectivement onze et dix domaines 

transmembranai res (F igure 1.1 2) (U hl en et a l. , 20 15). Un trois ième isoforme de 458 

aa avec sept domaines transmembranaires a été prédit, ma is aucu ne confirmati o n 

ex périmental e n'a permi s de vérifier cette prédicti on. 
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Figure 1.12 Domaines transmembranaires et représentation 3D de 
l'isoforme 2 de MFSD2a (530 aa) (Esnault et al., 2008, Ben-Zvi et al., 2014). 

Il existe déjà quelques info rmations concernant MFSD2a, et certai nes 

relations sont illustrées dans la figure sui vante, montrant des liens directs, similarité 

ou partenaires d ' interact ion de MFSD2a. li n'y a cependant que peu d' in fo rmation au 

ni veau placentaire (L iang et a l. , 20 10, Delidaki et al. , 20 1 1, Ruebner et al. , 20 10, 

Spinola et a l. , 2007) (F igure 1.13). 
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Figure 1.13 Schéma des interactions connues avec MFSD2a. Généré à partir 
de String90.embl.de. Contrairement aux Syncytines, MFSD2a reste très peut étudiée 
au ni veau pl acentaire, bien qu ' il est évident que son rôle de récepteur est majeur dans 
la formation et le maintient du syncytiotrophoblaste. Abréviations : ER Y3 -
Endogenous retrov iral sequence 3, CREB3 L 1 - cAMP responsive element binding 
protein 3, ERYW EI - Syncytine-1 , GCMI - Glia ce ll mi ss in g homo log 1, AKAPJ2 
et 5 - A kinase anchor prote in et HERY -FRD - Syncyt ine-2. 

Parmi ces protéines, certaines ont des relati ons intéressantes avec MFS D2a, 

comme : 

• HERY-FRD - Syncytine-2, le li gand direct de MFSD2a au ni veau placentaire. 



23 

• ERV3 - Endogenous Retroviral Sequence 3, est une protéine d'enveloppe 

rétrovirale structurell ement proche de Syncytine-2 ayant perdu sa fo nction 

fusogénique. 

• CREB3L 1 - cAMP responsive element binding prote in 3, qUI se lie aux 

séquences CRE-Iike et active la transcription. 

• GCM 1 - Glia cel! missing homolog 1, est un facteur de transcription 

placentaire nécessaire au développement placentaire en se li ant 

spécifiquement au « trophoblast-specific element 2 (TSE2) ». 

• AKAP 12 et 5 -A kinase anchor protein, sont des protéines d'ancrage de 

kinases actives dans la cascade enzymatique de l'AM Pc et des protéines 

kinases A et C. 

Dans le placenta, en plus de ses fonctions hab ituell es, MFSD2a joue le rôle 

très important de récepteur de la Syncytine-2 , permettant ai nsi la formation du STB 

(Esnault et al., 2008, Toufa il y et a l. , 20 13). Il est intéressant de noter que l' expression 

ectopique de Syncytin-2 induit la fusion cellulaire et que cette fusion peut être 

augmentée en indui sant l'express ion de MFSD2a par la forskoline(Blond et al., 

2000b, Toufaily et al. , 20 15). En 2010, l'équipe de Chen s' est intéressée à la 

méthylati on et l'activité des promoteurs de Syncyt ine-2 et MFSD2a dans plusieurs 

lignées ce llulaires (BeWo, trophoblastes, HEK293T) et tissu placentaire. Il s ont 

constaté que les îlots CpG du promoteur de Syncytine-2 sont f01iement méthylés dans 

les ce llules 293T, mais déméthylés dans les cellules placentaires. Ceci indiquerait que 

la régulati on de l'express ion du gène se fait par condensation de la chromat ine. Il est 

intéressant de noter que GCM 1 augmente signifi cativement l' expression relative de 
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Syncytine-2 et MFSD2a en déméthy lant et activant les régions promotrices (Yamada 

et a l. , 1999, Li ang et a l. , 201 0). 

1 .3 Les exosomes 

Le pl acenta, bien qu 'étant un organe transito ire, produit une abondance de 

mi crovés icules, dont des exoso mes. JI a été montré que le no mbre d"exosomes 

placenta ires augmente s ignifi cativement dans le pl as ma materne l au cours du premi e r 

trimestre de grossesse (Sm·ker et a l. , 2014). Rappe lons que les exosomes sont des 

mic rovés icules d' environ 40 à 100 nm d ' une dens ité compri se entre 1, 13 et 1, 19 g/ml , 

1 i bérés par diftë rents types ce l lu la ires e t retrouvés dans une grande majorité des 

tluides huma ins (Cocucc i et a l. , 2009). Leur biogenèse co mmence par la fo rmatio n 

d ' un endosome précoce. Il se déve lo ppera en endosome ta rdif suite à sa maturati on, 

ca racté ri sée par la formation de vés icules intra lumina les (VILs) dans la lumière de 

ce lui-c i. Le processus de formation des VILs semble être diri gé par les proté ines 

SN ARE et GTPases. Les VILs mesurent entre 40 à 1 OOnm de diamètre et englo bent 

des portions du cytoso l et incorpo rent des proté ines périphériques transmembrana ires. 

Cec i mène à la fo rmation des corps multi vés icula ires (CM Vs) (Ke ller et a l. , 2006). Il 

ex iste deux issues pour les C MV : so it il s fusionnent avec un lysosome, ce qui va 

conduire à la dégradati on de leur contenu , so it il s fusionnent avec la membrane 

plasmique et libèrent a lors les VILs dans le milieu extrace llula ire (Ke ll er et a l. , 2006) . 

Ces vés icul es seront a lors appe lées exoso mes (J ohnstone et a l. , 1987) (F igure 1.14) . 



Figure 1.14 
2014). 
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Biogenèse des exosomes. Modifié à partir de (Qin and Xu , 

Le mot exosome a été ut ilisé po ur la premiè re fo is en 1987 (Johnstone et a l. . 

1987) et il a a ujourd ' hui été montré que ces de rnie rs partic ipent à plus ieurs acti vités 

physio logiques o u patho logiques (Sato et a l. , 201 6, Katakowski and C ho pp, 20 16, 

Kho li a et a l. , 201 6) . Il s sont retrouvés dans plus ieurs fluides corpore ls, te ls que le 

spe rme (Madi son et a l. , 20 14), le sang (Caby et a l. , 2005), l'urine (Bruschi et a l. , 

20 16), la sa li ve (Chaparro et a l. , 20 16), le la it mate rne l (Admyre et a l. , 2007), le 

liquide amni otique (Asea et a l. , 2008), le liquide cépha lorachidien (Andre et a l. , 

2002) et autres. Il s se sont révé lés essentie ls po ur la communication intercellul a ire et 

inte rv iennent dans des processus auss i variés que la lactati on (M incheva-N il sson and 

Baranov, 2010). la réponse immunitai re (Kosaka et al.. 20 10). la fo nctio n neura le 

(Pus ic et al. , 20 16). les ma ladies dégénérati ves (Van G iau and An. 20 16), les cancers 

(Qin et al. , 20 16), l' infection vira le (Kalam voki and Deschamps, 20 16) o u le 

déve loppement pl acenta ire (Too i et a l. , 20 16). Les exosomes co nti enn ent différents 

composés bio logiquement act ifs te ls que des proté in es, des lipides ou di vers A RN 

(Katakowski and Chopp, 20 16) . La présence récurrente de certai nes proté ines à la 
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surface des exosomes (CD9, CD63, CD8 1, CD82, TSG 101 , HSP70 ou HSP90) a ide à 

identitier ces vés icul es (Katakowski and Cho pp, 20 16). 

Il est ad mi s aujourd' hui que les exosomes placentaires sont importants pour la 

placentation et le développement de la vascularisatio n materno-fœta le . Il s sont 

identifi ab les par la présence de marqueurs comme la « Placenta! A lka line 

Phosphatase » (PLAP) à leur surface (Sa lomon et al. , 20 14). Les Syncytines sont 

aussi un é lément important de la membrane des exosomes. Il a été démontré que les 

exosomes de femmes prééclamptiques ont moins de Syncytine-1 et -2 à leur surface 

(Vargas et al., 20 14). Il est intéressant de noter que les exosomes placenta ires se 

retrouvent dan s la circu lation sanguin e et la sa i ive et qu ' il s peuvent être identifiés et 

que ce t1ains ont déjà cherché à les utiliser com me marqueur précoce de pré-éc lampsie 

par des marqueurs comme sF lt-1 ou le ratio PLAP/CD63 (Chaparro et al., 20 16). 

Bien que quelques études a ient commencé, ni le contenu ni l' impact des exosomes 

placentaires sur le fœtus et/ou la mère n 'ont été clairement étab li s. Les exosomes n 'en 

restent pas moins une des c lasses de vésicul es extrace llul aires les plus étudi ées et 

promettrices en tant que biomarqueurs et outi ls thérapeutiques (M itche ll et al., 20 15). 



C HA PI T RE Il 

HYPOTHÈSES DE T RAVAIL 

À ce JOUr, aucune donnée n' est di sponibl e sur la régulati on de la région 

promotr ice du gène MFSD2a et a ucune étude ne s'est intéressée à l'express ion de la 

proté ine MFSD2a dans les exosomes placenta ires. A fin d' a ppo rter de nouve ll es 

conn aissances sur l' expression de cette proté ine, essenti e ll e pour le bon 

fo nctionnement du pl acenta, les hypothèses de recherche assoc iées à ce projet so nt les 

sui va ntes: 

Hypothèse 1 : La transcripti on du gène MFS D2a es t dépenda nte de l'acti vation de 

son p romoteur qui est sensi bl e à la forsko line. 

O bjectif 1 : Identi fi er les rég ions promotri ces qui indui sent ou répriment 

l' express ion de MFS D2a a ins i que les fac teurs de transcriptions assoc iés en 

présence de fo rsko line. 

Hypothèse 2: La proté ine MFS D2a est associée à la membrane cellula ire a in si qu ' à 

ce Ile des exosomes. 

Ob"ecti f2: Vérifi er le caractère membrana ire de la proté ine M FSD2a dans les 

ce llul es et les exosomes pl acenta ires assoc iés. 
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MATÉRI EL ET MÉTHODOLOGIE 

Afin de réa li ser ce projet, plusieurs lignées cellulaires ont été utili sées . Les 

li gnées ce llulaires humaines : HEK293T (Human Embryoni c Kidney 293) et son 

équi valent chez le singe: COS-7 (CY-l in Ori gin carrying SV40). Bien que non 

placentaires, e ll es ont !" avantage d'être très fac il es à manipuler et à transfecter. Ell es 

contiennent le grand antigè ne T du virus SV:./0 qui permet la réplication des plasmides 

contenant l'ori gine de réplication de SV40. Les ce llules JEG-3, JAR et BeWo sont 

des bons modèles placentaires souvent utili sés, car ell es sont issues de 

chori oca rcinomes, tumeurs mali gnes rares qui se déve loppent dans l' utérus à partir du 

placenta. L'iso lement des CTV a été effectué se lon la technique décri te par Le 

Be ll ego et al. (2009). Bri èvement, il commence par le lavage du tissu avec une 

so lution saline (0,9% NaC I) puis le grattage de la face maternelle du ti ss u. Il s'ensuit 

alors quatre diges tions success ives du ti ssu par la tryps ine et la DNAse 1. Une fois les 

cellules récupérées, elles seront séparées se lon leur densité sur un gradi ent de Perco ll 

® afin de récupérer uniquement les CTV. Les li gnées ce llulaires sont mises en culture 

dans les milieux sui vants: HEK293T et COS-7 dans DM EM, BeWo dans HAM'S 

F l2, JAR dans RPMI et JEG-3 dans EMEM. Les CTV sont mis en cul ture dans du 

DM EM avec antibiotique (Peni cilline-Streptomyc ine-Neo myc ine), HEPES 25mM . 

Tous ces milieux se ront supplémentés de 10% de sérum de vea u fœta l 

décomplémenté et sans exosomes (retirés par ultracentri fugation de 12h à 100 OOOg). 
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Les cellules sont maintenues en culture à 37°C, 5% C02 et 95% d ' humidité re lat ive 

(Le Bellego et a l. , 2009) . 

3. 1 Recherche et caracté ri sation des A RN de MFSD2a dans les ce llul es BeWo 
JAR J EG-3 et CTV 

3.1.1 Extraction des ARN totaux des cellules HEK293T, BeWo, JAR, JEG-3 et 
CTV 

Afi n d 'extraire les ARN totaux des ce llules, e lles ont été mai ntenues en 

culture jusqu 'à confluence. Ell es ont a lors été réco ltées et I'ARN a été extra it grâce 

au TR1zol @ RNA isolation reagent (ThennoF isher™) selo n les instruct ions du 

fournisseur. Le dosage des A RN a été fait à l'aide du NanoDrop 2000 se lon les 

instructions du fournisseur (ThermoFisher™). 

3.1.2 Détection des ARNm codants pour MFSD2a 

Les ARN totaux (5 ~Lg) ont été convertis en ADNe par rétrotranscription (RT) 

à l'a ide d ' amorce po ly-T (5' TTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'), avec une unité de la 

SuperScript® Il de T hermoFisher™ dans un tampon adapté (200 mM Tri s-HCI (p H 

8.4), 500 mM KCI, 50 mM MgCI2) . Il s'en est suiv i une réaction de polymérase en 

cha ine (PCR) avec une unité de la Vent® DNA Po lymerase dans le tampon 

Therm oPo l® (20 mM Tris-HCI , 10 mM (NH4)2S0 4, 10 mM KC I, 2 mM MgS04, 

0.1% T riton® X- 1 00 à pl-I 8.8 à 25°C) de New England Biolahs® pour SO~LI de 

réaction en utili sant des amorces nichées dans les exons 9 et Il se lon les instructions 

des fournisseurs avec les amorces MFSD2a Sens et MFSD2a Anti sens (Tab lea u 111.1 ). 

Afi n d 'amplifier la ~-Actine , une réactio n de PCR a été uti lisée comme contrô le 

pos iti f avec les amorces décrites dans le tableau lfl.l (~-Actin e sens et ~-Actine 

Antisens). Les réactions de PCR ont été effectuées dans les conditi ons sui va ntes : 

dénaturation initiale à 95°C pendant 3 minutes puis 32 cyc les de troi s étapes i) 

dénaturation à 95°C pendant 30 seco ndes, ii ) appariement à 60,5°C pendant 30 
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secondes, iii ) é longation à n oe pendant 1 minute et enfin une extension finale à 

n oe pendant 7 minutes. 

Tableau IIJ.l Condition de PCR et amorces pour la détection des ARNm codants 

et les clonages de la région promotrice de MFSD2a. 

Amorces 

MFSD2a Sens S' -CTCCTGGCCATCATGCTCTC-3' 

MFSD2a Antisens S' -GGCCACCAAGATGAGAAA-3' 

B-Actine Sens S' -AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3' 

B-Actine Antisen s S' -AGCACTGTGTIGGCGTACAG-3' 

-2404 Sens (Kpnl) S' -GCGCGGTACCCGACAGGCTGGAATAAGCAAGATGACA-3' 

-1402 Sens (Kpn l) S' -GCGCGGTACCGGGCTGCAAGGGAGCTI AGCTAACC-3' 

-402 Sens (Kpnl) S' -GCGCGGTACCTCTAGGCTIGAAGAAGGAGAGAGGCCCG-3' 

+42 Antisens (Hindlll) S' -GCGAAGCTTI AGCCAAGCCGGCTGGCAGACGAG GAA-3' 

-1402 Antisens S' -GGTI AGCTAAGCTCCCTIGCAGCCC-3' 

-1209 Sens S'-TGTGACCATCCTGGGGCAGATAGACC-3' 

-997 Sens S' -GGCATCCGTGCCTGCCTICT -3' 

-798 Sens S' -GCAGGGCTGTIGAGAGCAACTGC-3' 

-600 Sens S' -AGGCCACTGTIGTCATAGTGTACTAGCGG-3' 

Mutant A Sens S' -GAACTATAAGAGGCGAGGGG-3' 

Mutant A Antisens S' -GTI AGCTAAGCTCCCTIGCAGCCC-3' 

Mutant B Sens S' -GAACTATAAGAGGCGAGGGG-3' 

Mutant B Antisen s S' -GACGTACGCTGACACTTICCCTCC-3' 

Mutant C Sens S' -GCTIGAAGAAGGAGAGAGGCCCTCC-3' 

Mutant C Antisen s S' -GTIAGCTAAGCTCCCTIGCAGCCC-3' 

3.1.3 Vérification de la position du site d'initiation de la tt·anscription 

À partir d' ARNrn totaux (5~tg) de HEK293T, une amp li fication rapide 

d'extrémités 5' des ADNe par réaction en chaîne par polymérase (RACE) a permis de 

vér ifi er le TSS avec le kit: 5 '/3 ' RA CE kit, 2"d Generation de la compagn ie Roche™, 

utili sé elon les instructions du fo urni sseur. 
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Le 5' RACE s'effec tue en 5 étapes : 1) synthèse d' un premier brin d 'A DNe dans le 

tampon eDNA Synthesis Buffer (eDNA Synthesis Buffer 5x: 250mM Tri s-H CL 40mM 

MgC I2, 150 mM KCI, 5mM dithiothreito l, pH 8,5), par RT avec une unité de 

transcriptase in verse fo urni e dans le kit, avec une amorce complémenta ire de 

I' ARNm (5 ' CGTTCAGTGCTTTGGAGGAT 3'), 2) purification de l'A DNe par le 

kit de purifica tion de PCR de la compagni e BioBasic se lon les info rmations du kit de 

S' RACE, 3) ajout d ' une queue poly-A à l' extrémité 5' de l' ADNe par une unité de la 

« Terminal Transferase, recombinant » dans le tampon Reaction bt!Uà (Reaction 

buffer 1 Ox : 100 mM Tri s-H CI, 15mM MgC I2, 500 mM KCI, pH 8,3) 4) amplifi cation 

de l'A DNe par la queue poly-A par PCR, avec une unité de la polymerase Vent® 

(vo ir l .b. ), en utili sant une amorce Oli go(dT)-Ancre et une seconde amorce ni chée 

(5' CCTTCTCCTTTGGCCATGA 3') dans l'A DNe dans le tampon Reaction buffer 

et 5) deuxième PCR, avec une unité de la polymerase Vent® (vo ir 3. 1.2), sur le 

produit de PCR précédent avec une amorce li ant l' ancre et une autre amorce ni chée 

dans le fragment synthéti sé précédemment (5 ' GTAGACGGGA TGCTCCTCTG 3 ' ) 

dans le tampon Reaction Bt!tfer. Ces fragments, avec leurs extrémités franches, ont 

été clonés dans le plasmide pJet1 .2/b/unt grâce au kit Clone.J ET PCR Cloni ng de 

ThermoF isherTM se lon les instruction du fo urnisseur. Le pl asmide pJET I. 2/blunt est 

un plasmide ouvert avec des extrémités franches qui possède son site de clonage 

multiple au milieu d ' un gène suic ide (codant pour l'enzyme eco47 IR). Si un fragment 

s' insè re, il va alors bloq uer l'express ion du gène sui cide et permettre à la bactéri e de 

survivre. Les bactéri es utili sées pour la tra nsformati on bacté rienne sont des E. Coli 

DH 5a compétentes. L'A DN pl asmidique des bactéri es a été extrait a l' aide d ' un ki t 

EZ-1 0 Spin Column Pfasmid DNA Minipreps de la compagni e BioBas ic. Les ADN 

extraits ont été séquencés par la méthode de Sanger à l'aide des amorces p.!ETF 

(5 ' CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3') el pJETR (5 ' 

AAGAACA TCGA TTTTCCATGGCAG 3 ') (Sanger and Coul son, 1975) à la 

plateforme de séquençage et génotypage (CRCHUL) de l'U ni versité Lava l. 
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3.2 Loca li sation et caractérisati on de la région promotrice du gène MFSD2a 

3.2.1 Clonage des régions en amont du gène MFSD2a dans le plasmide pGL3-
Basic 

Les rég ions en amont du gène ont été choi sies arbitrai rement en fo ncti on des 

régions riches en GC pour cloner des fragments jusqu 'à 2400 nucléotides maximum . 

Ell es ont été c lonées dans pGL3-Bas ic, en amont du gène lucitë rase, afin de 

déterminer dans que ll e rég ion se situe la région promotri ce. Pour ce la, les rég ions -

2404 à +42, - 1402 à +42 et -402 à +42 ont été amplifi ées par PCR avec des amorces 

comportant les s ites de restricti ons Hindlll et N hel afin d 'o ri enter le clonage du 

ti·agment dans pG L3-Bas ic (Voir Tabl eau 111.1 pour les amorces) . 

Les c lones comportant les régions -1 209, -997, -798 et -600 à +42 ont été 

créés par délétion de la rég ion non désirée à partir du clone -1402 à +42 (Vo ir 

Tabl ea u 111.1 pour les amorces). L' amorce -1402 Anti sens a été utili sée dans tous les 

mutants avec l'amorce sens correspondant au fragment dés iré (-1 209 Sens, -997 Sens, 

-798 Sens et -600 Sens). Les clones obtenus ont été séquencés par la méthode de 

Sa nger à l' a ide des amorces R Vprimer3 _primer (S' CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 

3' ) et LucNrev_primer (5' CCTTATGCAGTTGCTCTCC 3') (Sanger and 

Coul son, 1975) à la plateforme de séquençage et génotypage (C RCHUL) de 

l' Uni versité Lava l. 

Pour construire le mutant A et iso ler la rég ion -2404 à -1402, un mutant de 

délétion a été réa li sé à partir du plasmide contenant la rég ion -2404 à +42 avec les 

amorces Mutant A sens et Mutant A antisens (Ta blea u 111.1) . Pour construire le 

mutant B et iso ler la région -1402 à -402, un mutant de délétion a été réa li sé à partir 

du plasmide contenant la région -1 404 à +42 avec les amorces Mutant B sens et 

Mutant B anti sens (Tabl eau 111.1 ). Pour construire le mutant Cet assoc ier les région-

2404 à -1 402 et -402 à +42, un mutant de délét ion a été réa li sé à partir du pl asmide 
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contenant la région -2404 à +42 avec les amorces Mutant C sens e t Mutant C anti sens 

(Ta blea u lli.T) retirant a in si le fragment -1402 à -402. Après exc is ion de ces 

fragments, les plas mides ont été ligués avec la T4 DNA Ligase de la compagni e New 

England Biolabs®, se lon les instructi ons du fo urni sseur. 

Le pl asmide « S2 » dans la pa rtie Résultats fa it rétë rence au plas mide 

pGL3 Basic avec la rég ion -450 à +5 1 du promoteur Syncytine-2, inséré devant le 

gène rapporteur luc ifé rase (Toufa ily et a l. , 20 15). 

3.2.2 Transfection des différentes constructions dans les cellules HEK293T, 
BeWo, JAR, JEG-3 et CTV 

Un ( 1 ,0) J.Lg de la constructio n étud iée, et 0,2 ~tg du pl asmide contrô le (pRc­

Actin-LacZ) ont été transfectées dans les ce llules HEK293T, JAR et J EG-3 (400 000 

cellules) avec la so luti on de po lyethy lenimine (PEl) 1 mg/ml à un rati o de lug ADN : 

5 ~tl PEl. Les mêmes transfections ont été réa li sées sur les cellul es BeWo (200 000 

ce llules) par l'agent de transfectio n X-T reme GENE selo n les instructi ons du 

fo urnisseur. Après 4 à 6 heures de transfecti on, les cellules BeWo ont été induites ou 

no n avec la FSK 50 J.LM. A 36 heures post-transfection, les ce llul es o nt été réco ltées 

et lysées dans un tampon de lyse adapté aux dosages de l' activi té luc iférase (25 m M 

Tri s phosphate, pH 7.8, 2 mM OTT, 1% T riton X-1 00, 10% g lycéro l). 

3.2.3 Dosage de l'activité luciférase et identification de la région promotrice 

Les lysats ont été dosés po ur leur act iv ité ~-Ga lactosidase et luc ifé rase. 

L' acti vité ~-Ga l actos idase a été dosée avec le ki t T ropix® (Tropix®, Appfied 

Bio.~ystems), se lon les instructi ons du fo urni sseur a lors que l' activ ité luc itërase a été 

mesurée pa r l' aj o ut de tampon contenant la luc iférine (20 mM tri c ine, 1.07 m M 

(MgC0 3)4- Mg(OH)2·5H20 , 2.67 mM MgS04, 0. 1 mM EDTA (ethylene diamine 

tetraacetic acid) , 220 ~tM coenzy me A, 4 .7 J.LM se l de potass ium D-luc ife rine, 530 
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)lM ATP, 33.3 mM DTT). L'acti vité des deux enzymes a été mesurée à l' a ide d ' un 

Microtiter Plate Luminometer (DY NEX MLX) après une seule inj ection de 1 OO ~LI de 

tampon. 

3.3 Détection de la Qro téine MFSD2a au ni veau ce llula ire et exosomal 

A tin de simplifier la détection de la proté ine, les plasmides suivants ont été utili sés : 

pEF6/MFS D2a-Y5-Hi s (MFSD2a-Y5) ex primant lïsoforme 2 de MFS D2a étiquetté 

YS et Hi s grac ieusement donné par l'équipe du Dr. Tommaso A Dragani du 

département de prévention et de médecine de 1' IRRCS (Spino la et a l. , 201 0) et 

pEF6/MFS D2a-STOP (MFSD2a) exprimant l' isoforme 2 de MFSD2a, sans étiquette. 

Le plasmide phCMY-Syncytine 2 est le eDNA codant pour la proté ine Syncytine-2 

(S2), cloné entre les s ites Xhol et Kpnl dans le pl asmide phCMY . Le plasmide pTT5-

GF P (GFP) ex prime la Green Fluorescent Protein afin de servir de contrôle de 

transfecti on. 

3.3.1 Transfection des cellules HEK293T, COS-7, BeWo et microporation des 
cellules CTV 

Un ( 1,0) )lg de la construction d ' intérêt (GFP, S2, MFSD2a-Y5 ou MFS D2a) 

a été transfectées dans les ce llules HEK293T ou COS-7 (400 000 ce llules) avec la 

so lution de polyethylenimine (PEI) 1 mg/ml à un rati o de 1 ug ADN : 5).11 PEI. Les 

mêmes transfecti ons ont été réa li sées sur les ce llules BeWo (200 000 ce llules) par le 

X-Treme GENE se lon les in structi ons du fo urni sseur (S igma-A ldri ch). Les ce llules 

CTY (3 000 000 ce llules), ont été microporées avec 1 pulsati on de 30ms à 1 300Y sur 

un appareil MP-1 00 (Digita l Bio). 

3.3.2 Détection de la protéine dans des lysats cellulaires et exosomes par 
immunobuvardage 

Pour détecter la protéine par immunobuvardage, les ce llules ont été trypsinées 

et lysées dans un tampon de lyse de type RI PA. Les exosomes ont été récupérés par 
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ultracentrifugati ons séquentie ll es des mili eux de culture des HEK293T, BeWo, JAR . 

.J EG-3 et CTV après 48h de culture (F igure 3. 1 ). 20 ~tg de proté in es ce llula ires 

to tal es et 25 ~tg de proté ines d'exosomes ont été déposés sur ge l de po lyacry lamide 

12% pui s migrés et transférés sur un e membrane de polyfluorure de vi ny lidène 

(PVD F). Les membranes ont été bloquées avec une so lutio n de BSA 5% et incubées 

avec un JgG lapin diri gé contre MFSD2a (d iluti on 1/700) de la compagnie SantaCruz 

(c lone H-1 30) ou un lgG souri s dirigée contre l'ét iquette VS (diluti on 1/3000) de la 

compagnie Thermofisher (C lone R960-25). Après tro is lavages au PBST 0,05%, les 

membranes ont été incubées avec un anticorps a nti-JgG lap in coupl é à la peroxydase 

de ra ifort (H RP) (d ilutio n 1/5000) . Les s ignaux ont a lors été détectés avec le 

LuminataTM Fotte Western HRP Substrate (Millipore) . Les membranes ont été 

révé lées avec le système Fusion FXS. 
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Figure 3.1 Isolement des exosomes par ultracentrifugation différentielle. 

3.3.3 Vérification de la présence de MFSD2a membranaire sur les cellules et 
exosomes de cellules HEK293T, transfectéres avec MFSD2-V5, par 
cytométrie en flux et immunofluorescence 

3.3.3. 1 Cy tométri e en flu x 

Afin d ' être vi s ibl es en cytométri e en flu x, les exosomes do ivent être fi xés à 

des bill es de phény l-sépharose de 4 ~tm (G E Hea lthcare Lite Sc iences) . Les bill es 

sont constituées en agarose 6% et co uverte d ' un ligand hydrophobe, le phény l­

sé pharose . Lorsque les exosomes sont mi s en contact avec les billes, il s vont 

nature ll ement se li er à la surface des bill es, par les groupements phéno ls. Di x ( 1 0) ~g 

d ' exosomes ont été mi s en contact avec 10 ~tl de bill es préalablement lavées au PB S 

toute la nu it. Il s ' en suit l' ajout de g lyc ine à une conce ntrati on fin a le de 0, 1 M. Après 
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troi s lavages au PB S, les billes ont été bloquées avec une so lution de PBS 5% de 

BSA et 2% de Sérum humain . Les billes (avec les exosomes à leur surface) o nt par la 

suite été incubées avec un anti corps lgG so uri s dirigé contre VS (d ilution 1/500). 

Après plusieurs lavages au PBS, e lles ont été incubées avec un anticorps IgG lapin 

anti-souris couplé A lexa-488 (d ilution 111 000) (Figure 3.2). L ' anticorps anti-C D63 a 

été utili sé comme contrô le suivant le mêm e principe. Un anticorps lgG souri s dirigé 

contre une autre protéi ne (Mye) a été utili sé comme contrôle négat if pour le 

marquage. Les protéines ont été détectées par passage des bill es dans un cytomètre en 

tlux BD Accuri ™ C6 Plus Flow Cytometer (BD Biosciences). 

3.3.3.2 Microscopie confoca le 

Pour lïmmunofluorescence en microscopie confocale, les ce llul es exprimant 

GFP, M FSD2a, MFSD2a-V5 et/ou Syncytin e-2 ont été premièrement fïxées au 

paraformade hyde 4% pendant 10 minutes, perméabilisées o u non au Triton® X- 1 00 

0,1% (S igma) pendant 10 minutes et bloquées avec une sol uti o n de lait 5% et sérum 

de veaux fœtal 2% pendant 2 heures. L' immuno marquage a ensuite été réalisé par 

l'ajout des anticorps primaires de lap in anti-MFSD2a ( 1/500), souri s anti-V5 ( 1/500) 

o u lap in anti-Syncytine-2 (1/500) et les anti corps seco ndaires anti - IgG souris-488 

( 1/ 1000), anti-l gG lap in-488 (1 / 1000), anti-l gG souri s-568 (1 / 1000) ou anti-l gG 

lapin-568 ( 1/ 1 000). Les lavages ont été fa its avec du PBS-T riton 0,05%. Les ce llules 

marquées ont été observées en microscop ie confocale avec un microscope N ikon A 1. 
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Figure 3.2 Schema de bille de phényl-sépharose avec des exosomes fixés à 
leur surface et marqués avec des anticorps. 

3 .4 Tests stati sti ues 

Toutes les expériences ont été réali sées so us la forme de triplicata. Les 

rés ultats sont ex primés se lon la moyenne ± l'écart-type de la moyenne. Les analyses 

stati sti ques (A nova) ont été effectuées avec le programme Exce l. 



C HAPIT RE IV 

RÉSULTATS 

Les résultats présentés ic i sont des illustrations représentatives des triplicatas. 

4.1 Caractéri sation des A RNm de MFSD2a dan s les li anées ce llula ires BeWo; 
JAR et JEG-3. 

4.1.1 Analyses RT-PCR pour MFSD2a sur les ARN totaux de cellules 
HEK293T, BeWo, CTV, JAR et JEG-3. 

A ~ B ~ 
$ ~0 {> 

~ ~ ~«; ~(l.J ~ 

MFSD2a MFSD2a 

~-actine ~-actine 

c 
~ 

D 
~ 9> $ (:)'? fV «-

~ ....,~ ~ ~ 
MFSD2a MFSD2a 

J3-actine ~-actine 

Figure 4.1 Analyse de l'expression de MFSD2a dans les lignées cellulaires 
de choriocarcinomes. Les A RN totaux ont été extraits de culture ce llul a ire à 
confluence grâce au Trizo l ® pui s rétrotranscri ts ava nt d'être mi grés sur un ge l 
d ' argarose 1% à 1 OOV pendant 45 minutes. Les ARN totaux de ce llul es HEK293T 
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ont été utili sés comme contrô le pos itif et la ~-A ctine comme contrô le de 
rétrotranscri ption. 

Il éta it intéressant de vérifi e r la présence d 'A RNm codant pour M FS D2a dans 

diftë rentes li gnées cellulaires atin de vé riti e r son express ion. Po ur ce faire, la 

présence des ARNm codant pour MFSD2a dans les li gnées cellula ires placenta ires 

BeWo, JAR, JEG-3 et cytotropho blastes vi lleux (CTV) a été ana lysée pa r RT-PC R. 

Les cellul es HEK293T et la ~-Actin e sont les contrô les pos itifs de PCR et 

d ' ex traction d ' A RN. On co nstate que I' A RNm codant pour MFS D2a es t présent dans 

les ce llul es Be Wo, CTV et JEG-3. Il semble cependant que ce transcrit so it absent 

dans les ce llul es JA R. 

4.1.2 Analyse 5' RACE des ARN totaux de HEK293T afin d'identifier le site 
d'initiation de transcription 

L' utili sati on du S' RACE ava it po ur obj ectif de permettre de vérifi er le TSS de 

l' ARNm codant pour MFSD2a. 

1 2 3 

Figure 4.2 Produit de PCR de la dernière PCR nichée de la réaction de 
S'RACE des ARN totaux de cellules HEK293T. Le dernier produit de PC R ni chée 
de la réac ti on de S' RACE a été mi gré sur un ge l d ' argarose 1% à 1 OOV pendant 4S 
minutes. Les puits sont les sui vants: 1) Éc he lle de po ids mo lécula ire a ll ant jusqu ' à 
100 pa ires de base. 2) Produit de PC R de la de rniè re PCR de S' RACE. 3) Contrô le 
néga ti f de PC R. 
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La technique de S' RACE consiste en une série de deux PCR nichées. La derni ère 

réacti on de PCR du S' RACE, réa li sé sur les ARN totaux de ce llules HEK293T, 

permet d' amplifi er une seule bande d' environ 130 nucléotides, ce qui co rrespond au 

fragment attendu. En effet, les amorces utili sées deva ient donner li eur a 

l' amplification d ' une rég ion de 130 nt. C'est ce produit de PCR, visible dans le 

deuxième puits de cette fi gure, qui a été ligué dans pJ ET l .2/Blunt. 
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Figure 4.3 S'RACE effectué sur les ARN totaux de cellules HEK293T. Les 
clones, contenant l" ampli con du S' RACE, ont été séquencés et ali gnés selon leur 
correspondance par rapport à la séquence prédite de pour l' exon 1 de MFSD2a. 

Les résultats permettent de mettre en év idence que le TSS est loca li sé 30 à 40 

nucléotides en ava l de la séquence prédite par le Consensus Cvding Gene Sequences 
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Pn~ject (CCDS) (Pruitt et a l. , 2009) et qu ' il y a un e région similaire a une bo ite 

TA TAA à env iron 25 nucléotides en amont de ce no uveau TSS. 

Les résultats de cette premiè re pa rtie suggère nt que le transcrit codant pour 

MFSD2a est bi en présent dans les ce llules trophoblastiques et les cellules HEK293T 

et que la pos ition du TSS est le résultat du pos iti onnement de la boite TA TA. 

4 .2 Loca li sat ion et caracté ri sati on de la réoion p romotrice du gène MFSD2a 

4.2.1 Clonage de la région en amont du gène MFSD2a dans le plasmide PGL3-
Basic 

-2404 GCMl +1 +42 

-1402 

-1209 

-997 

-798 

-600 

-402 

-2404 -1402 -402 

A) 
B) 
C) 

Rég ions conservées 
Régions supprimées 

Figure 4.4 Schéma des différentes régions du promoteur du gène MFSD2a 
cloné dans le plasmide pGL3-Basic. 
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Afin de pouvoir déterminer l' activité promotrice de la rég ion en amont du gène 

MFSD2a, il a été nécessaire de fabriquer des plasmides contenant des fragments plus 

ou moins longs de la région promotrice de MFSD2a devant le gène rapp01teur 

luciférase . Les mutants A ( -2404 à -1 402), 8 ( -1402 à -402) et C ( -2404 à -1402 et -

402 à +42) ont été construits afin de déterminer s' il ex iste une act ivité promotrice 

dans les régions -2404 à -402 et vérifier s i la région -2404 à -1402 possède des 

é léments de régulati ons pouvant stimuler directement la rég ion promotrice -402 à 

+42. Ces plasmides ont été créés par amp lification de la région promotrice cible par 

PCR pui s li gation de ces fragme nts dans le plasmide pGL3-Bas ic, en amont du gène 

rapporteur 1 uc i të rase avant d 'être finalement séquencés pour vérifie r l' exactitude des 

séquences clonées. Il s ont été utili sés lors des transfect ion nécessa ires à l'étude de 

l' act ivité promotrice de MFSD2a (vo ir les résultats dans la section 4.2.2). 

4.2.2 Analyse de l'activité promotrice de MFSD2a par l'utilisation de mutants 
de délétions. 
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F igure 4.5 Niveaux d 'express ion relative de la luciférase des différents 
clones dans les cellules HEK293T. Les ce llul es HEK293T (200 000 ce llul es) ont été 
transfectées avec 1 f,!g de plasmide d ' intérêt et 0,2 f,!g de pRc-Actin-LacZ avec un 
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ratio de PEI 1:5. Après 36 he ures, les ce ll ules ont été lysées et les essa is luc iférases 
ont été réa lisés . Les résultats présentés sont norma li sés par rapport à l' activité ~-Ga l 
et pGL3 (tixé à une va leur de 1 ) . 

Les c lones -2404, - 1402, -402, Mutant-A, Mutant-B et Mutant-C ont été uti li sés atin 

de détermi ner l' activité promotrice de ces différentes rég ions. Pour ce faire , ces 

c lones ont été transfectés dans des ce llul es HEK293T, et après 36h les cellules ont été 

lysées. Un dosage de l' activité lucitërase et ~-Gal a a lo rs été réali sé. L ' étude de 

1 'expression du gène 1 uc ifé rase, sous le contrô le de d iffére nts fragments de la rég io n 

promotrice de MFSD2a, dans les ce llul es HEK293T permet de mettre en év idence 

que plus le fragment cloné est grand , plus l'ex press ion est importante. Les mutants A 

et B ne montren t aucu ne expression a lors que le mutant Ca une activité plus fo rte que 

le clone -402 , mais plu s t~1 ible que - 1402. 
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Figure 4.6 Activité promotrice des différents mutants de délétion du 
promoteur dans les cellules BeWo. Les ce ll u les BeWo ( 120 000) ont été 
transfectées avec 1 ~Lg de p lasmide d ' inté rêt et 0,2 ~g de pRc-Act in-LacZ avec le X­
Tre me GENE se lon les instructio ns du fournisseur (S igma-A ldrich). L ' induction à la 
forsko line (50 ~LM) , ou le contrôle DM SO, a été effectuée 4 heures après transfecti ons. 
À 36 heures post-transfection, les ce ll ules ont été lysées et les essa is luc iférases o nt 
été réa lisés. Les résul tats présentés sont normal isés par rapport a l' activité ~-Ga l et 
pGL3 (fixé à une va leur de 1 ) . Les c lones -2404 à -402 so nt des fragments de 
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diftërentes ta ill es du promoteur MFSD2a . S2 est un fragment de -450 à +5 1 de la 
région promotrice du gène Syncytine-2 . 

Les c lones -2404, -1 402 , -1 209, -997, -798 , -600 , -402 et S2 ont été uti li sés afin de 

déterminer l' act iv ité promotrice de ces di ffé rentes régions dans les ce llul es BeWo. 

Pour ce fa ire, ces c lones ont été tran sfectés dan s des ce llul es Be Wo, ont été indui tes 

4 h après transfection pui s lysées à 36 h post transfecti on. Un dosage de l'acti vité 

luciférase et ~-Ga l a a lors été réali sé. L ·express ion du gène luc iférase, so us le 

contrô le de di ffé rents fragments de la rég io n promotri ce de MFSD2a, o u Syncytine-2, 

dans les ce llules BeWo, induite o u non, met à en év idence que l' express ion est assez 

irréguli ère . Les fragments -2404 et -1402 ont des activités assez fa ibl es, environ 40 

RL U en présence de DMSO mais environ 70 RLU en présence de forsko line. Les 

fragments -1 209 à -600 ont des activités plus fortes avec envi ron 1 10 RL U en 

présence de DMSO mai s environ 170 RLU en présence de forsko line. Le dernier 

frag ment -402 à une activité fa ible en présence de DM SO (43 RL U) mai s beaucoup 

plus fo rte en présence de fo rsko line ( 128 RLU ). Te l que rapporté a uparavant, le 

promoteur du gè ne de la Syncytine-2, uti li sé comme contrô le positi f, subit aussi une 

augmentation en présence de Forskol ine avec 330 RLU contre 67 RLU en présence 

de DM SO (To ufai ly et a l. , 20 15). 
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Figure 4.7 Induction de l'activité promotrice des mutants de délétion de 
MFSD2a dans les cellules BeWo s uite à l'activation par la forskoline. Les cellules 
Be Wo ( 120 000) ont été transfectées avec 1 f-lg de plasmide d ' intérêt et 0,2 ~tg de 
pRc-Actin-LacZ avec le X-Treme GENE se lon les instructions du fournisseur 
(S igma-A ldri ch). L'induction à la forskoline (SO~tM) , ou le contrô le DMSO, a été 
fait 4 heures après transfecti on. À 36 heures post-transfection, les ce llules ont été 
lysées et les essais luciférases ont été réa li sés. Les résultats sont présentés sous la 
forme d'inducti on et normali sés par rapport a l' activité ~-Ga l et pGL3. 

Après avoir déterminé l'activité relati ve pour les diffë rent fragments de la région 

promotrice de MFSD2a, il était intéressant d'aborder les ré ultats diffëremment en 

déterminant le facteur d ' induction, pour chaque clone, la d ivis ion de la va leur (RLU) 

induite à la forskoline par la va leur DMSO. Cec i permet d 'observer que le facteur 

d'induction pour les cellu les BeWo induites o u non à la forskoline est d ' environ 3,5x 

pour le fragment -2404, 1 ,Sx pour les - 1402 à -600 et 4,5x pour le fragment -402 du 

promoteur MFSD2a. Le facteur d ' induction est de Sx pour le promoteur Syncytine-2 

utili sé comme contrôle pos itif d ' indcuti on. 

Les résultats de cette seconde partie suggèrent qu ' il ex iste des é léments de 

régul ati on synergique dans la région promotrice de MFSD2a et que seul e la rég ion 

-402 à +42 est en ible à la forskoline. 
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4.3 Détecti on de la rotéine MFSD2a dans les ce llules et exosomes des ce llules 
HEK293T, BeWo et CTV. 

Atïn d ' étudier la protéine MFSD2a il éta it impor1ant de vérifier qu ' il était poss ible de 

la détecter dans les ce llules et exosomes. Pour ce faire, l' utili sati on de techniques 

te lles que l' immunobuvardage ou la microscopie confocale nous à permis de la 

détecter. Cette derni ère permet en plus de déterminer la loca li sati on ce li ul a ire de la 

protéine MFSD2a. 

4.3.1 Détection de la pt·otéine MFSD2a dans le cerveau et le cytotrophoblastes 
villeux par immunobuvardage 

Figure 4.8 lmmunobuvardage anti-MFSD2a sut· lysats de cet·veaux ou 
CTV humains. Les échantillons de cerveaux humai ns (1 à 6) et de placentas (CTV 
ACCOJ, CTV ACC06 et CTV ACC Saint-Luc) ont été lysés dans du tampon de lyse 
RIPA. L' immunobuvardage présenté ic i a été réa li sé sur 1 Ü)-lg de proté ines tota les 
avec un anticorps anti-MFSD2a de la compagnie SantaCruz dilué 1/700 . 

Dans le but de vérifier la spéc ifi cité de l' anti corps anti-MFSD2a un 

immunobuvardage a été réa li sé sur des extra its de cerveau et de cytotrophob lastes 

villeux humains. L'utilisation de l' anti corps anti-MFSD2a sur ces lysa ts de ce llules 

exprimant nature llement MFSD2a a effectivement permis de vérifier la spécific ité de 

cet anticorps avec la présence d'une bande à 55kDa, co rrespondant au poids attendu 

de MFSD2a. 
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Figure 4.9 Immunobuvardage anti-VS sur lysats de cellules fu sionnant, 
exprimant MFSD2a ou MFSD2a-V5 et Syncytin-2. Les ce llules HEK293T (20 0 
000 ce llul es) ont été transfectées avec 0,5!J.g de plasmide d ' intérêt e t 0,5 !J.g de 
phC MV-Sy ncy tine-2, exprimant la proté ine Syncytine-2, avec un ratio de PEl 1:5. 
Les CTV ont été mic ropo rées avec 1 pul sat io n de 30ms à 1300V avec l'appa re il MP-
100 (Dig ita l Bio) . Les éc hantill ons ont été lysés dans du tampon de lyse RIPA. 
L ' immunobu vardage a été réa li sé sur 1 O~tg de proté ines tota les avec un anti corps 
anti-Y5 de la compagnie Therrn oF isher diluée au 1/3000. 

Dans le but de vé rifi e r la spéc ifi c ité de l' anticorps a nti-VS, un immunobu va rdage a 

été réa li sé sur des lysats de ce llul es HEK293T transfectées ou CTV m icroporées par 

des plasm ides exprimant Sy ncytine-2 (S2) , MFS D2a ( ici nommé MFSD2a-Stop car il 

n ' y a pas d 'é tiquettes) et/o u di ffé rents c lones de M FS D2a étiquetés VS (M FS D2a­

V5). Les diftë rents c lones indui sent tous la f us ion en présence de Sy ncytine-2 et sont 

issus de diffé rentes co loni es du même c lonage mo lécul a ire. L ' utili sat ion de 

1 ' a nt icorps an ti-V 5 sur ces lysats a permis de vérifier la spéc ific ité de cet anti corps, 

car il es t poss ibl e de détecter une bande à la bonn e ta ill e (55kDa) dans les lysats de 

ce llul e expriman t la proté ine MFS D2a étiquetée VS. 

4.3.2 Vérification de la présence de MFSD2a membranaire sur les cellules par 
immunotluorescence. 
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Figure 4.10 Vérification de la détection et colocalisation du tag VS et 
MFSD2a dans les cellules COS-7. Les ce llules COS-7 ( 100 000 ce llul es) ont été 
cultivées pendant 24 à 96 h puis transfectées avec 0,5 ~Lg des plasmides GFP, 
MFSD2a et/ou MFSD2a-V5 au PEl (ratio 1 : 5). Elles ont ensuite été incubées avec 
un anticorps prima ire anti-MFSD2a de lapin ( 1 /500) et/ou an ti-VS de souris ( 1 /500) 
puis un anticorps seco ndaire anti-l gG lap in conjugué A lexa 488 ( 1/1 000) et/ou an ti -
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1 gG so uri s conjugué Alexa 568 ( 1 Il 000). Les observati ons en microscopie confocale 
ont été réali sées à l' objectif 40x. 

Afin de vérifier que les anticorps anti-M FS D2a et anti-V5 éta ient fo ncti onnels en 

microscopie confoca le et permetta ient ainsi la loca lisation de la protéine, des ce llules 

de singe COS-7, ont été transfectées avec des plasmides exprimant M FS D2a et 

MFS D2a-V5. L' imageri e confocale a alors permis de mettre en év idence que les 

anti corps diri gés contre MFSD2a et V5 sont bien spécifiques et qu ' il y a 

co loca li sation pour les deux anticorps dans des ce llules COS-7 transfectées avec le 

plasmide MFSD2a-V 5. Il semblerait auss i que l'anticorps anti-V S permet auss i de 

détecter des signaux similaires de la protéine MFSD2a dans des ce llules non 

perméabili sées (Triton 0, 1% pendant 10 minutes). 
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Figure 4.11 Vérification de l'expression de MFSD2a et MFSD2a-VS dans les 
cellules HEK293T. Le ce llules HEK293T ( 100 000 ce llules) ont été culti vées 
pendant 24 à 96 h puis transfectées avec 0,5 1-1g des plasmides MFSD2a ou MFS D2a­
V5 au PEI (rati o 1 : 5). Elles ont ensuite été incubées avec un anti corps primaire anti­
MF D2a de lapin ( 1/500) et/ou anti-V5 de souri s (1/500) puis un anticorps 
secondaire anti-l gG lapin conjugué Alexa 488 ( 1 Il 000) et/ou anti-l gG souri s 
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conjugué Alexa 568 ( 1 Il 000). Les observations en microscopie con foca le ont été 
réa li sées à l'objectif 40x. 

Comm e pour les cellules COS-7, les cellules huma ines HEK293T, ont été utili sées 

pour véri~ïe r la spécificité des anti corps dans des ce llul es humaines. L' imagerie 

confoca le a permis de montrer que l'anticorps anti-MFSD2a ne fonctionne pas pour 

détecter la protéine dans les ce llules HEK293T. L'anticorps anti-V5 fonctionne 

cependant très bien. 
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Figure 4.12 Analyse de l'expression de MFSD2a-V5 au cours du temps par 
immunofluorescence dans des cellules HEK293T. Les ce llul es HEK293T (1 00 000 
cellules) ont été cultivées pendant 24 à 96h pui s transfectées avec 0,5 ~Lg des 
plasmides GFP o u MFSD2a-V5 au PEl (rati o 1 : 5). Ell es ont ensuite été ~ï xées a 
différents te mps (3 h à 12 h) avec une so luti on de PFA 4% puis incubées avec un 
anticorps primaire an ti-VS de so uri s ( 1 /500) puis un anticorps secondai re anti-1 gG 
so uri s conjuguée Alexa 568 ( 111 000). Les observat ions en microscopie con focale ont 
été réalisées à l'objectif40x aux temps indiqués dans les cases. 

Dans le but de déterminer la vitesse d 'expression de la protéine MFSD2a- VS dans les 

cellules, une ci nét ique d'expression a été réalisée. Pour ce faire, des ce llul es 

H EK293T o nt été fixées au PF A entre 3 et 12 h après transfection. L'imagerie 

co nfoca le a alors permis de mett re en évidence que la proté ine exprimée par le 

plasmide MFSD2a-V5 se retrouve à la membran e des ce llul es HEK293T 4 heures 

après transfection. 
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Figure 4.13 Co-expression de MFSD2a-VS et Syncytine-2 dans des cellules 
HEK293T. Les ce llules HEK293T ( 1 00 000 cel lul es) ont été culti vées pendant 24 à 
96h puis transfectées avec 0,5 ~Lg des plasmides MFSD2a-V5 et S2 au PEI (ratio 1 : 
5). Elles ont ensuite été incubées avec un anticorps primaire ant i-Syncytine-2 de lap in 
( 1/500) et anti-V 5 de souri s ( 1/500) pui un anti corps secondaire ant i-l gG lapi n 
conj ugué Alexa 488 (1 / 1000) et anti-l gG souri s conjuguée Alexa 568 (1/ 1000). Les 
observations en microsco pie confocale ont été réalisées à l' objectif 40x. 

Afi n d 'observer le comportement des protéine lors de la co-express ion de MFSD2a­

V5 et Syncytine-2, le ce llules HEK293T ont été co-transfectées avec les deux 

plasmides les exprimant. Il est possib le de constate r, par imager ie confoca le, que les 

ce llules fusionnent et que MFSD2a-V5 semble être internali sé au cœur des syncyt ia , 

alors que Syncytine-2 sem ble rester partout à la membrane. 
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Figure 4.14 Détection de MFSD2a-V5 dans les cellules HEK293T 
transfectées avec MFSD2a-V5 et Syncytine-2. Les cellules HEK293T ( 1 00 000 
ce llules) ont été culti vées pendant 24 à 96 h puis transfectées avec 0,5 J.lg des 
plasm ides MFSD2a-V5 et S2 au PEI (ratio 1 : 5). Elles ont ensuite été incubées avec 
un anticorps primaire anti-V5 de souris (1/500) puis un anticorps seconda ire anti-l gG 
so uri s conjugué A lexa 568 ( l/1 000). Les observations en microscopie confocale ont 
été faite à l'objectif40x. 

Com me précédemment, la co-express ion de MFSD2a-VS et Syncytine-2 induit la 

fusion des ce llul es HEK293T. L ' imagerie confoca le permet de mettre en év idence 

une accumulat ion de la protéine MFSD2a- VS au cœ ur des syncytia. 
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4.3.3 Vérification de la présence de MFSD2a dans les exosomes par cytométrie 
en flux. 

La microscopie confocale ne perm ettant pas une réso lution assez tine, pour la 

détection des exosomes, il éta it nécessa ire d ' utili ser une autre technique. L' utili sation 

de la cytométrie en tl ux , en fi xant les exosomes à des bi Il es, permetta it de régler ce 

pro blème. 
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Figure 4.15 Détection de la protéine MFSD2a à la surface des exosomes 
provenants de HEK293T transfectées avec MFSD2a-V5. Les cellules HEK293T 
(200 000 ce llul es) ont été culti vées pendant 24 à 96 h pui s transfectées avec 1 ~Lg des 
pl asmides phCMV (vecteur vide co ntrô le) et MFSD2a-Y5 au PEI (ratio 1 : 5) . Après 
48h, les milieux de culture ont été réc upérés afin d ' extra ire les exosomes par 
ultracentrifuga tion di fférentie lle . Il s ont a lors été fi xés sur des bill es de 
phénylsépharose de 4~un. Une fo is fi xés sur les bill es, les exo o rnes ont été incubés 
avec un anti corps primaire an ti-VS de so uri s ( 1 /500) pui s un anticorps secondaire 
anti-I gG so uri s conjuguée Al exa 488 (1 11 000). 

MFS D2a étant une proté ine membrana ire et associée à Syncytine-2, pouvant aider à 

la fu s ion des exosomes avec les ce llul es, il éta it intéressant de vé rifi e r la prése nce de 

la proté ine MFS D2a-VS dans les exoso mes . La cytométri e a permi s de mettre e n 

év idence quïl est po sible de détecter l' ex press ion de la proté ine MFS D2a-V5 sur 

ces exosomes . 
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Les résultats de ce tte troisième partie suggèrent que MFSD2a-VS est 

correctement exprimée à la membrane des ce llules et des exosomes, et que so n 

domaine d ' interact ion avec Syncytine-2 , e lle aussi membrana ire, est toujours 

fonctionnel même en présence d'une étiquette VS-His. Auss i, il est très intéressant de 

noter la loca li sati on de MFSD2a dans les cellul es avant e t après fusion. 



C HA PI T RE V 

DI SCUSS ION ET CONCLUS ION S 

Lors de cette étude, les obj ecti fs étai ent de caractéri ser I' A RNm codant pour 

M FS D2a, étudier l'activité de son pro moteur et locali se r la proté ine, afin d 'amé li o rer 

nos co nn a issa nces fo ndamenta les sur la proté ine M FS D2a, tant au ni vea u 

tran scripti onne l que proté ique. 

5. 1 Caracté ri sati on de l' ARNm 

Lo rs de ce tte é tude, il fa ll a it initia lement dé terminer la présence d' ARN m 

codant po ur la proté ine MFS D2a dans diftë rentes ty pes ce llula ires pl ace nta ires. La 

li gnée ce llul a ire HEK293T a été utili sée comme contrô le pos iti f, car il ava it déjà été 

démontré que la proté ine et les ARNm y sont présents de manière nature ll e (U hl en et 

a l. , 20 15) . Cette démarche a permi s de confi rm er la présence de M FS D2a dans les 

ce llul es BeWo, les cytotro phoblastes vill eux et les .J EG -3. Les ce llul es .JAR ne 

semblent pas avo ir d ' A RNm codant pour M FS D2a (F igure 4 . 1). Cette conc lusio n 

n ' es t pas définiti ve , car les résultats obtenus à ce j o ur ne sont pas suffi samment cla irs 

pour affirm er ce résultat dé finiti vement. A tin de répondre c lairement à cette questi on, 

e t détermine r cla irement les ni veaux d ' express ion de M FS D2a dans les diffë rentes 

li g nées ce llula ires, il aura it été inté ressa nt de réa li ser une PC R quantitati ve , o u 

d ' utili ser d ' autres amorces. Cec i aura it permi s, en plus de vé rifi er la prése nce, de 

quantifi er ses ni vea ux d ' express ion dans les di f lë rentes ce llul es. 
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L'utilisation de la technique de 5' RACE, a ensuite permis de vérifi er la 

pos itio n du s ite d ' initi at ion de transcription (TSS) de MFSD2a dans les cellules 

HEK293T. En plus des différents contrô les de réaction effectués aux différentes 

étapes de PC R, l' amp lification d'une se ule bande spéc ifique, d ' environ 130 

nucléotides, dans notre dernière réaction de PCR nichée (Figure 4.2) et la possibilité 

d'extraire un insert de la même taille dans les c lones p.IET qui ont été séq uencés 

confirment que la technique a fonctionné correctement. Les résultats du séquençage 

montrent que la prédiction du TSS, proposé par le projet Consensus Coding Sequence 

· (CCDS) (Pruitt et a l. , 2009) était légé rement mal situé et qu'il est en réalité 

pos iti onné environ 30 à 40 nucléotides en aval (F ig ure 4.3) (Lander et a l. , 2001 ). De 

plus, on constate 1 ' absence de promoteur minimal ou de région pouvant 

habitue llement initie r la transcription , comme une région d ' initiation Jnr ou DPE 

(Downslream Promo/er Element) au niveau du TSS, en amont de la séquence prédite, 

ce qui pouvait lai sser présager cette erreur. La correct ion du TSS a permis de mettre 

en évidence la présence d'une région très simila ire à une boite TA TA à environ 25 

nucl éotides en amont du nouveau TSS. Pour co mpl éter l'analyse du TSS, il aurait été 

intéressant d ' utiliser la technique de 5 ' RAC E sur les différentes li gnées cellulaires 

placentaires afin de con~irme r que l'express ion n'est pas dépendante du tissu ou de la 

lignée ce llulaire. Aussi, le séquençage aléatoire du transcriptome enlier (ou RNA­

Seq), couplé au 5 ' RACE, aurait permis de mettre en év idence la possible disparité de 

TSS et d'épissage, comme il existe différents isoformes, se lon les types de cellules. Il 

serait également intéressant de comparer ces résultats à l'expression de MFSD2a dans 

des placentas de femmes prééclamptiques, afin de vérifier s i I'ARNm codant pour 

MFSD2a est identique à ce lui retrouvé o u s' il y a des différences pouvant diminuer 

son efficacité et sa traduction . 

L ' étude de I' ARNm n' est pas enco re totalement comp lète, mais comme dit 

précédemment, il serait intéressant de quantifier l'expression de MFSD2a dans 

diffërentes types ce llul a ires du placenta . Le repositionnement du TSS est important 
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pour la détermination de la région promotrice et régulatrice du gène. La recherche et 

l'étude de l' ARN m permettent donc d 'affirmer quïl se retrouve dans plusieurs 

1 ignées cel! ulaires placentaires et que la posit ion du site d ' initiati on de la 

transcription, initialement prédite par analyse informatique, éta it mal déterminée. 

5.2 Caractéri sation de la région promotrice 

Suite à l' analyse de l' ARNm, il était intéressant de caractériser la rég ion 

promotrice med iant l'activation suite à une stimulat ion par la forskoline. Dans un 

premier temps, il a été nécessai re de fabriquer des plasmides contenant différents 

fragments de la région en amont du gène afi n de vérifi er leur activité promotrice . 

Pour ce faire, différents fragments ou com binaisons de -2404 à +42 ont été clonés 

devant le gène rapporteur luciférase (F igure 4.4) . 

Dans un second temps , la transfection de ces plasmides dans les ce llules 

HEK293T a permis de mettre en év idence qu ' il ex iste des éléments synergiq ues dans 

la région promotrice du gène MFSD2a. En effet, plus le fragment de la région 

promotrice est grand , plus l' activité transc ri pt ionne ll e est importante (Figure 4.5). Les 

mutants A et B, correspondant respectivement aux régions -2404 à -1 402 et -1402 à -

402 , ont permis de mettre en év idence que le promoteur basal n'est pas s itué dans la 

région -2404 à -402 et qu ' il n'y a pas d ' autres promoteu rs dans cette région. Le 

mutant C, composé des régions -2404 à -1402 et -402 à +42 , a permis de mettre en 

év idence que les é léments de régul at ion, induisant une expressio n dans la région -

2404 à -1 402 sont actifs sur la région promotrice -402 à +42 . Ces résultats montrent 

donc que la région promotrice en amont du gè ne a un impact direct sur l'expression 

de MFSD2a et que le promoteur minimal se trouve dans la région -402 à +42. Il 

aura it été intéressant de construire d ' autres mutants de délétion, de plus en plus petits, 

dans la région -402 à +42 afin de déterminer la région exacte du promoteur, comme il 

ava it été tàit pour le promoteur du gène Syncytine-2 (To ufa ily et a l. , 20 15). 
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Cons idérant la découve1te d ' une potenti e lle bo ite T ATA par !"utilisati on du 5" 

RACE, une mutati on ponctue lle dans cette bo ite TATA sera it un moyen rapide de 

vérifi er s i cette séquence agit pos iti vement sur l' initiati o n de la transcriptio n. 

Dans un tro is ième temps, il é ta it intéressant de déte rminer la sens ibilité de la 

région promotrice à la forsko line. Les ce llules Be Wo ont été tra nsfectées avec des 

pl asmides contenant des frag ments plus ou mo ins longs de la région promotrice de 

M FSD2a (F igure 4.6). A près transfecti on les ce llules ont é té induites à la fo rsko line 

[5 0~-LMJ. Cec i a permis de mettre en év idence que la rég ion promotri ce -402 à +42 du 

gène M FS D2a est sensibl e à la fo rsko line et semble avo ir une inducti on s imil a ire à la 

régio n promotrice de Syncytine-2 (Figure 1.8). En effet, comme l' ava it démontré 

Toufa ily, et al (20 15) pour la Syncytine-2, la stimulatio n à la forsko line du f ragment 

de -2600 à +5 1 de la région promotrice augmente l' express ion d 'env iron 3,5x, la 

rég io n de -600 à +51 augm ente l' express ion d ' environ 2x e t la région de -450 à +5 1 

augmente l' express ion d' environ 5x (Toutàily et a l. , 201 5) . Il en va de même pour 

M FS D2a : l' inductio n de la région promotrice par la fo rsko line augmente 

l'ex press ion de 3,5x po ur la région -2404 à +42 , d 'environ 1 ,5x pour les rég ions -

1400, -1 209, -997, -798 et -600 à +42 et de 4 ,5x pour la rég io n -402 à +42 (F igure 

4 .7). Cec i semble confirmer l' existence de s imilitudes quant à l'expression de 

MFSD2a et Sy ncytine-2, déjà démontrées dans la litté rature (To uü1il y et a l. , 2015 , 

L iang et a l. , 20 1 0). 

L ' étude de la rég ion pro motrice, bien qu 'en bonne vo ie , n' est pas compl ète. Il 

reste à détermine r la région exacte et ses possibles partena ires d'interacti on liant les 

séquences régulatrices du pro moteur. Comme il a déj à été montré que GC M 1 ag it sur 

l' express ion de MFS D2a et Syncytine-2 (Li ang et a l. , 2010), il se ra it intéressa nt de 

continu er l' étude de la région promotrice de M FS D2a en utili sant les techniques de 

retard sur ge l (EMSA) , des mutants de dé létion dan s la région promotri ce et/o u 

détermine r 1 ' eff-icacité des différentes facteurs de transcriptio n d~j à identifi és sur ce tte 
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rég ion par l' utili sation du retard sur ge l (E.M.S.A. ou Electrophoresis Mo bility Shifi 

Assay). Le s ite GC M 1 sera it pos iti o nné ve rs -1 50, et se retro uve dans le c lone -402 

testé (Liang et al. , 201 0). Ce lui-ci permettra it probablement de mettre en év idence la 

présence d ' autres facteurs de transcripti ons qui a ide ra ient à comprendre les 

mécani smes de régulation du gène M FS D2a. Il est poss ible que les facteurs de 

transcriptions (a bsence, efficacité ou compétiti o n) so ient une des rai sons de la 

diminuti on de l' express ion de Syncy tine-2 et M FS D2a déj à constatée dans les 

placentas pré-éc lamptiques (To ufa i ly et a l. , 201 3, Vargas et a l. , 201 1 ) . La rég io n 

promotrice de Syncytine-2 possède un domaine C RE/ AP-1-Iike entre -2 11 e t -177 

li ant des compl exes induits par la prése nce de forsko line (Toufa ily et a l. , 201 5), et il 

est poss ible que M FSD2a possède éga lement une rég ion ciblé pa r à C RE/A P-l . 

o ·a ill eurs, des ana lyses informatiques de la région pro motri ce de M FS D2a indiquent 

des s imilitudes dans la région -381 à -370. JI po urra it ê tre intéressant de teste r la 

ré ponse de cette région promotri ce en ex primant les facteurs C REB ou A P- l a fin de 

détermine r s ' il y a une ré ponse pos iti ve. 

5.3 Loca li sation de la Rrotéine MFSD2a 

L ' obj ecti f de la tro is ième parti e de ce proje t éta it de loca li ser la proté ine 

MFS D2a à la surface des ce llules et déterminer s i l'utili sation d ' une étiquette pouvait 

a ide r à sa détecti on et/o u sa loca lisat ion. La première éta pe nécessa ire à la poursuite 

de cette étude proté ique éta it la vé rifi cati on de la spéc ific ité des anticorps. Afi n de 

confirmer qu ' il s é ta ient bien spéc ifiques, il s ont é té testés sur des lysats de ce llul es 

exprimant la proté ine M FS D2a. Les immunobu vardages ont pe rmi s de mettre e n 

év idence que l' anti co rps anti-M FS D2a a un e affi nité pour sa proté ine c ibl e et qu ' e ll e 

se retrouve dans le cerveau et le les cyto tro pho blastes villeux (F igure 4.8) . 

Concernant l' utili sat ion de la proté ine MFS D2a en fus ion avec une étiquette, la 

trans fecti on de ce llul es avec le plasmide exprimant la proté ine MFS D2a-V5 a pe rmi s 
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de mettre e n év idence la spécificité de 1 'antico rps an ti- VS pour 1 ' étiquette, ce qu1 

permet de détecter indirectement la proté ine d ' intérêt (F igure 4 .9). 

Une fo is cette vérification e ffectuée, la transfection de cellul es COS-7 avec le 

plasmide M FSD2a-VS a permi s de montrer que les deux anti corps so nt auss1 

fo ncti onne ls po ur 1' immunotluorescence . Le co-marquage des ce llul es avec 

l' ant icorps anti-MFSD2a et ant i-VS mo ntre une co loca li satio n du signa l des deux 

anti corps, ce qui permet de confirmer la spéc itï c ité des anticorps. De plus, il a été 

poss ibl e de détecte r l'étiquette VS dans des ce llul es pe rméabili sées ou non 

pe rméa bili sées (Fi gure 4.1 0). Cependant, considérant que l' isoforme 2 de M FS D2a 

est une proté ine transmembranaire avec 1 0 domaines transmembranaires, ce la 

s ignifiera it que le di x ième domaine, après leque l est s ituée l' étiquette, sera it à 

l' intéri eur de la ce llule (F igure 1.12), ce qUI ne semble pas concorder avec une 

détection sans penn éabilisat io n. Le s igna l détecté dans les ce llul es non 

perméabili sées pourra it s'ex pliquer pa r le fa it que la so luti on de lavage utili sé pour 

l' immunomarquage conti ent une très fa ibl e concentrat ion de Triton (O,OS%) ayant pu 

pe rméabili ser les membranes. 

Étonnamment, la même expérience réa li sée dans les cellul es HEK293T n· a 

pas permi s de détecte r la proté ine M FS D2a sans l' étiquette VS . Il est poss ibl e qu ' il 

ex iste une légère di fférence dans la maturatio n de la pro té ine dans ces deux li gnées 

ce llula ires, empêchant sa détecti o n par l'anti corps mais conservant sa fonctio n. Il est 

poss ibl e qu ' e ll e so it donc détectabl e avec un anti corps diri gé contre une autre pa rtie 

de la proté ine . C'est pourq uo i l'anticorps anti-VS a a lors été utili sé afin de détecter 

l'étiquette, et indirectement MFS D2a (F igure 4. 11 ) . Après avo ir constaté que les 

ce llules fusionnent très v ite après leur transfection avec des plasmides codant po ur les 

proté ines M FS D2a et Sy ncytine-2, nous avons décidé d 'e ffectue r une ana lyse de 

!" express ion de M FS D2a-VS au cours du temps. Cec i a permi s de mettre en év idence 
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qu ' il est possible de détecter la proté ine MFSD2a-V5 à la membrane seulement 4 

heures après transfection (F igure 4.12). 

La dernière partie de notre étude s'est intéressée à la relation MFSD2a et 

Syncytine-2 . Il était important de vér ifi er que la présence de l'ét iquette sur MFSD2a 

ne bloque pas la fu sion ce llulaire et quïl serait poss ible de l' utili ser afin de la détecter 

lors de la formation d' un syncytium . Cec i nous a mené à transfecter des cellules 

HEK293T avec .les plasmides exprimant MFSD2a-V5 et la Syncytine-2. Cec i a 

permis de mettre clairement en év idence que, lors de la formation d' un syncytium 

causé par l'interaction MFSD2a/Syncytine-2, MFSD2a semble être reloca li sée au 

centre des ce llules multinucléées alors que Syncytine-2 reste membranaire (F igure 

4.13). Les résultats démontraient clairement la formation de ces « îlots » de protéine 

MFSD2a au cœur du syncytium (F igure 4. 14). Il a déjà été montré que l' infection des 

ce llules par le VIH induit, par l'activité de Nef, une internali sati on et recyc lage des 

protéines membranaires CD4 (Ross et a l. , 1999). Bien que, lors de la fusion ce llulai re 

il n'y a pas de protéine Nef, il est possible de supposer qu ' un changement auss i 

im portant que la fusion ce llulaire induise un comportement inhabituel menant à 

l' interna li sation de MFSD2a, atin d 'être recyc lés . 

Atin de faire un lien avec les travaux précédemment réa li é sur la Syncyt ine-

2 et les exosomes placentaires, il éta it intéréssant d'étudier l' éventuelle présence de 

MFSD2a dans les exosomes. L'étude des exosomes dans ce contexte est utilisée afin 

de fa ire un parallèle avec les exosomes placentaires qui pourraient exprimer MFSD2a 

à leur surface. Les exosomes iso lés du milieu de culture de ce llules HEK293T 

transfectées avec le plasmide MFSD2a- VS a permis, grâce à la cytométrie, de 

détecter MFSD2a sur les exosome (F igure 4. 15). Considérant que les exosomes 

proviennent de la membrane, nous av ions supposé que ces derniers contiennent 

MFSD2a à leur surface. Cependant, comme exp liqué précédemment, lïsoforme 2 de 

MFSD2a est une protéine avec 10 domaines transmembranaires, ce qui implique que 
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so n dernier domaine est s itué à 1 'intérieur des exosomes. Le positionnement de 

l'ét iquette et sa détection dans les exosomes, est une questi on à laq ue ll e il n· a pas 

encore été possible de répo ndre. Il aura it cependant été inte réressant de reproduire 

cette expérience dans d ' autres li gnées placentaires avec la forme nature ll e de 

MFSD2a associée aux exosomes, afin de chercher à vérifier sa présence. Il est aussi 

possible que cette détection so it lié à un problème de spéc ifi c ité de l' anticorps. 

Tout co mme MFSD2a, LPA 1 (Lisophosphatidic Acid Receptor 1) est un 

récepteur cellulaire avec plusieurs domaines transmembranaires. Il a été montré que 

l'addit ion d'étiquettes sur cette protéine, à proximité du dernier domaine 

transmembranaire nuit à l'adressage de cette protéine à la membrane (Zhao et a l. , 

20 14). Il est donc possible que la présence de deux étiquettes, VS et His, dans le 

plasmide pEF6/M FS D2a-V5-His, utili sé dans cette rec herche, pui sse induire un 

défaut d 'adressage ou de modifi cations post-trad uct ionne lles au ni veau de la protéine 

MFSD2a-V5-His ce qui aura it pour effet de modifi er sa détect ion. En effet, il est 

poss ible que le dernier domain e transmembrana ire so it en faite extrace llulai re, ce qui 

permettrait donc sa détection dans les ce llul es non perméabilisées et dans les 

exosomes. 

L'étude de la protéine M FS D2a a permi s de mettre en év idence que les 

anti corps anti-M FSD2a et anti-V 5 utili sés so nt spéc ifiques et peuvent fonctionner en 

immunofl uo rescence. Il serait donc pertinent de continuer d'utiliser cette technique 

afi n de détecter MFSD2a dans d ' autres cellules placentaires. Il sera it aussi intéressant 

d'étudier la co loca li sation des protéines MFSD2a et Syncytine-2 par 

immunotluo rescence. Pour ce faire, i 1 faudrait être en mesure de bloquer les cascades 

enzymatiques menant à la fus ion cellulaire sans bloq uer l' interact ion li ga nd­

récepteur. Il serait peut-être possible d ' étudier cette fusion au ni vea u des exosomes et 
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voir si la présence de MFSD2a à leur membrane facilite leur pri se en charge par les 

cellules par lïntéracti on avec la Syncytine-2 membranaire. 

Pour con cl ure, ces résultats permettent donc de vérifier la première hypothèse, 

confirmant ainsi que la transcripti on du gène MFSD2a est bien dépendante de 

l'activati on de son promoteur, et qu 'e lle est sensible à la forskoline . La détection de 

la protéine MFSD2a dans les ce llules et les exosomes confirme la seconde hypothèse 

que MFSD2a est bien associée à la membrane ce llulaire. D' une manière générale les 

résultats de cette étude appor1ent quelques informations sur l' aspect fo ndamental de 

MFSD2a au niveau placentaire. Malheureusement, le manque de temps n'aura pas 

permis d 'a ll er plus loin dans ces analyses . Il aura it été très intéressant de pouvo ir 

continuer l'anal yse de cette protéine dans les différentes lignées placentaires et 

comparer les résultats obtenus à des placentas pré-éc lamptiques. Il reste donc encore 

beaucoup de travail à faire au ni vea u de la région promotrice et de la protéine, surtout 

dans le exosomes, afin de déterminer si MFSD2ajoue un rô le dan la pré-éc lampsie. 

La découverte des caractéristiques fondamentales de MFSD2a, comme son 

changement de pos itions après fusion ce llulaire, pourrait potentie llement aide r à la 

compréhension de la prééclampsie. 
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