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RESUME

La formation du tube neural et l'induction de la créte neurale sont des processus
importants qui se passent au cours de ]la neurulation. Le systéme nerveux central se
forme a partir du tube neural, alors que le systéme nerveux périphérique, le squelette
cranio-facial et les mélanocytes se forment a partir de la créte neurale. Cependant,
plusieurs maladies génétiques liées au développement anormal du tube neural et de la
créte neurale existent chez I'homme. Donc, notre équipe s'est intéressée a faire une
recherche au niveau moléculaire dans ce domaine. Le développement du tube neural
et des cellules de la créte neurale est influencé par la présence de plusieurs voies de
signalisation y compris la voie Wnt. Nous avons focalisé notre étude sur la
transcription du géne Pax3 qui code pour un facteur de transcription qui s'exprime
dans le tube neural et les cellules pré-migratoires de la créte neurale. L'induction de
Pax3, des cellules de la créte neurale ainsi que l'expression des génes Cdx (Cdxl1,
Cdx2 et Cdx4) se font par la voie de signalisation Wnt. Le chevauchement de
l'expression des genes Pax3 et Cdx se passe lors de I'induction de la créte neurale a la
plaque neurale postérieure aussi bien que pendant la formation du tube neural et des
cellules de la créte neurale. Les résultats préliminaires par ChIP ont montré la
présence physique de Flag-Cdx1 et Flag-EnRCdx1 sur le promoteur proximal de
Pax3. Notre étude par RI-PCR sur la régulation de I'expression de Pax3 par les
facteurs de transcription Cdx a démontré la régulation endogene de Pax3 par ces
protéines dans les cellules Neuro2a. L'essai Luciférase montre l'induction de
l'expression de Pax3 par la surexpression des protéines Cdx et la diminution de son
expression par la surexpression du dominant négatif EnRCdx1 dans les cellules
Neuro2a. Aprés avoir identifié les sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx
sur le promoteur proximal de Pax3, nous avons procédé a une délétion des différentes
régions de ce promoteur. On a remarqué la forte induction du promoteur au niveau de
NCE (Neural Crest Enhancer). Pourtant, la mutation en combinaison de ces sites n'a
pas montré la diminution de l'activité de ce promoteur. Etant donné la présence d’un
site potentiel de liaison pour Brn1 sur le promoteur proximal de Pax3, notre étude par
l'essai Luciférase a mis en évidence une synergie entre les co-facteurs Cdx2 et Brnl
dans les cellules Neuro2a. Le méme phénomeéne a été observé dans les cellules P19.
Pourtant, la mutation du site de Brnl n'a pas diminué 1'activité du promoteur proximal
de Pax3. En conclusion, nos résultats mettent en évidence la non fonctionnalité des
sites de liaison pour les facteurs de transcription Cdx sur le promoteur proximal de
Pax3 ainsi que la synergie entre la protéine Cdx2 et son co-facteur Brnl dans les
cellules Neuro2a ce qui suggere que la régulation directe de Pax3 par les protéines
Cdx n'implique pas de liaison des Cdx a 'ADN.

Mots clés: Neurulation, tube neural, créte neurale, neuroectoderme, systéme nerveux,
voie de signalisation Wnt, transcription, facteur de transcription



INTRODUCTION

Chez les vertébrés, le développement précoce du systéme nerveux comprend
la coordination de plusieurs processus suivant I’induction neurale de 1’ectoderme. La
formation du tube neural (précurseur du systéme nerveux central (SNC)) est
étroitement liée avec 1’acquisition de caractéristiques antérieures-postérieures et
I’élongation postérieure de méme qu’avec l’induction d’une sous-population de
cellules neurectodermales appelées cellules de la créte neurale. Les cellules de la
créte neurale sont des cellules multipotentes qui forment entre autres le systéme
nerveux périphérique et le squelette cranio-facial.

Des problemes affectant ’un ou 1’autre de ces processus peuvent mener a des
défauts de fermeture du tube neural, comme le spina bifida ou le craniorachischisis,
qui représentent le second groupe de malformations congénitales chez I’homme. Des
problémes affectant les cellules de la créte neurale sont aussi a la base de nombreux
syndromes génétiques, malformations congénitales et cancers chez I'homme, qui sont
regroupés sous le terme neurocristopathies.

Afin de mieux comprendre ces problémes développementaux chez 1’humain,
il a fallu les reproduire expérimentalement chez un modele animal ayant des
caractéristiques semblables a I’homme. Vue 1’étendue de la ressemblance génétique
entre I’homme et la souris, cette derniere a été considérée comme le modéle idéal a
utiliser. Par conséquent, la souris est de nos jours le modéle de prédilection pour
’étude des anomalies de la neurulation humaine autant au niveau physiologique que
moléculaire.

Des études récentes ont mis en évidence une implication directe de plusieurs
voies de signalisation y compris la voie Wnt pour le développement de la créte
neurale et du tube neural (Sauka-Spengler & Bronner-Fraser, 2008; Basch et al,
2006; Goulding et al., 1991). Bien que plusieurs études ont été faites sur la voie de
signalisation Wnt et la régulation de Pax3, le lien entre les deux n'a jamais été étudié.

Jusqu'a présent, les recherches ont porté sur la régulation des genes Cdx par les



facteurs de transcription de la voie Wnt.

L'objectif de ce projet de maitrise est de caractériser la régulation de
l'expression du géne Pax3 par les facteurs de transcription Cdx.

Dans ce travail sont exposés les résultats des études des caractéristiques de la
régulation de Pax3 par les protéines Cdx. Le premier chapitre a pour but de donner un
apercu de 'état de connaissance des mécanismes et des voies de signalisation qui ont
un impact sur cette régulation. Les matériels et les méthodes utilisés pour ce travail de
recherche sont présentés dans le deuxiéme chapitre. Dans le troisiéme chapitre, nous
étudierons les caractéristiques de la régulation de Pax3 par les protéines Cdx. Une
discussion sur les résultats obtenus est présentée dans le quatrieme chapitre. Une
conclusion générale fera la synthése des principaux résultats obtenus au cours de ce

travail.



CHAPITRE I

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Développement précoce du systéme nerveux

1.1.1 Neurulation

La neurulation est un événement de l'embryogenése tres important chez les
vertébrés qui permet la formation d'une premiére ébauche du systéme nerveux a partir
du neuroectoderme. Au cours de la neurulation, la plaque neurale sera distinguable a
partir du jour embryonnaire (e) 7,5. La neurulation culmine dans la formation du tube
neural qui est le précurseur du cerveau et de la moelle épiniére (Schoenwolf et Smith,
1990). La neurulation se fait a partir d’une région spécialisée de 1’ectoderme appelée
la plaque neurale. Ce processus implique la formation de plis neuraux bilatéraux suivi
de leur élévation et de leur fusion au niveau de la ligne médiale. La formation du
neuroectoderme se fait par le déclenchement de signaux verticaux a partir du
mésoderme. Au cours de deux étapes, ’axe antéropostérieur (AP) de la plaque
neurale sera spécifié (Gamse et Sive, 2000). Ces étapes consistent en 1’induction de la
plaque neurale antérieure et en sa postériorisation. Le tube neural sera ensuite
recouvert par ’ectoderme épidermal (Lawson et Pederson, 1992; Garcia-Martinez et
al., 1993).

1.1.2 Tube neural
Au cours de la neurulation, le développement du SNC est suivi par la
différenciation régionale tout au long de 1’axe AP. Ce processus génére le cerveau

antérieur (prosencephalon), le cerveau moyen (mesencephalon), le cerveau postérieur



(thombencephalon) et la moelle épiniére (Gilbert, 2006).

La fermeture du tube neural chez les vertébrés se fait lorsque les plis neuraux
s'approchent l'un a l'autre au niveau de la ligne médiane dorsale (Sadler, 1985;
Pyrgaki et al., 2010) (fig. 1.1). Cette fermeture commence au niveau du.quatriéme et
cinquieme somite au stade e8 a 8,5 et est suivie d'une fusion rostrale et caudale a
partir du site initial. Au cours des stades de 15 a 20 somites et 32 somites, la
fermeture du tube neural se compléte (Nagy et al., 2003).

La différenciation du tube neural aux régions variées du SNC peut étre
observée de trois maniéres. Au niveau anatomique, le tube neural forme les chambres
du cerveau et la moelle épiniére. Au niveau tissulaire, les cellules dans les parois du
tube neural forment les différentes régions du cerveau et de moelle épiniére. Au
niveau cellulaire, les cellules neuroepitheliales se différencient en cellules neurales
(neurones) et cellules de support (gliales) (Gilbert et al., 2006). Le changement de la
partie antérieure du tube commence avant la formation de la région postérieure du

tube neurale.

Créte neurale - -
ETY e s - 5]
‘k \ . x_,,) - 4

~
Plaque neurale

N g

Cannelure neurale

Ectoderme

phanens _ Créte neurale Ganglion
: ey spiral
F'd i L
‘ (1 E @
Tube
neural

Figure 1.1: Ectoderme neural et formation du tube neural (Sadler,

1985).
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La diversité régionale du tube neural a été largement étudiée par plusieurs
groupes de recherche. En ce qui concerne l'organisation segmentale du cerveau
antérieur, 'expression spatio-temporelle de plusieurs génes y compris OtxI, Otx2,
Emx1, Emx2 etles membres des familles Wnt ("Wg (wingless) and Int-related"), Pax
et Pou ont un impact (Holland et al., 1992; Simeone et al., 1992). Au niveau
cellulaire, la différenciation des neurones spécifiques suit le mode dorsoventral (DV).
Les neurones moteurs sont localisés ventralement dans la moelle épiniére, alors que
les neurones commisuraux et la créte neurale se situent au niveau dorsal. Les génes
des familles Pax et Lhx (Lim) sont impliquées dans ce positionnement DV (Tsuchida
et al., 1994). Les gonflements le long du tube neural, dits les neuromeéres, sont les
origines de l'organisation segmentale. Les neuromeéres du cerveau postérieur, ou
rhombomeres, ont été décrits dans un premier temps chez le poulet (Lumsden, 1991).
Cette étude a montré que les rhombomeres interagissent avec les nerfs craniaux et les
ganglions sensoriels, mais également qu’ils influencent la migration des cellules de la
créte neurale aux arches branchiales adjacentes (Nagy et al., 2003).

La postériorisation du tube neural est une étape importante dans la formation
du SNC chez les vertébrés. Plusieurs études ont montré I'impact des genes Hox sur la
postériorisation du tube neural (Hombria & Lovegrove, 2003; Deschamps & van Nes,
2005). Une étude a montré que les facteurs de transcription Hox et Pax contrdlent la
régionalisation AP et DV du tube neural (Nolte et al., 2006). Les voies de
signalisation Wnt et FGF ("fibroblast growth factor") sont impliquées dans la
caudalisation du tissue neural. En effet, ces signaux s'intégrent afin de réguler le
développement du cerveau moyen, le rhombomére 1 du cerveau postérieur et la
moelle épiniére (Altmann & Brivanlou, 2001; Partanen, 2007; Roelink & Nusse,
1991). Par ailleurs, d'autres études ont montré le role des signaux SHH (Sonic
Hedgehog) et BMP ("bone morphogenetic proteins") dans la régionalisation DV du
tube neural (Lee & Pfaff, 2001; Murashov et al., 2004; Panchision & Mckay, 2002).
Une autre recherche a montré que les récepteurs de 'acide rétinonique (RAR) sont

nécessaires pour la régionalisation AP (Shiotsugu et al., 2004). En effet, les RAR ont
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un impact sur l'expression des marqueurs postérieurs comme HoxB9 (Blumberg et al.,

1997).

1.1.3 Créte neurale

Pendant la neurulation, une population de cellules neuroectodermales est aussi
induite a former un groupe de cellules spécialisées aux extrémités latérales de la
plaque neurale. Ces cellules sont appelées cellules de la créte neurale (Hall &
Horstadius, 1988 ; Le Douarin & Kalcheim, 1999). Suite a la neurulation, les cellules
de la créte neurale se retrouvent donc dans la partie dorsale du tube neural duquel
elles vont ensuite migrer afin de coloniser différentes régions de 'embryon. La perte
de 'adhésion entre ces cellules, accompagnée de réarrangements cytosquelettiques et
dé changements morphologiques causent leur décollement et leur migration a partir
du neuroépithélium.

Les cellules de la créte neurale migrent extensivement et se différencient en
dérivés divers pour former entre autres le squelette cranio-facial et le systéme
nerveux périphérique. Les cellules de la créte neurale sont multipotentes et donnent
naissance a une variété de types cellulaires incluant des neurones (les nerfs craniaux
sensoriels, parasympathique, sympathique et les ganglions sensoriels), des cellules
gliales, des cellules neuroendocrines, des cellules musculaires lisses des grands
vaisseaux, les mélanocytes, des cellules osseuses et des cellules de cartilage (Thomas
& Erickson, 2009; Sauka-Spengler & Bronner-Fraser, 2008). Les cellules de la créte
neurale se regroupent dans deux catégories principales: cellules de la créte neurale
craniale et cellules de la créte neurale du tronc. Les cellules de la créte neurale
craniale migrent dorsolatéralement et elles forment le mesenchyme craniofacial et les
mélanocytes, alors que les cellules de la créte neurale du tronc migrent
dorsolatéralement et elles forment les mélanocytes ou elles migrent
ventrolatéralement et elles forment les ganglions. Le positionnement axial des
cellules de la créte neurale influence leur potentiel de développement car la créte

neurale craniale donne naissance a l'os, le cartilage et les précurseurs de dents, alors
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que créte neurale du tronc ne se différencie pas vers ces types cellulaires. Une étude a
montré la migration des cellules de la créte neurale dans la souris par le marquage de
la membrane plasmique des cellules avec un fluorophore hydrophobe (Serbedzija et
al., 1990, 1991, 1992; Osumi-Yamashita et al., 1994). Les cellules de la créte neurale
du tronc apparaissent entre les stades e8.5 et el0.5 (Serbedzija et al., 1990). Les
cellules de la créte neurale migrent par la voie ventrale a travers la moitié rostrale des
somites et la voie dorsolatérale entre le dermamyotome et I'épiderme (Serbedzija et
al., 1991). La figuré 1.2 révele la migration des cellules de la créte neurale.

La majorité du systéme nerveux entérique est dérivée des cellules de la créte
neurale vagale et sacrale qui se différencient en neurones et cellules gliales (Burns &
LeDouarin, 1998). Les cellules de la créte neurale vagale sont dérivées du tube neural
entre les somites 1 et 7, alors que les cellules de la créte neurale sacrale sont
localisées postérieurement au somite 28 (Le Douarin and Teillet, 1973). Par ailleurs,
la portion antérieure de la créte vagale, la créte cardiaque, est localisée entre la

placode otique et le somite 3 (Kirby et al., 1983). La migration des cellules de la

Figure 1.2: Migration des cellules de la créte neurale (Carlson, 2004).



créte neurale cardiaque a un impact sur le développement des mélanocytes et les arcs
branchiaux qui contribuent au développement du cou et de la téte. L'importance des
cellules de la créte neurale dans le développement du systéme cardiovasculaire a été
montré pour la premiere fois en 1975 (Le Liévre & Le Douarin, 1975). Plusieurs
études ont montré le réle des cellules de la créte neurale cardiaque dans la
régionalisation des arcs branchiaux, la septation de l'aorte et l'artére pulmonaire et les
maladies congénitales du cceur (Kirby et al., 1983; Kirby & Waldo, 1995; Kirby &
Waldo, 1990).

1.1.4 Controle moléculaire de I’induction des cellules de la créte neurale

La population des cellules de la créte neurale est induite au cours du stade
gastrula par les signaux produits par le mésoderme, la plaque neurale et 1’épiderme
(Selleck et Bronner-Fraser, 1996; Mancilla et Mayor, 1996; Marchant et al., 1998).
Plusieurs voies de signalisation et facteurs de transcription sont connus comme ayant
un impact sur le développement du tube neural et des cellules de la créte neurale.
Dans le cas particulier des cellules de la créte neurale, un réseau régulateur de génes
controlant leur formation a récemment émergé (fig. 1.3). En effet, l'induction s'initie a
la frontiére de la plaque neurale et est médiée par le mésoderme et l'ectoderme non-
neural. Toutefois, trés peu de liens directs ont pu étre établis a 1’intérieur de ce réseau.
Les événements de succession complexes permettant la formation des cellules de la
créte neurale - de l'induction a la spécialisation et ensuite a la différenciation - se font
par une cascade moléculaire comprenant de multiples modules régulateurs qui
guident l'acquisition de propriétés comme la multipotentialité et la capacité
migratoire. Ce réseau contient, entre autres, les voies de signalisation et les facteurs
de transcription qui sont responsables de l'induction des cellules de la créte neurale et
qui inclus: les voies postériorisantes Wnt et FGF de méme que la voie de modelage

DV BMP et les facteurs de transcription Pax3/7, Msx1/2 et Sox9/10. Parmi ces
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signaux, ceux de la voie Wnt/B-caténine sont reconnus comme étant les plus
importants et parmi ces facteurs de transcription, Pax3 (postérieurement) et Pax7
(antérieurement) sont connus comme étant les plus précocement actifs (Sauka-
Spengler & Bronner-Fraser, 2008; Basch et al., 2006). L’inhibition des signaux BMP
combinée avec 1’activation Wnt est nécessaire pour 1’induction de la créte neurale
(Hong et al., 2008; La Bonne et Bronner-Fraser, 1998).' L'activité BMP s'éteint par les
antagonistes de BMP (comme Noggin, Chordin et Follistatin) dans l'ectoderme. La
créte neurale se forme aprés I'inhibition modérée de BMP, alors que la formation de la
plaque neurale a besoin d'un haut niveau d'inhibition de BMP (Marchant et al., 1998;
Meulemans & Bronner-Fraser, 2004). Le mécanisme de ’interaction de BMP et Wnt
n’est pas clair. Néanmoins, un mécanisme possible d’action de la voie Wnt au cours
de la postériorisation a été proposée (Villanueva et al., 2002; Wu et al., 2005). La co-
injection des antagonistes de BMP avec les molécules comme les Wnt (Wnt7b ou
wnt8), les FGF (eFGF ou bFGF) ou l'acide rétinoique (RA) causent la formation de
la créte neurale dans les explants ectodermals (Mayor et al., 1995; LaBonne &
Bronner-Fraser, 1998). La surexpression in vivo des régulateurs positifs des voles
wnt, FGF, RA développent les domaines formants la créte neurale, alors que
I'inhibition de ces voies empéche l'induction de la créte neurale dans les embryons et
les explants (Mayor et al., 1997; LaBonne & Bronner-Fraser, 1998). Les génes Pax3
et Msx1/2 sont régulés par la voie Wnt, alors que les génes Zicl et Zic3 sont régulés a
la frontiére de la plaque neurale en réponse a l'atténuation du signal BMP
(Meulemans & Bronner-Fraser, 2004). La figure 1.3 révéle le réseau de genes

impliqués dans le développement de la créte neurale.
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Figure 1.3: Réseau de génes impliqués pour le développement de la créte

neurale (Meulemans & Bronner-Fraser, 2004).

1.2 Le géne Pax3

Au cours de la neurulation chez la souris, la présence du géne Pax3 est
cruciale pour la fermeture du tube neural de méme que pour le processus de
I'induction des cellules de la créte neurale. Le géne Pax3 est un gene a
homéodomaine de la famille de génes Pax qui sont exprimés au cours de
I'embryogenese des vertébrés. Les transcrits de Pax3 ne se trouvent pas chez la souris
adulte (Goulding et al., 1991). Le géne Pax3 s'exprime d'abord au jour embryonnaire

e8.5 dans le tube neural en formation et les cellules pré-migratoires de la créte neurale
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ainsi que dans les somites (Goulding et al., 1991). L'expression de Pax3 est ensuite

maintenue dans le tube neural dorsal jusqu'au stade e12 (Goulding et al., 1991).

1.2.1 Différents réles de Pax3 dans le développement de la créte neurale

En plus de l'induction des cellules de la créte neurale, le géne Pax3 a des
différents roles incluant la septation de l'aorte et lartére pulmonaire, le
développement des ganglions dorsaux, la formation des mélanocytes et le
développement du systéme nerveux entérique. Quelques études ont montré que le
géne Pax3 a un rdle crucial dans la septation de l'aorte de l'artére pulmonaire
(Conway et al., 1997; Degenhardt et al., 2010). Il a été montré que cette septation
avait besoin du fonctionnement de Pax3 dans la créte neurale cardiaque. Une étude
récente a montré que l'interaction des facteurs de transcription Foxd3 et Pax3 est
importante pour le développement de la créte neurale cardiaque. Ainsi, cette
interaction affecte la survie et la maintenance des cellules progénitrices de la créte
neurale cardiaque (Nelms et al.,, 2010). De plus, Pax3 est important pour le
développement de ganglions dorsaux (Koblar et al.,, 1999). D'autres auteurs ont mis
en évidence un défaut de la migration de mélanocytes, ce qui donne le phénotype de
tache blanche au ventre de la souris hétérozygote Splotch qui porte un alléle nul pour
Pax3 (Potterf et al., 2000). D'autres études ont montré que‘PaX3 coopere avec Sox10
afin d'induire l'expression de MITF qui code pour le facteur de transcription de
Microphthalmia dans les mélanoblastes (les cellules de la créte neurale qui forment
les mélanocytes) naissants (Watanabe et al., 1998; Bondurand et al., 2000; Potterf et
al., 2000). De plus, I'empéchement de Pax3 a s'attacher sur le promoteur de MITF par
FoxD3, un répresseur transcriptionnel, résulte en la transdifférenciation des
mélanoblastes aux cellules gliales (Thomas et Erickson, 2009). Par ailleurs, une autre
étude a montré que Pax3 et Sox10 sont nécessaires pour la formation des ganglions
entériques (Lang et al., 2000). 1l a été montré que Pax3 fonctionne avec Sox10 afin

d'activer la transcription de c-RET, un composant du développement de la créte
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neurale entérique.

1.2.2 Régulation de |'expression de Pax3

Malgré I'importance critique de Pax3 dans la fermeture du tube neural et de la
créte neurale, on a peu d'information sur la régulation de son expression et en
particulier concernant son induction. On sait toutefois que l'expression de Pax3 est
initiée en réponse a des signaux postériorisants, et qu’elle devient ensuite restreinte au
niveau dorsal en réponse a des signaux de modelage DV (Monsoro-Burq et al., 2005;
Bang et al. 1999; Natoli et al., 1997; Goulding et al., 1993). 1l a en effet été démontré
que pendant 1’induction des cellules de la créte neurale, 1’expression de Pax3 est
induite par les signaux postériorisants de la voie Wnt/B-caténine mais le mécanisme
moléculaire de cette régulation n'est pas connu (Monsoro-Burq et al., 2005; Bang et
al. 1999).

Une étude a montré que le promoteur proximal de 1.6 kb de Pax3 est suffisant
pour I'expression de Pax3 dans le tube neural et la créte neurale (Li et al., 1999). Une
autre étude a montré que le promoteur proximal de Pax3 contient les enhancers NCE
de 674 bp suffisants pour récapituler le patron d'expression de Pax3 dans la créte
neurale. NCE ("neural crest enhancer"”) contient les deux régions NCE1 et NCE2
faisant chacun environ 250 bp et'séparés par 156 bp (Milewski et al., 2004).

L'expression de Pax3 est d'abord initiée dans la plaque neurale postérieure en
réponse aux signaux postériorisants de la voie Wnt et devient ensuite limitée au tube
neural dorsal en réponse aux signaux de modelage DV comme ceux de la voie SHH
(Monsoro-Burq et al.,, 2005; Bang et al., 1999; Natoli et al., 1997; Goulding et al.,
1993; Schnapp et al., 2005). Des sites potentiels de liaison pour des facteurs de
transcription des familles Tead, Pbx-Hox et Pou ont aussi été caractérisés dans NCE
(Milewski et al., 2004; Pruit et al., 2004 ).

Une étude sur la régulation de l'expression de Pax3 montre que les génes

Pax3 et Tead2 sont co-exprimés dans le tube neural dorsal. 11 a été aussi montré que
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la protéine Tead2, un des membres de famille Tead, s'attache au site TGAATGTGT de
la région NCE2. En effet, Tead2 et son co-facteur YAP65 sont co-exprimés dans le
tube neural dorsal. Par ailleurs, la mutation du site de liaison pour Tead2 dans les
constructions de Pax3 de souris transgéniques supprime l'expression neurale. De plus,
il a été montré par hybridation in situ que la mutation du site de liaison pour Tead2
sur NCE2 supprime l'activité du promoteur proximal de Pax3 (Milewski et al., 2004).

Les génes Hox et leur co-facteur Pbx controlent l'identité des segments du
corps (Zhang et al., 1994; Gavalas et al., 1997; Bell et al., 1999; Davenne et al., 1999;
Barrow e t al., 2000). Les protéines de la famille Hox sont présentes sur le site B du
promoteur de Pax3 en formant des complexes avec la protéine Pbx. Le motif
TGATTGAT de NCE2 est le site de liaison Pbx/Hox (Pruitt et al., 2004). _

La protéine Brnl est un des membres de la famille Pou classe Hf qui est
exprimée dans le cerveau et le rein (He et al., 1989). Les protéines Brn2, Brn4 et Oct6
sont les autres membres de cette famille protéique. Il a été démontré que les protéines
de la famille Pou classe III sont présentes sur le promoteur du géne Pax3. Les
protéines Brnl et Brn2 s'attachent sur le site TTAATTA et le s’ite TTTATTA de NCEZ2.
Il a été aussi montré que la mutation de ces sites de liaison pour les protéines Pou
classe IIT dans la souris transgénique entraine une réduction de l'expression du géne
rapporteur LacZ sous le contrdle du promoteur proximal de Pax3 au niveau du tube
neural (Pruitt et al., 2004).

Toutes ces études démontrent toutefois que ces facteurs de transcription sont
actifs dans la maintenance plutdt que dans I’induction de l'expression de Pax3. Les
sites Tead, Pbx, Pou ne peuvent donc pas étre impliqués dans 'induction de Pax3 via

la voie Wnt.

1.3 Induction de Pax3 par la voie Wnt: réle des protéines Cdx
Le mécanisme de l'induction de l'expression de Pax3 par la voie Wnt n'est pas

bien compris. Une étude a montré qu'aucun site Lef/Tcf n'est identifié dans le
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promoteur de Pax3 et des essais de co-transfection dans les cellules Neuro2a ont
montré qu'un gene rapporteur Pax3pl.6kb-Luciférase (supportant 1’expression
neurale de Pax3) ne peut étre que trés modestement induit par le complexe Lef1/f-
caténine (1.4x) (N. Pilon, résultats non montrés). Cela suggére que l'induction de
Pax3 par les signaux Wnt se fait de maniére indirecte. Plusieurs observations
suggeérent que les protéines Cdx pourraient agir comme intermédiaires entre la voie

Wnt canonique et Pax3 (fig. 1.6 et fig. 1.8).

1.3.1 Patron d'expression des Cdx dans le neuroectoderme et les cellules de
la créte neurale

Les protéines Cdx (Cdxl, 2 et 4) sont des facteurs de transcription a
-homéodomaine qui sont connus entre autres pour leur capacité a relayer les signaux
postériorisants (FGF, Wnt) sur le promoteur des génes Hox (Lohnes, 2003). Le patron
d’expression des protéines Cdx au cours de la formation du tube neural et de la créte
neurale a été étudié. Au cours du développement embryonnaire de la souris, les
transcrits et les protéines Cdx sont d'abord détectés dans les cellules de l'ectoderme et
du mésoderme vers le stade e7.5 (Meyer & Gruss, 1993; Gamer & Wright, 1993;
Beck et al., 1995). A e8.5, les génes Cdx sont tous fortement exprimés au niveau de la
plaque neurale postérieure ainsi que dans le tube neural en développement (fig. 1.4).
A ce stade, il y a un chevauchement presque parfait entre le patron d'expression de
Cdx1 et Cdx2 dont la limite antérieure atteint une région correspondant a la frontiere
entre le futur cerveau postérieur et la future moelle épiniére (fig. 1.4.A, B). A ce
stade, il y a aussi co-expression des protéines Cdx avec le-géne Pax3 (fig. 1.4.C, D).
Cette limite antérieure régresse. pendant 1'élongation postérieure de l'embryon et
persiste jusqu'au stade e10.5 pour Cdx1 et Cdx4 et jusqu'au stade e12.5 pour Cdx2. 11
est aussi intéressant de noter que cette limite antérieure chevauche le domaine
postérieur d'expression des marqueurs Pax3 et Sox9 car les domaines du

chevauchement de I'expression de ces génes correspond au domaine d'induction des
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Figure 1.4: Patron d’expression de Cdx
1, Cdx2, Pax3 et Sox9. (AB)
L’immunohistochimie montre la
:Edistribution des protéines Cdxl (A) et
jCdx2 (B) dans des embryons au stade
e8.5. Il existe un chevauchement au

' niveau de la plaque neurale postérieure et

. du tube neural. (C-D) La distribution de la
?protéine Cdx1 est comparée avec le
édomaine d’expression du géne Pax3 tel
' que détecté par hybridation in situ. Un
- chevauchement est détecté au niveau du

site d’initiation de fermeture du tube

neural (fleche) et aux extrémités latérales
de la plaque neurale postérieure (pointe de

fleche). (E-G) Comparaison de la

distribution de la protéine Cdx2 (E) avec
les domaines d’expression des génes Pax3

: ::(F) et Sox9 (G) a l'extrémité caudale

~ | dembryons au stade 9.5 (vue latérale).

Cdxe _ L’emplacement du dernier somite formé

est indiqué par un astérisque. Les protéines Cdx se trouvent toutes au moins
jusqu’au 3*™ dernier somite formé comme c’est montré ici pour Cdx2 (fleche
noire dans E). Notez le chevauchement entre le domaine antérieur de la
distribution de la protéine Cdx2 et le domaine postérieur de 1’expression des génes

Pax3 et Sox9 (fleches blanches dans F et G).
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cellules de la créte neurale. De plus, Pax3 est un marqueur plus précoce par rapport a
Sox9 car le domaine d'expression de Pax3 est plus postérieur par rapport a celui de

Sox9 (fig. 1.4.E, F et G) (N. Pilon, résultats non publiés).

1.3.2 Controle de I'expression des génes Cdx par les signaux Wnt/B-caténine

La voie de signalisation Wnt/3-caténine est la voie la plus importante pour
l'induction des cellules de la créte neurale et I'expression des génes Cdx. Les protéines
Wnt sont une famille de glycoprotéines sécrétées et riches en cystéine. Au cours de
l'activation de la voie Wnt canonique, la B-caténine cytoplasmique se stabilise et est
transférée au noyau ou elle s'associe avec les facteurs de transcription de la famille
LEF/Tcf (LEF1, Tcfl, Tcf3 et Tcf4) afin dactiver la transcription de génes cibles
(Moon et al., 2002; Logan et Nusse, 2004; Eisenmann, 2005) (fig. 1.5). En effet, en
absence des signaux Wnt, [-caténine est phosphorylée par le complexe CKIQq,
GSK3B et axine ce qui entraine son ubiquitination et sa dégradation dans le
cytoplasme. Dans ce contexte, TCF qui lie le site consensus (A/T)
(A/TYCAAAG(G/C) (Roose et al., 1999) interagit avec les co-répresseurs Groucho et
CBP afin de réprimer l'expression des genes cibles. En présence des signaux Wnt, p-
caténine ne subit pas de phosphorylation et dégradation. Son accumulation dans le
cytoplasme de la cellule est suivie par son déplacement dans le noyau. B-caténine
remplace les co-répresseurs pour interagir avec TCEF, ce qui résulte en ]a transcription
des génes cibles.

La voie Wnt canonique a un réle crucial dans la régulation de 1'expression des
génes Cdx dans le mésoderme et le ‘neuroectoderme. En effet, il a été démontré que
Cdx1 et Cdx4 sont des cibles directes de la voie de signalisation Wnt/B-caténine
(Pilon et al., 2006; Pilon et al., 2007). La co-localisation de LEF1 et 3-caténine sur les
promoteurs de Cdx1 et Cdx4 a été démontré par des essais d'immunoprécipitation de
chromatine (ChIP). De plus, dans les embryons Wnt3a** l'expression de Cdx1 et
Cdx4 est réduite (Ikeya & Takada, 2001; Pilon et al., 2006). Il a aussi été démontré
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Figure 1.5: Stabilisation de B-caténine dans le noyau de la cellule

par la voie Wnt (Eisenmann, 2005).

que les signaux Wnt activent, au moins indirectement, l'expression neurale de Cdx2
(Nordstorm et al,, 2006). De plus, les protéines Cdx peuvent interagir
fonctionnellement et physiquement avec le complexe de transcription p-caténine-
Lef/Tcf afin d'activer la transcription via des éléments de réponse Lef/Tcf (LRE)
(Béland et al., 2004). Ces résultats suggérent donc que les protéines Cdx peuvent
relayer les signaux de la voie Wnt canonique pendant I'induction des cellules de la
créte neurale. Comme mentionné précédemment, un candidat intéressant comme un
géne cible des protéines Cdx régulé par la voie Wnt dans le neuroectoderme est Pax3

(Basch et al., 2006; Mansouri et al., 1996; Monsoro-Burg et al., 2005).
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1.3.3 Fonctions neurales des protéines Cdx

Malgré le fait que l'expression des génes Cdx dans le neuroectoderme est
hautement conservée chez les chordés, les fonctions neurales des protéines Cdx sont
encore peu connues. Etant donné le fort chevauchement de leur patron d'expression,
cette situation est probablement le reflet de la redondance fonctionnelle entre les
protéines Cdx (Savory et al., 2009; van den akker et al., 2002; van Nes et al., 2006).
Toutefois, l'analyse de leur patron d'expression suggere que les protéines Cdx
pourraient avoir un role important dans la fermeture du tube neural et I'induction des
cellules de la créte neurale.

En accord avec cette hypothése, on observe chez la souris que Ia
surexpression des protéines Cdx dans le tube neural et les somites sous le contrdle du
proinoteur RARP peut causer un défaut de fermeture du tube neural (Charité et al.,
1998). De plus, l'analyse de souris double-mutantes Cdx1” Cdx2*" montre que les
protéines Cdx peuvent aussi influencer le développement des cellules de la créte
neurale puisque les ganglions dorsaux de ces souris sont malformés et fusionnés (van
den Akker et al., 2002). Enfin, chez les embryons ascidiens, une perte de fonction
Cdx cause a la fois un défaut du tube neural (Mita & Fujiwara, 2007) et I'absence des
cellules de pigment, qui sont dérivées des cellules comme celles de la créte neurale

(Jeffery et al., 2004; Katsuyama et al., 1999).

1.4 Résultats préliminaires
Les résultats préliminaires par hybridation in situ de I’ARNm ont montré que
le géne Pax3 est co-exprimé avec les protéines Cdx dans 'embryon caudal (Fig. 1.4)
et qﬁe l'expression de Pax3 est réduite d’une fagon significative dans le tube neural
dorsal d’un embryon Cdx1™" de 6 somites (Fig. 1.6) (N. Pilon, résultats non publiés).
Par ailleurs, une analyse par RT-PCR a aussi démontré que les génes Cdx sont
co-exprimés avec Pax3 dans les cellules Neuro2a, qui sont dérivées de la créte

neurale (Fig. 1.7) (N. Pilon, résultats non publiés). Récemment, un autre groupe de
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recherche a aussi trouvé par RT-PCR l'expression de Pax3 dans les cellules Neuro2a
(Leon et al., 2009).

Enfin, une expérience par ChIP dans les cellules Neuro2a a montré que soit
Flag-Cdx1 ou Flag-EnRCdx1 peut occuper la région NCE2 de Pax3 endogeéne (Fig.
1.8) (N. Pilon, résultats non publiés).

A
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Figure 1.6: Expression de Pax3 dans
les embryons de type sauvage
(gauche) et sans Cdx1 (droite) au
stade 6 somites (e8.25). Notez la
réduction de l'expression dans le tube
neural (fléches) de l'embryon mutant.
Les embryons ont été traités et colorés

parallélement.

Figure 1.7: I’analyse par RT-
PCR de la co-expression de
Pax3 avec les génes Cdx dans
les cellules Neuro2a. Le
controle négatif sans RT
(gauche), la co-expression des
genes Cdx1, Cdx2, Cdx4 et

Pax3 (droite).



Figure 1.1: Essai d’immunoprécipitation de la chromatine dans les
cellules Neuro2a démontrant que les protéines Flag-Cdxl ou Flag-
EnRCdx1 peuvent occuper la région NCE2 du promoteur Pax3
endogéne. Des oligonucléotides flanquants Pax3NCE2 (ou exon7 comme
un contrdle négatif) ont été utilisés afin d’amplifier 1I’ADN
immunoprécipité avec un anticorps anti-Flag des cellules Neuro2a
transfectées avec Flag-Cdx1, Flag-EnRCdx1 ou Flag-EnR. Un produit de
PCR pour NCE2 a été obtenu des cellules transfectées avec Flag-Cdx1 et
Flag-EnRCdx1 mais pas des cellules transfectées avec le contrdle négatif
Flag-EnR. La piste 1 représente un échantillon de chromatine avant
immunoprécipitation, la piste 2 représente un controle négatif pour
I’immunoprécipitation (sérum pré-immun) et la piste 3 représente I’ADN

immunoprécipité par anti-Flag.

20
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1.6 Hypothéses et objectifs

1.6.1 Hypothéses
1.

Au cours de la neurogenése caudale précoce, les facteurs de transcription Cdx
relaient les signaux Wnt canoniques.

Les facteurs de transcription Cdx agissent comme intermédiaires entre la voie
Wwnt et Pax3.

Les interactions Wnt/Cdx sont importantes pour l'initiation de l'expression de
Pax3 et l'induction des cellules de la créte neurale.

Pax3 est une cible directe des facteurs Cdx.

1.6.2 Objectifs

1.

Le premier objectif de ce travail est de confirmer la régulation de l'expression
de Pax3 par les protéines Cdx.
Le deuxiéme objectif de ce travail est de caractériser la régulation de

l'expression de Pax3 par les protéines Cdx.




CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

Les cellules de neuroblastomes Neuro2a qui sont dérivées de la créte neurale, |
sont maintenues dans le milieu EMEM (Wisent, Canada) avec 10 % de FBS (Wisent,
Canada), penicillin (100 U/mL) et steptomycin (100 pg/mL) et cultivées a 37 °C dans
I’atmospheére a 5 % de CO.. Les cellules de carcinomes embryonnaires P19, qui sont
des. cellules non-différenciées, sont maintenues dans le milien DMEM avec les
mémes suppléments et dans les mémes conditions de culture que les cellules

Neuro?2a.

2.2. Construction de Pax3p1.6 kb -Luciférase

L'analyse du promoteur de Pax3 chez des souris transgéniques a mis en
évidence des régions régulatrices dans le promoteur de 1.6 kb suffisantes pour
controler son expression dans le tube neural et la créte neurale (Milewski et al., 2004;
Natoli et al., 1997). Deux courtes régions d’environ 240 pb, appelées NCE, sont
connues comme les éléments activateurs suffisants pour induire I'expression de Pax3
dans les cellules de la créte neurale (Milewski et al., 2004). Tel que décrit auparavant,
le promoteur Pax3 de 1.6 kb a été amplifié par PCR a partir de I’ADN génomique (Li
et al., 1999). Pour les essais de co-transfection,-ce produit de PCR fiit ensuite cloné

dans le vecteur rapporteur Luciférase pXP2 (Nordeen, 1988).

2.3 Construction de EnRCdx1

Un dominant négatif Cdx (EnRCdx1) a été généré par fusion du domaine de

répression de la protéine Engrailed (de Drosophile) et le domaine d'attachement de
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'ADN (homéodomaine) de Cdx1. L’homéodomaine des protéines Cdx étant
fortement conservé, EnRCdx1 reconnait les génes cibles de chaque protéine Cdx et
peut inhiber leur expression. Afin d'ajouter un épitope Flag en N-terminal, les
séquences de EnRCdxl ont été sous-clonées dans le vecteur pCEP4-Flag.

L’efficacité du dominant négatif Flag-EnRCdx1 a inhiber la transactivation
des genes par les protéines Cdx a été démontrée dans les cellules d'embryocarcinome
F9 en utilisant un vecteur rapporteur d'activité Cdx contenant un activateur de Hoxb8
commandant 'expression de Luciférase (Béland et al., 2004). Le dominant négatif
Flag-EnRCdx a, en effet, diminué I'expression de Luciférase induite par Cdx dans ce
systéme. La spécificité d'inhibition de Flag-EnRCdx1 est de plus démontrée par le
fait qu’une construction contrdle permettant la surexpression de Flag-EnR seul (sans
l’hc;méodomaine de Cdx1) n'a pas d'effet sur la transactivation médiée par Cdx (N.

Pilon, résultats non montrés).

2.4 Régulation endogéne

Dans un premier temps, I’importance des facteurs de transcription Cdx dans la
régulation de Pax3 endogene est évaluée dans les cellules Neuro2a.

L'effet d’une surexpression des protéines Cdx1, Cdx2 et Cdx4 et du dominant
négatif Flag-EnRCdx1 sur les niveaux d'expression de Pax3 est analysé en utilisant la

technique de RT-PCR (semi-quantitatif) pour évaluer la présence des transcrits.

2.4.1 Transfection de constructions plasmidiques
La transfection de constructions plasmidiques permettant la surexpression de
Cdx1, Cdx2, Cdx4, Flag-EnRCdx1 et Flag-EnR seul (controle négatif) est réalisée
avec la trousse Effectene (Qiagen). Ces constructions sont générées par sous clonage
des ADNc correspondant dans le vecteur pIRES2-EGFP (Clontech) qui permettent
aussi la co-expression de GFP (Green Fluorescence Protein) sous le contrdle du

promoteur CMV (Cytomegalovirus).
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Les transfections sont faites dans des pétris de 10 cm contenant 4*10° cellules
Neuro2a respectivement afin d’obtenir 40-80% de confluence. La transfection des
plasmides se fait selon les directives du kit Effectene avec 1 ug d’ADN pour les pétris
de 10 cm et 120 ng d’ADN pour les boites de 24 puits. Les cellules sont récupérées
aprés 48 h d’incubation a 37 °C (2 séries de transfection) et les cellules transfectées
(GFP-positives) sont obtenues par FACS ("fluorescence activated cell sorting"). Le
tout est suivi par l’extraction de I’ARN et le RT-PCR pour ’analyse des transcrits

Pax3.

2.4.2 Microscopie de fluorescence
Pour déterminer le reridement de transfection des cellules Neuro2a avec les
plasmides d'expression de GFP, une imagerie de fluorescence est effectuée par un

microscope de fluorescence Nikon Eclipse TI.

2.4.3 Triage des cellules
Le triage des cellules Neuro2a nous a permis de séparer les cellules GFP
positives des cellules non fluorescentes par un appareil de FACS Vantage Becton
Dickinson. En moyenne, le rendement de marquage des cellules Neuro2a avec les

plasmides d’expression de GFP a été d'environ 30 %.

2.4.4 Extraction de PTARNm
Pour chaque échantillon de cellules Neuro2a transfectées, I’ARNm est extrait
a partir d’un nombre équivalent de cellules obtenues par FACS (5*10°) a I’aide du kit
Oligotex mRINA (Qiagen). 5*10° cellules GFP positives sont directement récupérées
et lysées dans 600 puL de tampon de lyse OL1 lors du tri par FACS. 30 pL de B-
mercaptoéthanol est ajouté pour chaque 1 mL du tampon OL1 avant I’utilisation. La

liaison d'ARNm, via sa queue polyA, sur les billes de résine qui sont recouvertes
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d’oligo(dT) et I'élimination des ARNt sont suivies par I'élution de 'ARN.
Les ARNm des cellules NeuroZa et P19 sont extraits des cellules non

transfectées selon le méme protocole du kit Oligotex mRNA (Qiagen).

2.4.5 RT-PCR

La technique de RT-PCR est effectuée avec la trousse Superscript II RT
(Invitrogen) de la maniére suivante :

Un volume de réaction de 20 pL est utilisé pour 50 ng d’ARNm.

Les composants suivants sont ajoutés a un tube de microcentrifugation sans
nucléase : 1 pL. d’oligo dT18 (500 pg/ pL), 50 ng d’ARNm, 1 pL. dNTP Mix (10 mM
chacun) et de I’eau distillée stérile. Le mélange est chauffé a 65 °C pendant 5 minutes
pour dénaturer les structures secondaires de 'ARN et est incubé dans la glace. 4 pL
de tampon First-Strand 5%, 2 pL de DTT 0.1 M et 1 pL de Vinhibiteur de RNase
RNaseOut (invitrogen) sont ajoutés suivie d'une incubétion a 42 °C pendant 2 minutes
pour permettre 1’attachement de 1’oligo dT18 a la séquence poly A de ’ARNm. 1 pL
(200 unités) de SuperScript II RT est ajouté. I.’échantillon est incubé a 42 *C pendant
50 minutes pour la synthése de 'ADNc. Ensuite, la réaction est inactivée en chauffant
a 70 °C pendant 15 minutes. )

Un fragment de l’ADNc de Pax3 (287 pb) est amplifié par PCR avec les
oligonucléotides suivants qui sont désignés pour passer par dessus un intron afin de
détecter une possible contamination par I’ADN génomique par la présence d’un
produit de P\CR plus grand:

5'-CTGCCAACATACCAGCTGTCG-3' (sens)
5'-CCACCGTGGTTGGTCAGAAGTC-3' (antisens)

Pour la normalisation, un PCR est aussi fait pour GAPDH (530 pb) avec les
oligonucléotides suivants:

5-TCCTGCACCACCAACTGCTTAGC-3' (sens)
5-AGGTCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' (antisens)
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L'amplification PCR est faite en utilisant ’ADN polymérase Go Taq
(Promega). Pour chaque condition de transfection initiale, un échantillon de la
réaction de PCR est recueilli a 15, 20, 25 et 30 cycles de 35 secondes a 96 °C, 30
secondes a 61 °C et 45 secondes a 72 °C.

Afin d'identifier les facteurs présents dans les cellules Neuro2a et P19, une

PCR est effectuée sur les ADNc avec les oligonucléotides suivants:

Sox2.A

5-TGTCGCACATGTCAGGGCTGGAC-3' (sens)
Sox2.1

5-CGCCCTCAGGTTTITCTCTGTACAA-3 (antisens)
Brnl.A

5-GGACATCTCGTTTATACTGTGGTG-3' (sens)
Brnl.1

5-CCCAAAGACTTGAATATGGCCAAG-3' (antisens)
Bm2.A

5-TTGGAAGAGGCAGACTCATCCTCG-3' (sens)
Brn2.1

4 5-AGTTAGAGGGAAAACAGAGGTCCC-3' (antisens)

Brnd4.A

5-TCCTGCCACGATCTCTGACTGGA-3' (sens)
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Brn4.1

5-TGCGTGCGTGTTTGCCTGAGCG-3' (antisens)
Oct6.A

5-TGTGCAGTGACCCTGCGGACTG-3' (sens)
Oct6.1

S-ATTCTGGATCTTCCGCTGCTCTC-3' (antisens)

L'amplification PCR est faite en utilisant I’ADN polymérase Platinum Taq
(Invitrogen) a 35 cycles de 30 secondes a 96 °C, 30 secondes a 62 °C et 45 secondes a
68°C. |

Ensuite, les produits de PCR sont fractionnés selon leur taille sur un gel
d’agarose 1.5% contenant du bromure d'éthidium 0.001% baignant dans une solution
de TAE IX (Tris-acétate 40 mM ; EDTA 1 mM; pH 8,0). Le temps de la migration des
échantillons dans le gel d'agarose varie en fonction de la taille des fragments a séparer
et de la concentration du gel. Le marqueur de taille déposé est le "100 pb ladder”
(Biobar) pour estimer la taille d'un fragment. Aprés migration, le gel éclairé aux UV
est photographié par une caméra CCD. La mesure de l'intensité des bandes a été

effectuée a l'aide du programme Image.

2.4.6 Extraction des protéines cellulaires
Pour I’extraction des protéines cellulaires, les cellules Cos7 non transfectées
ou transfectées évec un des plasmides d'expression de Cdx1, Cdx2, Cdx4, Flag-EnR
ou Flag-EnRCdx1 sont centrifugées a 7000 rpm pendant 30 secondes et les culots
sont resuspendus dans 200 uL. du tampon TpTx-100 déja gardé sur glace (Tris 20
mM pH 8.0, NaCl 25 mM, MgCl, 1.5 mM, EGTA 1 mM, Triton Tx-100 1%, Glycérol
10%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, Aprotinin 1 pg/mL, Leupeptin 1 ug/mL, Pepstatin 1
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pg/mL). Les échantillons sont incubés dans la glace pour 15 minutes, ensuite les
échantillons sont centrifugés pendant 30 minutes a 13000 rpm, les surnageants sont

récupérés. Pour le dosage des protéines, le kit Bio-Rad Dc protein assay est utilisé.

2.4.7 Analyse de I'expression des protéines Cdx et Pax3

2.4.7.1 Electrophorése des protéines sur le gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE)

Les protéines cellulaires (50 pg) sont séparés sur un gel d'entassement (0.13
M Tris-HCl pH 6.8, 5% acrylamide, 0.13% bis-acrylamide, 0.1% de SDS, 0.1%
persulfate  d'ammonium  (PSA), 0.1% TEMED (N, N, N, N-
tetraméthyléthylenediamine)) et ensuite un gel de séparation (375 mM Tris-HC] pH
8.8, 10% acrylamide, 0.3% bis-acrylamide, 0.1 % de SDS, 0.1% PSA, 0.04 %
TEMED).

Les échantillons de protéines totales extraites des cellules Cos7 dans un
tampon de chargement (100 mM Tris-Hel pH 6.8, 4% SDS, 20% glycérol, 100 mM
DTT et 0.2% bromophénol) sont dénaturés pendant 5 min a 95°C puis chargés sur le
gel. La migration est réalisée a 125 volts pendant 2 heures dans du tampon

d'électrophorése (25 mM Tris-base, 250 mM glycine, 0.1 % SDS).

2.4.7.2 Transfert de protéines
Apres la migration, les protéines du gel sont transférées sur une membrane de
Polyvinylidéne difluoride (PVDF) préalablement trempée dans le méthanol pendant
15 secondes puis réhydratée dans I'eau. Le transfert est effectué dans un appareil
(Biorad) pendant la nuit & 25 volts dans un tampon de transfert (25 mM Tris-base,

192 mM glycine, 20% méthanol).
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2.4.7.3 Immunobuvardage

Le blocage de la membrane PVDF contenant les protéines Cdx1, Cdx2, Flag-
EnR, Flag-EnRCdx1 et Gapdh est fait pendant 1 heure a température de la piece dans
une solution de blocage de laitvTBST (10 mM Tris-HCI pH7.4, 0.15 M NaCl, 0.1%
Tween, lait écrémé en poudre 5%). Pour le blocage de la membrane de PVDF avec
les protéines Cdx4 et Pax3, le lait spécial (20 mM Tris-HCI pH7.4, 0.16 M NaCl,
0.1% Tween, lait écrémé en poudre 8%) au lieu de lait/TBST est utilisé. Le western
blot est fait avec un anticorps polyclonal de chévre anti-Pax3 commercial (C-20,
Santa Cruz biotechnologie Inc.) ou avec un anticorps polyclonal de lapin anti-Cdx4
(M-168, Santa Cruz biotechnologie Inc.) dilué dans le lait spécial ou avec un
anticorps polyclonal de lapin anti-Cdx1 ou anti-Cdx2 fournis par le laboratoire du
Professeur David Lohnes ou polyclonal anti-Gapdh (FL-335, Santa Cruz
biotechnologie Inc.) ou monoclonal de souris anti-Flag (Santa Cruz Biotechnology
Inc.) dilués dans le 1lait/TBST suivi d’une incubation pour 1 heure a la température de
la piece. Les dilutions des anticorps sont faites selon le tableau supplémentaire III. Le
lavage de la membrane est fait 3 fois 5 minutes dans le laitYTBST ou le lait spécial.
Ensuite, le deuxiéme anticorps couplé a la HRP ("Horserqdish Peroxidase") soit les
anticorps polyclonal de chévre anti-lapin (403005 Cedarlane) ou polyclbnal de chévre
anti-souris (Santa Cruz Biotechnologies Inc.) ou polyclonal de lapin anti-chévre
(Santa Cruz Biotechnology Inc.) sont ajoutés dans le laityTBST ou le lait spécial,
selon le milieu des anticorps primaires utilisés, suivi d’une incubation pendant 1 h a
la température de la piéce. Le lavage de la membrane est fait 3 fois 5 minutes dans le
laiTBST ou 2 fois dans le lait spécial suivi d’un lavage pendant 5 minutes dans le
TBS 1x pour le cas du lavage dans le lait spécial. Enfin, le lavage de la membrane
avec le substrat de chimioluminescence de HRP (Amersham Biosiences) est effectué
suivi de la détection Enhanced ChemiLuminesce (Amersham Biosiences) a l'aide d'un

film autoradiographique (Kodak).
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2.5 Fonctionnalité des sites potentiels

2.5.1 Mutagenése et co-transfections

Les résultats préliminaires présentés a la figure 6 et I’analyse MatInspector
des séquences du promoteur Pax3 ont démontré qu’il existe une corrélation entre la
transactivation faite par la protéine Cdx2 et la présence de 3 sites potentiels de liaison
potentiels au niveau des NCE (1 site (#1) dans NCE1 et 2 sites (#2 et 3) dans NCE2).
La fonctionnalité de ces 3 sites potentiels de liaison est tout d’abord étudiée par
mutageneése dirigée afin de générer de nouveaux rapporteurs Luciférase du promoteur
Pax3 de 1.6 kb. La mutagenése des sites de liaison potentiels est réalisée avec la
trousse QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) et les
oligonucléotides suivants :

Oligonucléotide 1 (pour la mutation du site #1) :

| ATAAA consensus
5-CAGGAAAAATTCAAATATCATACCAAGAAAAGGGAACTTGAAGCC-3

Oligonucléotide 2 (pour la mutation du site #2) :

TTTAT consensus
5-CAGCTCCTAGCCAAGACGTTGCTTCTTCCATTTTTCCAGCAGTTT-3'

Oligonucléotide 3 (pour la mutation du site #3) :

ATAAA consensus
5-AGTCTGAATGCCATAATACCTTCCTGAGAACAAACGCTGCACCCG-3

Les deux cytosines en italique dans chacun des oligonucléotides sont les sites
mutés par rapport a la séquence du promoteur de Pax3 contenant la séquence
consensus.

Afin de muter chaque site individuellement ou en combinaison, 10 pmol de

chacune des combinaisons d'oligonucléotides mutés, 2.5 pL du tampon 10X, 0.5 uL
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de Quick solution, 2.5 U d’enzyme, de dNTP et le volume approprié de I’eau distillée
stérile sont ajoutés dans chacun des tubes de PCR pour avoir le volume total de 25
pL. Ensuite 1a PCR est effectuée pour 30 cycles des 3 étapes suivantes : 1 minute a 95
°C, 1 minute a 55 °C et 16 minutes a 65 °C. Suite a la PCR, 1 pL de ’enzyme Dpnl
(dépendante de méthylation) est ajouté dans les échantillons qui seront incubés a 37
°C pendant 1 heure pour faire la digestion du plasmide parental qui est méthylé.

Apreés avoir fait la transformation des bactéries E. coli et miniprep, la présence
des mutations dans les plasmides extraits des bactéries est confirmée par le
séquengage (Génome Québec).

Afin de vérifier la fonctionnalité des sites de liaison pour les protéines Cdx au
niveau de NCE et ensuite au niveau de NCE2, 2 séries du sous clonage sont faites.
Tout d'abord, pour obtenir les mutations dans les NCEs, les plasmides produits de la

1* mutagenése sont amplifiés par un PCR avec les oligonucléotides suivants:

S-AGATCTTTGAGTTTGCCTTAATTAGGGGGTG-3'
5-AAGCTTCCCTTCTGAGAAGCGGGGACTTTAAA-3'

L'amplification PCR est faite en utilisant I’ADN polymérase Advantage2
(Clontech) a 35 cycles de 30 secondes a 96 °C, 30 secondés a 62 °C et 45 secondes a
68 °C.

Le plasmide ayant la séquence de NCE2 ayant les mutations au niveau des 2
sites de liaison pour les protéines Cdx est ensuite amplifié par un autre PCR avec les

oligonucléotides suivants:

5-CTCGAGGCTACTGGCAAAGGTGCTCACT-3'

5-AGATCTGGCACAATGGTACCTTCTCTAAGG-3'

L'amplification PCR est faite en utilisant I’ADN polymérase Platinum Taq
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(Invitrogen) a 40 cycles de 30 secondes a 96 °C, 30 secondes a 62 °C et 45 secondes a
68 °C.

Apreés avoir laissé migrer les échantillons des PCR sur un gel d'agarose de 2%,
les bandes sont extraites avec le QIAquick Gel Extraction Kit. Ensuite, les ligations
des différents produits de PCR purifiés avec le vecteur pGEM-T sont faites. La
transformation des bactéries E. coli avec les plasmides des 2 ligations est suivie de
I'isolement des plasmides par miniprep. Les échantillons de digestion des minipreps
positifs sont laissés migrer sur un gel d'agarose de 1%, une extraction des bandes
d'intéréts est faite avec le QlAquick Gel Extraction Kit suivie des ligations
appropriées.

Les nouvelles constructions Pax3pl.6kb-Luciférase, Pax3NCE-Luciférase et
Pax3NCE2-Luciférase sont analysées par co-transfection avec Cdx2 dans les cellules
Neuro2a. Puisque la protéine Cdx2 transactive mieux Pax3 dans les cellules Neuro2a
(Fig. 3.5), la co-transfection de ces cellules avec Cdx2 est faite dans cette étude. La
capacité de ces nouvelles constructions a étre transactivées par Cdx2 est comparée a
celle de Pax3p1.6kb-Luciférase d’origine. La co-transfection de Cdx2 + Pax3p1.6kb-
Luciférase dans les cellules Neuro2a est faite tel que décrit dans la section
"Régulation endogeéne” a la différence qu'elles sont réalisées dans une boite de 24
puits.

Une autre mutagenése est faite sur le site de liaison pour Brnl au niveau de
NCE2 avec la trousse QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) et
l'oligonucléotide suivant:

TAATAAA consensus
5-CAGCAGTTTAGTCTGAATGCCATACGCAATICCTGAGAACA-3'

Les bases nucléiques cytosine-guanine-cytosine en italique dans
l'oligonucléotide sont les sites mutés par rapport a la séquence de NCE2 contenant la
séquence CONSensus.

Les transfections sont faites en triplicata et répétées trois fois. Pour chaque

construction Pax3pl.6kb-Luciférase (mutée et non mutée), Pax3NCE-Luciférase
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(mutée et non mutée), Pax3NCE2-Luciférase (mutée et non mutée) et Pax3POU-
Luciférase (mutée et non mutée), 100 ng du rapporteur Luciférase sont co-transfectés
avec 10 ng de Cdx2 ou du vecteur vide (pIRES2.EGEP). Les cellules sont incubées

pendant 48 heures a 37 °C pulis le protocole suivant est utilisé pour I’essai Luciférase.

2.5.2 Essai Luciférase

La lyse de 5*10* cellules Neuro2a qui ont été transfectées dans les boites de
24 puits est préparée en mettant 200 puL. du tampon de lyse (Tris 0.1 M pH 8.0, NP-40
1%, 5 pL de DTT 1 mM) dans chaque puit. I’essai de Luciférase est fait sur la lyse
des cellules Neuro2a en mélangant 20 pL des extraits de cellules Neuro2a avec 100
L du tampon de I’essai de Luciférase (Glycyl glycine 25 mM, MgSO4 15 mM, KPO,
pH 7.8 15 mM, EGTA pH 7.8 4 mM, ATP 2 mM, DTT 2 mM) par tube, ensuite on
ajoutera 50 pL de Luciférine (0.3 mg/mL). La préparation des échantillons de l'essai
Luciférase est faite en triplicata. La quantification de la luminescence est faite avec
un appareil EG&G Berthold Lumat LB 9507 suivi d'une normalisation des résultats

par la quantité de protéines des échantillons analysés.
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RESULTATS

3.1. Les cellules Neuro2a expriment la protéine GFP 48 h aprés les transfections
Tout d’abord, dans le but de vérifier la morphologie, la viabilité et le
rendement du marquage des cellules Neuro2a transfectées avec les plasmides
d'expression de GFP ayant les séquences d'une de protéines Cdx1, Cdx2, Cdx4, Flag-
EnRCdxl ou Flag-EnR, nous avons analysé les images des cellules par la
microscopie de fluoresence a 24 h et 48 h aprés les tranfections. Le marquage des
cellules Neuro2a avec GFP était peu visible aprés 24 h de transfection, mais elle était
observable 48 h apres les transfections. Les cellules étalées dans les pétris de 10 cm et
les boites de 24 puits étalent viables aprés avoir été transfectées avec 5 pg de
plasmides d'expression de GFP. Afin de déterminer le rendement du marquage des
cellules NeuroZ2a, la technique de FACS a été utilisée. 30% a 40% des cellules étaient

GFP positives (fig. 3.1.A a E).

3.2 Immunobuvardage des protéines Cdx1, Cdx2, Cdx4, Flag-EnRCdx1, Flag-
EnR extraites des cellules Cos7 )

Afin de vérifier si les protéines Cdx1, Cdx2, Cdx4, Flag-EnRCdx1 et Flag-
EnR s'expriment dans les cellules suite a une transfection de leur plasmide
d'expression IRES-EGFP, une analyse par immunobuvardage a été faite 48 h apres
transfections dans les cellules Cos7. Ces protéines ont été observées sur la membrane

de PVDF (fig. 3.2.).

3.3 Les facteurs de transcription Cdx régulent I’expression de Pax3 endogéne

Dans le but d’étudier la régulation de I’expression du gene Pax3 par les

facteurs de transcription Cdx (Cdxl, 2 et 4) dans les cellules Neuro2a, les
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E)

Figure 3.1: Marquage des cellules Neuro2a avec les plasmides d'expression

des Cdx ou du dominant négatif Flag-EnRCdx1. Les cellules Neuro2a
transfectées avec les plasmides d'expression de (A) Flag-EnRCdx1, (B) Flag-
EnR, (C) Cdx1, (D) Cdx2 et (E) Cdx4 (n=3 pour les échantillons).
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Figure 3.2: Expression des protéines Flag-EnR, Flag-EnRCdx1, Cdx1, Cdx2 et
Cdx4 dans les cellules Cos7 mesurée par Western blot. Les échantillons d'extraits
protéiques des cellules Cos7 non transfectées sont les contrdles représentés a
gauche de chaque échantillon dans l'image des gels (n=1). La protéine détectée dans

le contrdle pour Cdx4 observée a 30 kD ne correspond pas a la protéine Cdx4.

transfections de ces cellules dans les plaques de 10 cm ont été faites avec les
plasmides d’expression des Cdx. 48 h apres transfection et triage par FACS, les
ARNm extraits des cellules GEFP positives ont permis de mesurer |’expression de
Pax3 par RT-PCR semi-quantitatif. La RT-PCR utilisant les amorces spécifiques pour
Pax3 démontre une surexpression significative de I’ARNm de Pax3 endogéne dans

les cellules NeuroZ2a transfectées avec les plasmides d’expression de Cdx1, Cdx2 et
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Figure 3.3: Régulation de V’expression de ’ARNm de Pax3 dans les cellules
Neuro2a suite aux transfections avec chacun des plasmides d’expression des
Cdx (Cdx1, 2 et 4) et de Flag-EnRCdx1. (A) L’expression d’ARNm de Pax3
mesurée par RT-PCR semi-quantitatif 48 h aprés la transfection des cellules
Neuro2a avec les plasmides d’expression des Cdx (Cdx1, 2 et 4) et le dominant
négatif EnRCdxl. (B) Analyse des niveaux d’expression d’ARNm de Pax3
endogene. Le niveau d’expression d’ARNm a 35 cycles a été quantifié par
densitométrie. Les valeurs ont été normalisées par 1’expression de Gapdh.
L’expression de Gapdh a été inclue comme un contréle interne. Ctl représente
Iextrait d’ARNm de cellules transfectées avec Flag-EnR servant de contréle

négatif. (n=3 pour les échantillons).

P
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Cdx4 ainsi qu'une diminution de son expression dans les cellules Neuro2a
transfectées avec le plasmide d’expression du dominant négatif Flag-EnRCdx1 (fig.
3.3.A). Gapdh a servi comme un contrdle interne (fig. 3.3.A). Les expressions de
I’ARNm de Pax3 endogéne dans les cellules Neuro2a transfectées avec les plasmides
d’expression de Cdx1, Cdx2, Cdx4 et EnRCdxl ont été comparées dans le
diagramme suivant (fig. 3.3.B). Donc, les résultats confirment que les Cdx

augmentent 1’expression de Pax3 endogene, alors que le dominant négatif la diminue.

3.4 D’expression de Pax3p1.6kb-Luciférase augmente en présence des protéines
Cdx et diminue en présence de Flag-EnRCdx1 en fonction de la concentration

Afin de vérifier si les Cdx augmentent Iexpression de Pax3p1.6kb-Luciférase
et si le dominant négatif Flag-EnRCdx1 la diminue dans les cellules Neuro2a, les
échantillons de transfection de ces cellules avec les plasmides d’expression des Cdx
et du dominant négatif dans les boites de 24 puits ont été analysés par l’essai
Luciférase 48 h aprés les transfections. Le plasmide d’expression de Flag-EnR est
utilisé comme controle négatif afin de vérifier si l'expression de Pax3 ne diminue pas
en présence du domaine répresseur de EnR seul. Tel qu’attendu, 1’expression de
Pax3p1.6kb-Luciférase n’a pas changé suite a la transfection des cellules NeuroZ2a
avec le plasmide d’expression de Flag-EnR (fig. 3.4.A) et elle a diminué en présence
de Flag-EnRCdx1 (fig. 3.4.B), alors que 1’augmentation en fonction de la
concentration de son expression en présence des Cdx suivie d’une diminution en

présence de Flag-EnRCdx1 ont été observées (fig. 3.5.A, B et C).

3.5 La fragmentation du promoteur proximal de Pax3 montre une réponse a
Cdx2 au niveau de NCE1 et NCE2

Pour analyser les sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx sur le
promoteur proximal de Pax3, le logiciel MatInspector a été utilisé. Cette analyse a
suggéré la présence de 4 sites potentiels pour les Cdx sur le promoteur proximal de

Pax3 dans la région des NCEs (un site sur NCE1 et 2 sites sur NCE2) ainsi que dans
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Figure 3.4: Régulation de ’expression de Pax3p1.6kb-Luciférase suite a la
transfection des cellules Neuro2a avec les plasmides d’expression de Flag-
EnRCdx1 ou Flag-EnR. Effet spécifique du dominant négatif EnRCdx1 sur
I’expression de Pax3pl.6kb-Luciférase dans les cellules Neuro2a. Notez (A)
l'absence de changement en présence du controle négatif Flag-EnR et (B) la
diminution en fonction de la concentration de l'expression du géne rapporteur en
présence de Flag-EnRCdx1 (n=3 pour les ééhantilloné). Les valeurs ont été

normalisées pour la quantité de protéines totales.

le promoteur minimal, un promoteur dont la présence est nécessaire pour l'expression
de Pax3. Pour vérifier l'activité des :sites de liaison pour les protéines Cdx sur le
promoteur proximal de Pax3, des délétions de ce promoteur ont été faites suivies
d’essais Luciférase. Les domaines de réponse aux protéines Cdx ont été localisés au

niveau de NCE1 et NCE2, préalablement décrits (Milewski et al., 2004) (fig. 3.6).
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Figure 3.5: Régulation de V’expression de Pax3pl.6kb-Luciférase suite a la
transfection des cellules Neuro2a avec les plasmides d’expression de Flag-
EnRCdx1 et des protéines Cdx (Cdx1, 2 et 4). Effet de ’addition de (A) Cdx1,
(B) Cdx2, (C) Cdx4 et F-EnRCdx1 sur 1’expression de Pax3pl.6kb-Luciférase.
Notez l'augmentation en fonction de la concentration de 1’expression de
Pax3p1.6kb-Luciférase en présence des protéines Cdx (2 a 4) et la diminution de
I’expression de Pax3pl.6kb-Luciférase en présence de Flag-EnRCdx1 et des
protéines Cdx (5 et 6) (n=3 pour les échantillons). Les valeurs ont été normalisées

pour la quantité de protéines totales.
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Figure 3.6: Activité des fragments du promoteur proximal de Pax3 en
réponse a Cdx2. Notez l'activité maximale du promoteur proximal de pax3 au
niveau des NCEs et son activité minimale au niveau du promoteur minimal (n=3
pour les échantillons). Les valeurs ont été normalisées pour la quantité de

protéines totales.

3.6 Les mutations des sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx ne
diminuent pas une réponse du promoteur proximal de Pax3 a Cdx2

Pour étudier 1’effet de mutation sur les sites potentiels de liaison des facteurs
de transcription Cdx1, 2 et 4 dans les NCE (NCE1 (1 site) et NCE2 (2 sites) du
promoteur proximal de Pax3, les transfections des cellules dans les boites de 24 puits
ont été faites avec les plasmides d’expression des Cdx et les plasmides ayants les
mutations en combinaison des 3 sites de liaison des Cdx sur le promoteur proximal
1.6 kb de Pax3. 48 h aprés les transfections, les échantillons ont été étudiés par essai

Luciférase afin de mesurer I’activité du promoteur proximal 1.6 kb de Pax3. La
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séquence de NCE est comparée avec les oligonucléotides ayant plusieurs mutations
pour 1'étude de fonctionnalité des sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx
(fig. 3.7). Toutefois, la simple, double ou méme triple mutation des sites potentiels de
liaison pour les protéines Cdx sur ce promoteur ne montre pas de changement au
niveau de l'activité (résultats non montrés et fig. 3.8.A). On a donc émis 1'hypothése
de la présence de sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx en dehors de la
région des NCEs du promoteur 1.6 kb de Pax3 afin de diminuer la zone d'analyse de
ces sites. On s'est alors focalisé a étudier l'effet de mutagenese des sites potentiels de
liaison pour les protéines Cdx au niveau des NCEs seuls. Pour ce faire, cette région a
été sous-clonée dans le vecteur PXP2, suivi de l'essai Luciférase. Cette expérience a
montré que les mutations des 3 sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx sur
NCE1 et NCE2 ne diminuent pas l'activité du promoteur proximal de Pax3 au niveau
des NCEs seuls (fig. 3.8.B). Ensuite, on a émis I'hypothése de la présence de sites
potentiels de liaison pour les protéines Cdx dans la région de 156 bp entre NCE1 et.
NCE2. Donc, un autre sous clonage a été fait sur la région NCE2 seule ayant la
mutation au niveau des 2 sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx dans le
méme vecteur, suivi par un essai Luciférase. Cette recherche n'a pareillement montré

aucune diminution de l'activité de NCE2 en réponse a une protéine Cdx (fig. 3.8.C).

3.7 Les co-facteurs potentiels des Cdx sont régulés dans les cellules Neuro2a et
P19

Puisque les mutations des sites potentiels de liaison pour les protéines Cdx au
niveau de NCE1 et NCE2 n'ont pas diminué I'activité du promoteur de Pax3, nous
avons émis comme hypothése l'éxistence de co-facteurs potentiels des Cdx qui sont
exprimés dans les cellules Neuro2a. Plus précisément, il faut que les co-facteurs pour
les Cdx soient présents dans les cellules Neuro2a et absents dans les cellules non-
neurales car la transactivation du promoteur proximal de Pax3 par les protéines Cdx
fonctionne bien dans les cellules Neuro2a et beaucoup moins bien dans les cellules

non-neurales comme les cellules P19 et F9 (résultats non montrés). On s'est intéressé
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a étudier la présence des facteurs neuraux dans les cellules. Une étude par RT-PCR
sur les cellules Neuro2a et P19 a montré que les transcrits de Brnl, Bm2, Brn4 et
Sox2 sont présents dans les cellules Neuro2a (fig. 3.9). Parmi ces transcrits,

seulement Sox2 est présent dans les cellules P19 (résultats non montrés).

TAATTAGG GGGTGGGCAA GTAGGATTGG GGGCCTGAGT TCACATCAAA
ATTAATCC CCCACCCGTT CATCCTAACC CCCGGACTCA AGTGTAGTTT

ICTGTCAAAG GAGATGGGGG GGGGGAGGAC ATGGAGAGAG GGTTGGAGGA TTCAGGGGCA Ll
[TGACAGTTTC CTCTACCCCC CCCCCTCCTG TACCTCTCTC CCAACCTCCT AAGTCCCCGT =

GGAAAAATTC  AAATATCIATA AAAAGAAAAG GGAACTTGAA GCCCAGAAGT CATTGTTTCC
CCTTTTTCCG  TTTATAG[TAT TTITTCTTTTC CCTTGAACTT CGGGTCTTCA GTAACAAAGG

TTTATTTCAA AGGGGAAAAA ACCTGCCTGA TTCTCATCCT  TTTGATTGAT TAA lGGCCCTG
IBMAATAAAGTT  TCCCCTTTTT TGGACGGACT AAGAGTAGGA AAACTAACTA ATT CCGGGAC

AATACCTCTC GGCCCCAGAG TGACAGTCCC TGAATAGACT TGAGGGAATA AAGAGCAGCG
TTATGGAGAG CCGGGGTCTC ACTGTCAGGG ACTTATCTGA ACTCCCTTAT TTCTCGTCGC

CAGAACGTGG GGCTGGCACG GGAGGGGGGT GTAAGGGAGG AGTGTTCGCT GGCACTTACC
GTCTTGCACC CCGACCGTGC CCTCCCCCCA CATTCCCTCC TCACAAGCGA CCGTGAATGG

AAGTTATAAA  TAAAAGGCTA GG[CACAATGG TACCTTCTCT AAGGATAGAC AGTCTTTACA |
TTCAATATTT ATTTTCCGAT CCIGTGTTACC ATGGAAGAGA TTCCTGTCTG TCAGAAATGT

ACACTCCTGG CGTCATATCC TGCTGGGGAC ACTTCAGCTC CTAGCCAAGA CGTTGCTTCT
TGTGAGGACC GCAGTATAGG ACGACCCCTG TGAAGTCGAG GATCGGTTCT GCAACGAAGA

W\TTTTC CAGCAGTTTA GTCTGAATGC CATA[ATAAAT TCCTGAGAAC AAACGCTGCA
IAAATAAAAAG GTCGTCAAAT CAGACTTACG GTAT [TATTT A AGGAGTCTTG TTTGCGACGT

CCCGGGCAAA ACCTCAACAT ATAGATGCAA GTGCATCGGG GATGAATGTG TACGTGGAGA
GGGCCCGTTT TGGAGTTGTA TATCTACGTT  CACGTAGCCC CTACTTACAC ATGCACCTCT

7
“

NCE?

TTTAAAGTCC CCGCTTCTCA GAA
AAATTTCAGG GGCGAAGAGT CTT

Figure 3.7: Séquence de NCE. Les NCE1 et NCE2 ainsi que les 3 sites

potentiels de liaison pour les protéines Cdx sont identifiés.



44

(A) (B)
60 - 60 ~
507 50 - JT
E o F |
£ Z 40J I
E J 3 |
z > |
& 3 30 , !
é 20 = g 20 i
10+ i o 104 ] \
| i t
P ] ‘ PR —— N | {
T T T 1 9 L —T T —
Pax3-Luc + i . PaxINCE Lue =
Paxd “lwe - - ¢ BaxNCE 7 Lue : ' -
iy . . . Cas?
(€
206 4
2156~
5
3
g 100
a.
% 504 ; i ‘
| 4l
G — ™ 14) 1
PanINCE2-Luc + -
PaxINCEZ ™ [ue - . ¢ N

ca R
Figure 3.8: Effet de la mutation des sites potentiels de liaison pour les
protéines Cdx sur le promoteur proximal de Pax3. (A) L’activité du promoteur
proximal de Pax3 mesurée par 1’essai Luciférase 48 h apres la transfection des
cellules Neuro2a avec les plasmides d’expression de Cdx2 et NCE ayant les 3 sites
potentiels de liaison non mutés et mutés pour les protéines Cdx. L’activité du
promoteur de Pax3 ne diminue pas malgré la mutation des 3 sites de liaison pour
les Cdx. Les mémes résultats sont montrés pour (B) la région NCE et (C) la région
NCE2 de ce promoteur (n=3 pour les échantillons). Les valeurs ont été normalisées

pour la quantité de protéines totales.
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Figure 3.9: Régulation des co-facteurs potentiels des Cdx dans les
cellules Neuro2a. L'expression dARNm de (1) Sox2, (3) Brnl, (5) Bm2 et
(7) Brn4 mesurée par RT-PCR sur les cellules NeuroZ2a. Les produits de PCR
des échantillons controles de RT (sans l'enzyme RTase) pour Sox2, Brnl,

Brn2 et Brn4 ont migré dans les pistes 2, 4, 6 et 8 respectivement.

3.8 Une synergie existe entre les facteurs de transcription Cdx et Brnl sur la
région NCE2 de Pax3

Parmi les facteurs neuraux présents dans les cellules Neuro2a selon la figure
3.9, on s'est intéressé a étudier l'interaction entre Brnl et Cdx2 car le site potentiel de
liaison pour Brnl se trouve dans la région de NCE2 sur le promoteur proximal de
Pax3 (Pruitt et al., 2004). L’inteféction des protéines Cdx et Bl sur le promoteur
proximal de Pax3 a été analysée par 1’essai Luciférase. Les échantillons de cellules
Neuro2a transfectées avec les plasmides d’expression de Cdx2, Brnl et la région
NCE2 de Pax3 ont été étudiés 48 h aprés les transfections. Une synergie entre les
protéines Cdx2 et Brnl sur la région NCE2 de Pax3 est observée pour les doses 1.25
ng de chacun des plasmides d’expression de Cdx2 et Brn1 (fig. 3.10.A) et 2.5 ng de
chacun de ces plasmides (fig. 3.10.B). Pour les doses des plasmides d'expression de
Cdx2 et Brn1 supérieures a 5 ng cette synergie n'a pas été observée. La synergie entre
les protéines Cdx2 et Brnl a aussi été observée dans les cellules P19 (résultats non

montrés).
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3.9 La mutation du site de liaison pour Brnl ne diminue pas P’activité de la
région NCE2 de Pax3

L'activité de la région NCE2 de Pax3 suite a la mutation du site de liaison
pour Brnl a été mesurée par l'essai Luciférase. Les expériences sur les cellules
Neuro2a montrent que cette mutation ne change pas l'activité de ce promoteur 48 h
apres les transfections des cellules pour les doses de 1.25 ng de chacun des plasmides

d’expression de Cdx2 et Brnl (fig. 3.11.A) et de 2.5 ng de chacun de ces plasmides
(fig. 3.11.B).
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Figure 3.10: Synergie entre les facteurs de transcription Cdx2 et Brnl sur la
région NCE2 de Pax3. L’activité de la région NCE2 de Pax3 mesurée par essai
Luciférase 48 h aprés la transfection des cellules Neuro2a avec les plasmides
d’expression de Cdx2 et Brnl. (A) 1.25 ng de chacun des plasmides sont
transfectés dans les cellules Neuro2a. (B) 2.5 ng de chacun des plasmides sont
transfectés dans les cellules Neuro2a. (n=3 pour les échantillons). Les valeurs ont

été normalisées pour la quantité de protéines totales.
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Figure 3.11: Synergie entre les facteurs de transcription Cdx et Brnl malgré
la mutation du site de liaison pour Brnl sur la région NCE2 de Pax3.
L’activité de la région NCE2 de Pax3 mesurée par essai Luciférase 48 h aprés la
transfection des cellules Neuro2a avec les plasmides d’expression de Cdx2 et
Brnl. (A) 1.25 ng de chacun des plasmides sont transfectés dans les cellules
Neuro2a. (B) 2.5 ng de chacun des plasmides sont transfectés dans les cellules
Neuro2a (n=3 pour les échantillons). Les valeurs ont été normalisées pour la

quantité de protéines totales.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Depuis plusieurs années les recherches sur la neurulation ont focalisé sur
I'étude des voies de signalisation et la régulation de génes impliqués. La régulation du
gene Pax3 par la voie Wnt n'a pas été connue. Les études précédentes ont montré la
régulation des génes Cdx par les protéines Wnt.

Des études précédentes similaires a notre étude ont montré que le géne Gbx2,
une cible directe de la voie de signalisation Wnt, est un des premiers facteurs de
l'induction de la créte neurale et I'expression du géne Pax3 est régulée indirectement
par la protéine Gbx2 qui est un répresseur (Li et al., 2009). La fonction de Gbx2 sur
l'induction de la créte neurale est toutefois antérieure c'est-a-dire au niveau du
cerveau, alors que celle des Cdx est postérieure c'est-a-dire au niveau du tronc. Leé
geéne Pax3 est en effet aussi exprimé dans les cellules de la créte neurale antérieure
(Monsoro-Burg et al., 2005).

Des études préliminaires réalisées par notre laboratoire ont montré la co-
expression du géne Pax3 avec les protéines Cdx dans I'embryon caudal ainsi que la
co-expression des geénes Cdx et Pax3 dans les cellules Neuro2a. De plus, dans le
cadre de cette étude, la diminution de 'expression de Pax3 dans le tube neural dorsal
d’un  embryon Cdx1” de 6 somites a été démontré (fig. 1.6).

Dans cette recherche, nous nous sommes intéressés a la régulation de
I'expression de Pax3 par les facteurs de transcription Cdx. La lignée cellulaire que
nous avons choisie était Neuro2a qui eét la dérivée des cellules de la créte neurale,
étant donc proche au modéle embryonnaire. Le géne Pax3 est exprimé dans les
cellules Neuro2a. Nous avons démontré par essai Luciférase que le niveau
d'expression de Pax3 augmente en présence des protéines Cdx (Cdxl, 2 et 4) et

diminue avec le dominant négatif Flag-EnRCdx1. De plus, nous avons démontré que
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la transfection du plasmide d'expression de Flag-EnR ne change pas le niveau

d'expression de Pax3.

4.1 Régulation endogeéne de Pax3 par les protéines Cdx et le dominant négatif
EnRCdx1

4.1.1 L'induction de I'expression endogeéne de Pax3 par les Cdx
Nos résultats obtenus par RT-PCR montrent l'induction de l'expression
endogene du gene Pax3 par les facteurs de transcription Cdx dans les cellules
Neuro2a (fig. 3.3). Par ailleurs, une RT-PCR sur les mémes cellules a montré la
présence des Cdx (fig. 1.7). Puisque les cellules Neuro2a sont les dérivées des
cellules de la créte neurale, ces résultats suggérent que I'expression de Pax3 peut &tre

aussi induite par les Cdx dans les cellules de la créte neurale in vivo.

4.1.2 La diminution de |'expression endogene de Pax3 par Flag-EnRCdx1

Notre étude par RT-PCR a aussi montré la diminution de 1’expression
endogéne de Pax3 par le dominant négatif Flag-EnRCdx1 (fig. 3.3). Pourtant ce
résultat ne montre pas la spécificité de l'effet répresseur du dominant négatif Flag-
EnRCdx1. Pour montrer cela, Gapdh a été utilisé comme controle afin de montrer la
spécificité de EnRCdx1. De plus, nous avons étudié l'effet du dominant négatif Flag-
EnRCdx1 sur l'activité des promoteurs Galectinel et Syncitine2 (fig. 6.1). Cette étude
a montré que ce dominant négatif ne diminue pas l'activité de ces deux promoteurs
qui ne sont pas des cibles Cdx (résultats supplémentaires). Par ailleurs, on attend que
les protéines de fusion EnRCdx2 et EnRCdx4 diminuent aussi i'expression de Pax3
car les domaines de liaisons a I'ADN des Cdx montrent une similarité structurale
entre elles. Notre étude a montré que ce dominant négatif ne diminue pas 'expression
de Gapdh dans les cellules Neuro2a. De plus, Flag-EnR n'a pas diminué 1'expression
de Pax3 dans les cellules Neuro2a (fig. 3.3A).



51

4.2 I’augmentation et la diminuation de I'expression de Pax3p1.6kb-Luciférase
en présence des protéines Cdx ou de Flag-EnRCdx1 en fonction de la
concentration

Selon I'étude que nous avons faite sur I'expression de Pax3pl.6kb-Luciférase
dans les cellules Neuro2a, la présence des Cdx augmente l'expression de Pax3p1.6kb-
Luciférase d'une facon en fonction de la concentration (fig. 3.5). Ce résultat suggére
I'effet spécifique des Cdx sur l'activité du promoteur proximal de Pax3.

Les dominants négatifs ayant le rdle de répresseur sur l'activité des différents
promoteurs sont largement utilisés. Des études précédentes ont montré le role des
dominants négatifs EnRMeox1 et EnRSox15 dans la diminution de l'expression de
Pax3 dans les cellules différenciées P19 (Petropoulos et al., 2004; Savage et al.,
2009). Une autre étude du dominant négatif EnRMef2c a montré l'effet de répression
de l'expression de Mef2c par ce dominant négatif chez les cardiomyoblastes
(Karamboulas et al., 2006). Ces auteurs ont aussi démontré que ce dominant négatif
diminue l'expression des genes cibles y compris GATA4 et BMP4. De plus,
'expression d'un dominant négatif EnRNkx inhibe la cardiomyogeénese induite par
Me(2)SO dans les cellules P19, mais pas la myogenése skeletal. L'effet de EnRNkx
sur l'inhibition de ]'expression des marqueurs de cardiomyoblastes comme GATA-4 et
MEF2C est spécifique car les marqueurs de mésoderme comme Brachyury T et

WntSb ne sont pas inhibés par ce dominant négatif.

4.3 Fragmentation du promoteur proximal de Pax3 au niveau des sites de liaison
pour les protéines Cdx

Notre étude sur les différents fragments du promoteur proximal de Pax3 nous
a montré une forte activité pour les Cdx dans les deux régions NCE1 et NCE2 en
réponse a Cdx2. De plus, la présence de la région de ce promoteur entre le NCE et Je
promoteur minimal ne change pas l'activité du promoteur proximal de Pax3. Par
ailleurs, nous n'avons pas observé une forte activité dans le promoteur minimal en

réponse a Cdx2, malgré la présence d'un site potentiel de liaison pour les Cdx sur ce
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promoteur (fig. 3.6). Le promoteur minimal a été utilisé car il contient le site
d'initiation pour la transcription et donc sa présence est nécessaire pour l'expression

de Pax3 dans les cellules Neuro2a.

4.4 Mutation des sites de liaison pour les Cdx sur le promoteur proximal de Pax3

Notre étude de mutation des sites de liaison pour les Cdx dans la région NCE

du promoteur proximal de Pax3 n'a pas montré la diminution d'induction de Pax3 par

les Cdx, ce qui pourra étre expliqué par la présence d'autres facteurs de transcription
sur ce promoteur qui peuvent interagir avec les Cdx.

Une étude a révélé précédemment la présence de deux sites de liaison pour les
facteurs de transcription POU classe III sur le promoteur proximal de Pax3 (Pruitt et
al., 2004). Notre étude sur les niveaux de l'expression de Pax3 par les Cdx dans les
cellules Neuro2a par l'essai Luciférase a démontré que l'induction de Pax3 par la
protéine Cdx2 était plus forte que celle par Cdx1 ou Cdx4 (fig. 3.5). Donc, on s'est
intéressé a étudier l'interaction entre les protéines Cdx2 et un des facteurs de la

famille Pou classe III, Brn1, sur le promoteur proximal de Pax3.

4.5 Régulation des co-facteurs potentiels des Cdx dans les cellules Neuro2a et
P19 E

Afin de vérifier la présence des co-facteurs pour les Cdx dans la régulation de
Pax3, on a procédé a l'étude par RT-PCR. Cette étude a démontré la présence de
plusieurs transcrits dans les cellules Neuro2a qui sont absents dans les cellules P19.
Sox2 et les facteurs de famille Pou classe III y compris Brnl, Brn2, Brn4 sont
présents dans les cellules Neuro2a (fig. 3.9), fnais seul Sox2 est présent dans les
cellules P19 (résultats non montrés). On peut conclure par ces résultats que les co-
facteurs Brnl, Brn2 et Brn4 peuvent interagir avec les protéines Cdx afin de réguler

I'expression de Pax3 dans les cellules Neuro2a, mais puisque Sox2 n'est pas un
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facteur propre aux cellules Neuro2a et il est aussi présent dans les cellules P19, il est

exclu de notre étude.

4.6 Synergie entre les protéines Cdx et Brnl sur le promoteur proximal de Pax3

Nous avons démontré une synergie entre les protéines Cdx2 et Brnl sur le
promoteur proximal de Pax3. Les résultats obtenus par l'essai Luciférase suggérent
que cette synergie est plus forte pour les doses 1.25 ng de chacune de ces protéines
par rapport aux doses 2.5 ng pour ces mémes plasmides. Cependant, la mutation du
site de liaison pour Brnl ne diminue pas cette synergie. Ces résultats peuvent
suggérer que d’autres facteurs de transcription sur le promoteur de Pax3 prennent la
reléeve de Brn1 pour la synergie avec Cdx2. En plus, l'apparition de la synergie entre
les protéines Cdx2 et Brnl malgré la mutation du site de Brnl pourrait s'exphquer par
la présence d'autres co-facteurs pour Cdx2 y compris Zic2 (I. Tremblay, résultats non
publiés) qui forme un plus grand complexe avec Cdx2 et Brnl. La perte de synergie
entre les co-facteurs Cdx2 et Brnl pour les doses des plasmides d'expression de Cdx2
et Brnl supérieurs a 5 ng nous permet de conclure que l'effet synergique entre les co-
facteurs sur le promoteur proximal de Pax3 est en fonction de la concentration. Donc,
le fait que la synergie entre les facteurs de transcription Cdx2 et Brnl est en fonction
de la concentration signifie que la présence de plus d'une quantité précise de ces

protéines peut bloquer cette synergie sur le promoteur proximal de Pax3.

4.7 Mutation du site de liaison pour Brn1 sur le promoteur proximal de Pax3
Notre étude a montré un effet synergique entre les protéines:Brnl et Cdx2 sur
le promoteur proximal de Pax3. Pourtant, la mutation du site de liaison pour Brnl sur
ce promoteur a augmenté cette synergie.
Un effet semblable a celui-ci a été observé pour dautres facteurs de
transcription sur d'autres promoteurs. Selon une étude par Girard et Goosens, la

mutation de site de liaison pour Sox10 sur les promoteurs de GJBI et MITF augmente
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l'effet synergique de Sox10 avec ses co-facteurs EGR2 et Pax3 (Girard et Goosens,
2006). '

Une étude a montré que le site potentiel de liaison pour Brnl se trouve dans
la région de NCE2 sur le promoteur proximal de Pax3 (Pruitt et al., 2004). Dans la
mesure ou la mutation du site de Brnl n'a pas diminué la synergie entre les protéines
Cdx2 et Brnl, il se pourrait que la mutation de 3 bases nucléiques du site consensus
de Brnl sur 8 bases nucléiques n'est pas suffisante. On pourra utiliser la technique de
EMSA afin de confirmer le blocage de l'attachement de Bm1 a son site muté. Si la
mutation du site de liaison pour Bl n'empéche pas la liaison a I'ADN, il faudra
muter toutes les bases nucléiques du site consensus de Brnl. Par contre, si la mutation
du site de liaison pour Brnl empéche la liaison a 'ADN, on peut émettre I'hypothése
que ie site de liaison pour Brnl pour amener les protéines Cdx sur le promoteur
proximal de Pax3 n'est pas absolument nécessaire.

De l'ensemble des résultats de notre recherche, on conclut que les sites
potentiels de liaison pour les protéines Cdx n'existent pas sur le promoteur proximal
de Pax3 mais que ces protéines peuvent s'attacher sur ce promoteur a travers les sites

de liaison pour d'autres protéines.



CHAPITRE V

CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Ce travail de recherche a été consacré a 1'étude de.la régulation de l'expression
du géne Pax3 par les facteurs de transcription Cdx ainsi que sa répression par le
dominant négatif EnRCdx1. Notre étude sur la régulation de l'expression de Pax3
endogene par RT-PCR a montré que les protéines Cdx induisent l'expression du géne
Pax3, alors que le dominant négatif EnRCdx1 la réprime. Donc, l'expression
endogéne de Pax3 est régulée par les facteurs de transcription Cdx. Le deuxieme
objectif de cette recherche consistait a déterminer la fonctionnalité des sites potentiels
pour les protéines Cdx sur le promoteur proximal de Pax3. On a procédé a une étude
de l'activité de ce promoteur en présence des protéines Cdx par une délétion de ce
promoteur. On a montré que l'activité du promoteur proximal de Pax3 est plus forte
dans les deux régions de NCE1 et NCE2. Afin de vérifier la fonctionnalité des sites
de liaison pour les protéines Cdx sur le promoteur proximal de Pax3, les mutations de
ces sites en combinaison ont été effectuées. L'induction de Pax3 par les protéines Cdx
malgré ces mutations suggére trés fortement que les sites de liaison pour les protéines
Cdx n'existent pas sur le promoteur proximal de Pax3 mais que les protéines Cdx
peuvent former des complexes avec dautres facteurs de transcription sur ce
promoteur. La présence des protéines Cdx sur le promoteur proximal de Pax3 a été
montré par ChIP (N. Pilon, fig. 1.8). On a montré la présence des transcrits de Brnl,
Brn2, Brn4 et Sox2 dans les cell'ules Neuro2a par RT-PCR. Notre recherche sur les
partenaires des protéines Cdx sur le promoteur proximal de Pax3 a montré la synergie
entre les protéines Cdx2 et Brnl. On a observé une forte synergie entre les protéines
Cdx2 et Brnl pour la dose de 1.25 ng de chacun de leur plasmides d'expression.

Pourtant, la mutation du site de Brnl sur le promoteur proximal de
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Pax3 n'a pas diminué la synergie entre les protéines Cdx2 et Brnl.

- Par ailleurs, en essai Luciférase une synergie entre Cdx2 et Zic2 a été
observée dans les cellules Neuro2a (résultats préliminaires de notre laboratoire). Il
sera intéressant de montrer l'interaction entre les protéines Cdx1/2/4 et Zic2 par

l'immunoprécipitation.

- Puisque les transcrits de Brn2 et Brn4 ont aussi été observés par RT-PCR
dans les cellules Neuro2a (fig. 3.9), une étude sur la synergie entre les protéines Cdx

avec la protéine Brn2 ainsi qu'avec la protéine Brn4 sera intéressante.

- Puisque Tead?2 est un facteur de transcription qui régule l'expression de Pax3
et son site de liaison se trouve sur le promoteur proximal de pax3, on pourra aussi

étudier la synergie entre les protéines Cdx et Tead2 par l'essai Luciférase.

- Aussi il sera intéressant de montrer l'interaction entre les protéines Cdx1/2/4

avec Brn1/Brn2/Brn4/Tead?2 par I'immunoprécipitation.

- En complément de l'expérience par RT-PCR, le western blot sur les lysats de
cellules Neuro2a marquées avec GFP pourra montrer si les protéines Cdx ont une
activité de modulation de protéine de Pax3. Puisque les cellules Neuro2a exprime peu
de protéines Cdx et que le niveau basal de l'expression de Pax3 peut masquer les
résultats, il faudra trier les cellules Neuro2a marquées des cellules non marquées
aprés les avoir incuber pendant 48 h avec les plasmides d'expression des Cdx ou du

dominant négatif.

- Précédemment, une étude a révélé que les enhancers de NCE dans le
promoteur proximal de Pax3 sont suffisants pour récapituler le patron d'expression de

Pax3 dans la créte neurale (Li et al., 1999; Milewski et al., 2004). Cependant, il a été
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montré que ces enhancers du promoteur proximal de Pax3 ne sont pas nécessaires
pour l'induction de la créte neurale, puisqu'un autre enhancer dans l'intron 4 de Pax3
prend leur reléve dans le développement de la créte neurale (Degenhardt et al., 2010).
Il a été montré que ces éléments d'enhancer ont la redondance fonctionnelle pour la
régulation de l'expression de Pax3 au niveau de la créte neurale et du tube neural
dorsal. IIs ont aussi montré 'existence de sites potentiels de liaison pour la protéine
Lefl sur la région conservée du locus de Pax3 dans son intron 4 (ECR2). Pourtant,
une étude récente sur la transactivation de ECR2-Luc par les Cdx montre que Lefl+
fB-caténine ne régule pas l'expreséion de Pax3 au niveau de ECR2, alors que Cdx2
cause une induction de son expression (résultats préliminaires de notre laboratoire).
Ainsi, une étude similaire a l'étude que nous avons faite sur la fonctionnalité des sites
poﬁentiels des Cdx sur la région NCE2 du promoteur proximal de Pax3 pourra étre
éventuellement réalisée sur la région ECR2 de Pax3. Les protéines Cdx peuvent
occuper ECR2 de Pax3 soit directement soit en se liant aux autres facteurs de
transcription y compris Brnl. Donc, 'activité de Pax3 au niveau de ECR2 peut étre
déterminée en faisant diverses mutations au niveau des sites de liaison de ces co-

facteurs.

- Enfin, I'immunoprécipitation de chromatine (ChIP) sur les cellules Neuro2a
a montré que les protéines Cdx peuvent occuper les régions NCE de Pax3 endogéne
(fig. 1.8). 1l sera intéressant de déterminer la présence physique des protéines Cdx sur
la région ECR2 de Pax3. Parallellement a notre étude in vitro, une étude in vivo sur la
régulation de Pax3 par les protéines Cdx sera intéressante. On pourra démontrer par
ChIP 'occupation de NCE et ECR2 de Pax3 par les protéines Cdx dans les embyons

8.5 de souris.

- Par ailleurs, une étude ex vivo sur la régulation de l'expression de Pax3 par

les protéines Cdx sera intéressante a faire. Les explants de la créte neurale pourront
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étre un bon modéle a utiliser pour cette étude. On pourra éventuellement étudier

l'effet du dominant négatif EnRCdx1 sur I'expression de Pax3 dans ces explants.



CHAPITRE VI

RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

6.1 Effet spécifique du dominant négatif EnRCdx1

La figure 6.1 montre I' effet du dominant négatif EnCdx1 sur l'activité des
deux promoteurs (A) Galectinel et (B) Syncitine2. Afin de vérifier si 'effet du
dominant négatif EnRCdx1 au niveau de la réduction de l'expression du géne Pax3
sur le promoteur de ce géne était spécifique, son effet sur ces deux promoteurs a été
étudié. Cette étude a montré que EnRCdx1 ﬁe diminue pas l'activité des promoteurs

Galectinel et SyncitineZ.

6.2. Analyée des protéines Pax3 et Gapdh extraites des cellules Cos7

L'analyse des protéines extraites des cellules Cos7 qui étaient transfectées
avec les plasmides d'expression de Gapdh et Pax3 a été faite par immunobuvardage
48 h aprés les transfections afin de vérifier si les anticorps a-Gapdh et a-Pax3

fonctionnent bien.

6.2.1 Conditions optimales pour analyser la protéine Pax3
Le tableau I révéle les conditions optimales des expériences y compris les
dilutions des anticorps et les milieux d'incubation des différentes protéines. Le TBS-T
était le meilleur milieu pour l'incubation de toutes les protéines, sauf Pax3 et Cdx4

pour lesquelles le lait spécial a donné des meilleurs résultats.
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Figure 6.1: Etudes de spécificité du dominant négatif EnRCdx1. Notez
l'augmentation de l'activité des promoteurs A) Galectinel et B) Syncitine2
malgré la présence du dominant négatif EnRCdx1. Les doses transfectées du
dominant dégatif EnRCdx1 sont 1) 10 ng, 2) 20 ng et 3) 40 ng respectivement

(n=2 pour les échantillons). Les valeurs ont été normalisées pour la quantité de

protéines totales.
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Etude de concentration d'anticorps

pirio‘téihe dilution d'anticorps milieu d'incubatgn”—l
Flag-EnR 1/1000 TBST |
| Flag-EaRCdx! r 1/1000 . TBST |
Pax3 1/500 lait spécial |
Gapdh | 1/2500 TBS-T '
Cdx1 —ﬁ 1/1000 TRS-T
cdx2 1/1000 TBS-T
Cdd 1/500 lait spécial

6.2.2 Résultats d'immunobuvardage des cellules Cos7

Les protéines Cdx1, Cdx2, Cdx4, Pax3, Gapdh, EnR et EnRCdx1 des extraits

des protéines totales des cellules Cos7 ont été analysées par immunobuvardage (fig.

6.2).
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Figure 6.2: Expression des protéines Gapdh et Pax3 dans les cellules Cos7

mesurée par Western blot. Les échantillons d'extraits protéiques des cellules

Cos7 non transfectées sont les contrles représentés a gauche de chaque

échantillon dans I'image des gels (n=1).
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