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Contribution a I’étude du contréle transcriptionnel de I’expression de Maged2
au cours de la différenciation des myoblastes murins C2C12

VLUGGEN Christelle

Résumé

Maged?2 appartient a la famille des protéines Mage. Ces protéines sont
impliquées dans le contrdle de la prolifération, de la survie et de la différenciation cellulaire.
Les fonctions moléculaires des protéines MAGE restent encore mal connues. Certaines
interagissent avec des récepteurs membranaires de la famille du récepteur TNF et sont
impliquées dans le signal apoptotique émanant de ces récepteurs. Ces protéines peuvent aussi
servir d’adaptateur assurant la liaison entre différentes protéines impliquées dans le contrdle
de la transcription.

Des travaux précédents du laboratoire ont montré que la protéine Maged?2 était
induite in vivo dans le muscle squelettique en régénération et in vitro lors de la différenciation
des myoblastes murins de la lignée C2C12 et de cultures primaires de myoblastes. Le travail
présenté ici a consisté a jeter les bases de 1’étude du contrdle transcriptionnel de I’expression
de Maged?2 au cours de la différenciation myogénique. Des expériences de RT-PCR
quantitative ont permis de montrer que la quantit¢ d’ARNm Maged2 augmente d’un facteur 4
deux jours apres I’initiation de la différenciation des C2C12 par privation du sérum. En
utilisant une méthode de 5° RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), nous avons identifié
3 sites d’initiation de la transcription de Maged?2 dans les C2C12. Ces 3 sites, qui déterminent
autant d’exons 1 alternatifs, sont dépourvus de boite TATA mais sont associés a des régions
riches en CpG. Une analyse in silico de la région promotrice de Maged?2 a permis d’identifier
la présence de nombreux sites de liaison potentiels pour des facteurs de transcription
myogéniques dans la région promotrice de Maged2. Nous avons débuté I’étude fonctionnelle
de cette région en clonant différents fragments en amont du géne rapporteur Luciférase. Des
expériences de transfection ont permis de mesurer la capacité de ces fragments a initier la
transcription dans les C2C12 en prolifération et en différenciation. Ceci nous a permis
d’identifier des régions importantes pour le contrdle transcriptionnel de Maged2. Nous avons
aussi montré, grace a des expériences de transfection, que 1’activité transcriptionnelle de ces
fragments pouvait étre activée par les facteurs de transcription myogéniques Myogénine,
MyoD et Mef2. Enfin, nous avons entrepris d’étudier I’importance de plusieurs sites de
liaison potentiels par mutagenese dirigée des fragments clonés en amont du gene Luciférase.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Aolt 2009

Promoteur: O. De Backer




Introduction

Depuis plusieurs années le laboratoire de génétique des mammiferes de "'URPHYM (O.
De Backer) étudie les fonctions des protéines Mage, des protéines aux fonctions peu connues.
Le travail de ce mémoire s’inscrit dans le cadre de 1’étude de la région promotrice du géne
Maged? et de sa régulation transcriptionnelle au cours de la différenciation myogénique in
vitro.

1. Les génes MAGE
1.1. La découverte des génes MAGE

Le premier géne MAGE fut découvert en 1991, dans le cadre des recherches en
immunothérapie anti-tumorale dirigées par le professeur Boon de I'Institut Ludwig de
Recherches sur le Cancer (Bruxelles). .’équipe mit en évidence la présence d’antigenes a la
surface de cellules de mélanomes. Ces antigénes, reconnus par des lymphocytes T
cytolytiques, sont des peptides formés suite a la dégradation de protéines cytoplasmiques par
le protéasome et présentés a la surface des cellules par les protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (MHC-I) (Rotzschke et al., 1990). L’équipe du Dr Boon a
identifié le geéne dont ces peptides antigéniques étaient issus et [’appelerent MAGE-
I(Melanoma AntiGEn), aujourd'hui appelé MAGEAI (Van der Bruggen et al., 1991). Ce geéne
ne présentait aucune homologie avec les séquences contenues dans les banques de données
publiques de 1’époque. Des expériences d’hybridation en Southern Blot avec une sonde
MAGEAI permit de mettre en évidence 1’existence de 11 genes apparentés a MAGEAI. Ces
genes sont exprimés dans des tumeurs de différents types histologiques mais pas dans les
tissus adultes sains, a l’exception des cellules germinales males et dans le placenta.
L’expression de ces genes dans les cellules de la lignée germinale male ne conduit pas
cependant a I’expression d’antigénes tumoraux car ces cellules n’expriment pas les molécules
MHC nécessaires a la présentation des antigénes a la surface des cellules. Les antigenes
MAGE sont donc spécifiques des tumeurs, ce qui les rend particulierement intéressants en
immunothérapie anticancéreuse. A ’heure actuelle, des vaccins dirigés contre les antigénes
MAGEA sont en derniére phase d’expérimentation clinique (phase III) (Atanackovic et al .,
2007, Vincent, B.et D. Lejeune, 2007).

Des expériences d’hybridation en Southern Blot d’ADN génomique murin avec une
sonde MageAlI ont permis de mettre en évidence la présence de génes Mage dans le génome
de la souris. Par la suite, le séquencage des génomes humain et murin permit de dénombrer au
total 55 génes Mage chez I’homme et 31 chez la souris.

1.2. Classification des génes MAGE

1.2.1. Classification générale

Ces génes sont classés en sous-familles sur base de leur localisation chromosomique et
de leur similarité¢ de séquence. Il existe 13 sous familles de génes MAGE chez ’homme
(MAGE-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G, -H, -1, -J, -K, -L et NECDIN) et 11 sous-familles chez la
souris (Chomez et al., 2001) (Figure 1).
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Figure 1. Localisation chromosomique des sous-familles MAGE chez [’homme (d’aprés Chomez et al., 2001).

Les protéines MAGE ont en commun une séquence conservée d’environ 200 acides
aminés. Cette séquence est appelée « MAGE Homology Domain » (MHD) et est, en général,
localisée du coté carboxy-terminal des protéines MAGE (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des protéines MAGE. Le « MAGE Homology Domain » (MHD)
est représenté en noir.




En fonction de leur profil d’expression, les genes MAGE ont été classés en deux
catégories : les génes MAGE de type I et de type II (Chomez et al., 2001).

1.2.2. Typel

Les genes MAGE de type I sont localisés sur le chromosome X. Ils comprennent 3
sous-familles. La sous-famille MAGEA qui comporte 15 génes dans la région Xq28, la sous-
famille MAGEB comptant 17 genes dans la région Xp21 et la sous-famille MAGEC, 7 genes
dans la région Xq26-27.

Les génes MAGE des sous-familles A et B sont présents chez la souris et chez ’homme alors
que les génes MAGEC n’existent que chez I’homme.

Les génes MAGE de type 1 sont peu conservés (tableau 1), aucune relation
d’orthologie ne peut étre établie entre les génes humains et murins. La plupart des événements
de duplication et de rétroposition qui ont généré ces geénes sont probablement ultérieurs a la
séparation phylogénique de I’homme et de la souris. Les genes de type I humains et murins
ont néanmoins un profil d’expression semblable : ils sont silencieux chez 1’adulte, a
I’exception des cellules germinales males et dans certains cas, du placenta. MAGEAI et —A4
sont exprimés dans les spermatogonies, cellules préméiotiques, tandis que Magebl, -b2 et -b3
sont exprimés dans les spermatides, les cellules haploides qui se différencient en
spermatozoides (Clotman et al., 2000).

Homme /souris al a2 a3 b3
Al 57 (39)
A2 54 (39)
A3 42 (39)
B3 61 (43)

Tableaul : Similarité de séquence entre les régions codantes et les séquences d’acides d’aminés de
quelques membres des sous-familles MAGEA et —B humaine et murine. Les nombres indiquent les pourcentages
d’identité des séquences nucléotidiques ; les nombres entre parenthéses représentent le pourcentage d’identité
des acides aminés des protéines.

L’expression des MAGE de type 1 dans les tumeurs est liée a la déméthylation des ilots CpG
de leurs régions promotrices (De Smet et al., 1996 et Wischnewsky et al., 2007)

1.2.3. Type 11

Les geénes MAGE de type Il comptent les sous-familles MAGED, -E, -F, -G, -H, -1, -J,
-K, -L et NECDIN chez I’homme. Contrairement aux geénes de type I, ces génes sont exprimés
dans de nombreux tissus somatiques au cours du développement et chez 1’adulte. Les génes
MAGED, -E, -H, -I, -J et -K sont situés sur le chromosome X, les génes MAGEG, -L et
NECDIN sont dans la région ql1-q13 du chromosome 15 et le géne MAGEF est situé sur le
chromosome 3 (Figure 1).

Les fonctions des protéines MAGE de type II restent mal connues. Les Mage de type
IT les mieux caractérisés sont Necdin et Maged|.



1.2.3.1. NECDIN

NECDIN (Neurally differentiated Embryonal Carcinoma-Derived proteIN) est un géne
MAGE composé d’un seul exon situé dans la région q11-13 du chromosome 15 et qui code
une protéine nucléaire de 325 acides aminés conservés entre I’homme et la souris.

Necdin est soumise a I’empreinte parentale chez les mammiferes de telle fagon que
seul I’allele paternel est exprimé (Mac Donald et al., 1997). Les micro-délétions dans cette
région sont la cause de 70% des cas du syndrome de Prader-Willi (PWS) (Jay et al., 1997). Le
PWS est caractéris€¢ par un retard mental parfois sévere, des troubles respiratoires, une
hypotonie néonatale majeure, une hyperphagie entrainant une obésité¢ morbide et des troubles
variables du comportement.

Différents groupes ont généré des souris knock-out pour Necdin. Dans le fond
génétique C57/B16/] la déficience en Necdin entraine une mortalité post natale due a des
troubles respiratoires. Les souris qui survivent souffrent d’hypotonie et de retard de
croissance. Ces souris ont un déficit en neurones produisant 1’ocytocine et la LHRH dans
I’hypothalamus. De plus, ces souris ont un phénotype comportemental rappelant celui des
patients atteints du syndrome de Prader-Willi, notamment une meilleure mémorisation
spatiale (Muscatelli et al., 2000 et Zanella et al., 2008). Les souris déficientes en Necdin
montrent aussi une plus grande résistance a la douleur induite par la chaleur, phénoméne
¢galement observé chez les patients atteints de PWS (Kuwako et al., 2005).

La protéine Necdin est exprimée dans les neurones post-mitotiques du systéme
nerveux périphérique et central (Taniura et al.,1998 et Uetsuki et al., 1996).

Necdin est un facteur de survie cellulaire. Les souris mutées pour Necdin montrent une
augmentation d’apoptose dans les neurones sensitifs des ganglions rachidiens (Andrieu et al.,
| 2006) . La survie de ces neurones dépend, entre autre, du signal NGF (Nerve Growth Factor).
‘ La liaison de NGF au récepteur TrKA favorise la survie des neurones et 1’association entre
TrKA et p75SNTR permet d’augmenter la sensibilité de la réponse au NGF. Necdin permettrait
d’augmenter la durée de ce signal (Kuwako et al., 2005).

En cas de dommage a I’ADN, p53 est acétylé et initie I’apoptose (Gu and Roeder, 1997).
Dans les neurones post-mitotiques, Necdin formerait un complexe stable avec p53 et sirtl,
une histone déacétylase qui diminue I’activité de p53. Ce complexe empécherait 1’acétylation
de pS3 et protégerait les neurones de I’apoptose en cas de dommages a I’ADN (Hasegawa et
Yoshikawa, 2008).

Necdin interagit aussi avec E2F1, un facteur de transcription qui permet 1’expression
de génes nécessaires a 1’entrée en phase S du cycle cellulaire. Necdin réprimerait E2F1 de la
méme maniere que Rb (protéine du rétinoblastome) (Taniura et al., 1998). En phase G1, Rb
est hypo-phosphorylé et séquestre E2F1. Cela empéche la cellule d’entrer en phase S.
Lorsque la cellule est préte a passer en phase S, Rb se fait hyper-phosphoryler. Cet état de
phophorylation ne lui permet plus d’interagir avec E2F1. E2F1 ainsi « relaché » active la
transcription des génes impliqués dans la réplication de ’ADN et dans le contrdle de la
croissance cellulaire. De la méme fagon, Necdin séquestrerait E2F1, ce qui permettrait de
maintenir 1’état postmitotique des neurones différenciés (Taniura et al., 1998 et 1999)

Necdin interviendrait aussi dans la différenciation myogénique. Necdin augmenterait
I’expression de la myogénine et accélererait la différenciation des myoblastes en myotubes.
Necdin protégerait ainsi les myoblastes de 1’apoptose au cours de la myogenese (Deponti et al
2007). Necdin faliciterait la différenciation myogénique via son interaction avec EID-1. Au
niveau des promoteurs des genes activés par MyoD, EID-1 s’associe avec MyoD et inhibe
I’activation des génes dont la transcription est dépendante de MyoD. Necdin séquestrerait
EID-1 permettant ainsi I’activité transcriptionnelle de MyoD (Bush et Wevrick , 2008).

e



1.2.3.2. Les genes MAGED

Les genes de la sous-famille MAGED se distinguent des autres genes MAGE par 2

caractéristiques. Premi¢rement, I’ORF (Open Reading Frame) de ces génes est constituée de
plusieurs exons alors que IORF des autres geénes MAGE est située dans un seul exon
5’terminal (Figure 4). Le génome de vertébrés non mammaliens, comme le Danio rerio ou le
Tetraodon negroviridis, ne posséde qu’un seul géne Mage dont I’ORF est codée par plusieurs
exons homologues a ceux des génes MAGED (Figure 4). Ceci indique que les génes MAGED
sont les geénes originels a partir desquels tous les autres génes MAGE ont été générés par
rétropositions et duplications.
Deuxiémement, les génes MAGED sont trés bien conservés chez les mammiferes. La protéine
MAGEDI1 de I’homme est trés proche de la protéine Maged1 murine : elles ont 85% d’acides
aminés identiques. Il en est de méme pour les protéines Maged2. Les duplications qui ont
permis I’expansion de la sous-famille des Maged sont donc probablement antérieures a la
séparation phylogénique entre I’homme et la souris. La forte homologie entre les orthologues
Maged humains et murins refléte une pression de sélection importante sur ces génes au cours
de I’évolution des mamiferes.

1 v 2 3 4 5 6 ¥ 89 10 1 12 13
P}m geneMAGED

&- IRER—

1kb 1 2 3

[ e |

Figure 4 : Comparaison des séquences génomiques du géne MAGED2 et MAGEAIL. Les traits
représentent les introns ; les carrés, les exons ; les boites noires les exons codants (Lucas et al., 1999).

1.2.3.2.1. MAGEDI

Le géne MAGEDI (aussi appelé NRAGE et Dlxin-1) est situé sur le chromosome X
dans la région pl11.23 et code pour une protéine de 778 acides aminés. Chez I’homme,

MAGEDI est exprimé dans de nombreux tissus adultes et embryonnaires (Bertrand et al.,
2004).

Pour étudier MagedI, notre laboratoire a généré une lignée de souris déficientes en
Maged]. Ces souris sont viables, mais les males sont tres peu fertiles. Les femelles présentent
un dysfonctionnement de la glande mammaire et un déficit d’expression de différents
neuropeptides (1’ocytocine, la vasopressine et la CRH (Corticotropin-releasing hormone)).
Les souris déficientes en Maged] ont un poids et une masse grasse plus €levés que les souris
sauvages (C. Dombret, communication personnelle). Les souris knock-out pour Maged]
montrent aussi une déficience de I’apoptose de certains neurones et un retard de la phase
catagéne du cycle pileux, phase caractérisée par une apoptose massive des follicules pileux
(Bertrand et al., 2008).

Maged]1 a un rdle pro-apoptotique. Il interagit avec le récepteur de guidance axonale
UNCS5HI1 (Williams et al., 2003). Maged1 lie aussi le récepteur aux neutrophines p75SNTR
exprimé dans les neurones. Lorsque NGF (Neural Growth Factor) lie p75SNTR, Maged1 est
recruté et interagit avec le récepteur. Il s’en suit le déclenchement d’une voie de signalisation
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qui, par I’activation des JUN kinases, induit ’activation des caspases (Salehi et al., 2000 et
2002).
Magedl peut également moduler la stabilité¢ de la protéine de survie XIAP et favoriser sa
dégradation. Dans les cellules progénitrices neuronales, il a été montré que Magedl
interviendrait dans I’induction de 1’apoptose induite par la voie p38 MAP kinase. Maged1
faciliterait la formation du complexe TAK1-TAB1-XIAP qui active la voie de la p38MAPK
et mene a la mort cellulaire dépendante des caspases (Kendall et al., 2005).

La multiplicité des voies signalétiques impliquant Magedl suggére que ce dernier
aurait un roéle de protéine adaptatrice dans des voies de signalisation proapoptotiques.

Différentes études in vifro ont montré que Maged|1 aurait un rdle dans la régulation du

cycle cellulaire. En effet, la surexpression de Magedl dans différents types cellulaires
(HEK293, U20S, MEFs et HepG2) arréte le cycle cellulaire en G1/S et G2/M (Wen et al.,
2004). Dans les fibroblastes d’embryons de souris (MEFs), I’arrét du cycle induit par la
surexpression de Maged] serait dépendant de p53 (Chuan-Jun Wen et al., 2004).
Des expériences menées dans notre laboratoire ont montré que les MEFs déficients en
MagedI, échappent en partie au blocage en phase S du cycle cellulaire aprés un traitement
génotoxique. Il a aussi été observé que le niveau protéique de Magedl diminuait en phase
G1/S (P. Basavarajaiah, communication personnelle). Ces informations et le fait que la
surexpression de Magedl provoque 1’arrét du cycle cellulaire en phase S suggérent que la
dégradation de Maged1 serait une étape nécessaire a la progression du cycle cellulaire.

Enfin, Magedl serait un régulateur transcriptionnel via son interaction avec des
facteurs de transcription. En effet, Magedl module I’activité des facteurs de transcription a
homéodomaines DIx5 et Msx2. Ces facteurs ont un rdle crucial dans le développement et la
réparation des os. (Kuwajima et al., 2004 et Sasaki et al., 2002)

1.2.3.2.2. MAGED?

Actuellement, peu de données au sujet de Maged2 sont disponibles dans les
publications. Maged2 serait surexprimé dans certaines tumeurs (adénocarcinomes, tumeurs
carcinoides malignes de I’appendice et tumeurs carcinoides gastro-intestinale) (Kidd et al., 2006
et Modlin et al.,2006).

MAGED?2 interagit avec p53

Suite a des expériences de co-immunoprécipitation dans des cellules transfectées de
maniere transitoire avec une version étiquetée de MAGED?2 et plusieurs formes de la protéine
p53 (p53 WT et différentes formes de pS3 mutées au niveau du domaine de liaison a I’ADN),
I’équipe de H. McLeod suggeére que MAGED?2 interagirait avec p53. La surexpression de
MAGED?2 induirait une diminution de 30 a 40% de [’activité transcriptionnelle de p53 dans
des cellules de neuroblastome ol p53 n’est pas muté mais ne perturberait pas la stabilité de la
protéine. La méme équipe a montré par immunochimie sur des échantillons de tissus
tumoraux (plus de 3000 échantillons de 8 types tumoraux différents) que le profil
d’expression de Maged2 correspondait au profil d’expression de p53 : les tissus tumoraux qui
ont une forte expression de p53 nucléaire présentent aussi une forte expression de MAGED2
nucléaire et les tissus tumoraux qui présentent une forte expression de p53 cytosolique
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montrent également une forte expression de MAGED2 cytosolique (Papageorgio et al.
2007).Maged? interagit avec Gois

Notre laboratoire a montré par tests double-hybride et par co-immunoprécipitation
que Maged?2 interagissait avec Gas, la sous-unité stimulatrice des protéines G trimériques.
L’interaction se ferait entre le coté carboxy-terminal de Maged?2 et le domaine Goloco de la
protéine Gas, (T.Nguyen, communication personnelle). La signification de cette interaction
n’est pas encore connue.

Les souris déficientes Maged?2

Dans le but d’étudier les fonctions de Maged?2, des souris déficientes ont été obtenues
au laboratoire dans le fond génétique C57BL/6. Les souris déficientes en Maged? meurent
dans les quelques heures qui suivent la naissance. Ces souriceaux présentent une anémie
sévere (Figure 5). Celle-ci semble étre due a des hémorragies abdominales qui apparaissent
en fin du développement embryonnaire (E18,5) et pourraient étre causées par un déficit de la
fonction des cellules musculaires lisses. En effet, des souris dans lesquelles Maged?2 a été
délété, spécifiquement dans les cellules musculaires lisses (grace au systeéme cre-lox)
présentent un phénotype semblable a celui des souris déficientes en Maged2 de manicre
constitutive (C. Dombret, communication personnelle).

Figure 5 : Souriceaux nouveau-nés (P0). A gauche un P0 déficient en Maged? et a droite son frére WT

Maged2 est régulé au cours du cycle cellulaire

Il a été montré récemment que Maged2 est régulé au cours du cycle cellulaire. La
séquence protéique de Maged2 contient des sites consensus de liaison des cyclines et des sites
de phosphorylation par les CDK. De plus, des sites de liaison de facteurs de transcription
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (AP1, Myb, E2F) ont été identifiés dans la
région promotrice de Maged2. Il a été montré par Western Blot que la quantité¢ de Maged2
diminuait fortement dans des fibroblastes NIH3T3 bloqués en début de phase S suite a un
traitement a I’aphidicoline et durant les premiéres heures du cycle cellulaire. Il se pourrait que
le niveau protéique de Maged2 soit régulé par les cyclines et les kinases dépendantes de
cyclines. On observe, en effet, une diminution du niveau de la protéine suite a la
surexpression des cyclines A et E dans des cellules NIH3T3 (M. Delimoy, communication
personnelle).

Maged2 est régulé au cours de la différenciation myogénique.

Des informations issues de la base de données Geoprofiles (GEO profiles
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), indiquent que I’expression de I’ARN messager de
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MAGED?2 augmenterait dans les muscles squelettiques des patients atteints de la dystrophie de
Duchenne (DMD) (Figure6). Le niveau d’expression de Maged2 est également plus élevé
dans les muscles squelettiques des souris déficientes en dystrophine (les souris MDX), le
modele animal de la DMD, que dans les muscles de souris sauvages (Figure7). La DMD est
causée par une déficience en dystrophine souvent due a des délétions d’un ou plusieurs exons
dans le géne de la dystrophine (Hoffman et al., 1988). La dystrophine fait partie du complexe
dystrophine-glycoprotéine composé¢ de protéines intracellulaires, transmembranaires et
extracellulaires qui forment une connexion entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette
(Ibraghimov-beskrovnava et al. 1992, Suzuki et al., 1994). L’absence de dystrophine fragilise
le sarcolemme aux stress mécaniques induits par les contractions musculaires, ce qui
provoque la nécrose des myofibres. Cela méne a la régénération des myofibres a partir des
cellules satellites (cellules souches musculaires). Cette activation permanente des cellules
satellites meéne a leur déplétion et le tissu musculaire est progressivement remplacé par du
tissu fibreux et graisseux.
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Figure 6 : Taux d’expression relatif du transcript de MAGED?2 dans des muscles squelettiques de

patients normaux et de patients atteins de DMD (GEOprofiles)
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Figure 7 : Taux d’expression relatif du transcript de Maged?2 dans des muscles squelettiques de souris
MDX et de souris Wild Type (GEOprofiles)

Au laboratoire, Tuan Nguyen et Marie Delimoy ont injecté de la cardiotoxine dans le

muscle de souris adultes afin de provoquer la nécrose des fibres musculaires. L expression de
Maged? lors de la dégénérescence et de la régénération des fibres musculaires a été suivie en
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Western-Blot. Les résultats ont montré que Maged2 n’était pas exprimé dans les muscles de
souris adultes avant I’injection. La protéine est, par contre, induite sous une forme courte (+/-
55kD) 2 jours aprées I’injection et sous sa forme longue (+/- 95kD) 5 jours apres I’injection
(Figure8). On peut donc en déduire que la protéine Maged?2 est induite lors de la régénération
musculaire.

CDTX PBS CDTX PBS
+ oo Gn 6 2 2B 6 20 o0 A2 5 5 425
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Figure8 : Analyse par Western Blot de [’expression de Maged?2 dans le tibialis antérieur de souris
apreés injection de cardiotoxine ou de PBS. Les muscles ont été prélevés 6 heures, 24 heures, 2 jours et 5 jours
apres l'injection. Maged2 n’est pas détectable a 6 heures ni a 24 heures, une forme courte (+/-55kd) de Maged?2
apparait 2 jours apreés l’injection et la forme longue (+/-90kd) apparait 5 jours aprés ['injection de
cardiotoxine. Le contréle positif (+) est réalisé a partir du lysat d’embryon de souris sauvage (). Le contréle
négatif réalisé a partir de lysat d’embryon de souris déficientes en Maged?2. Le controle de charge a été réalisé
au Rouge Ponceau (non présenté ici)

Afin de préciser dans quelle phase de la régénération musculaire Maged2 est induit
(phase d’activation des cellules satellites, phase de prolifération, de différenciation..),
I’expression de Maged2 a été étudiée dans des cellules C2C12 en prolifération et en
différenciation. Ces cellules constituent un modele cellulaire d’étude de la différenciation
myogénique. Les C2C12 sont des myoblastes immortalisés qui se différencient en myocytes
et myotubes suite au retrait du sérum de leur milieu de culture. Les cellules arrétent alors de
proliférer, expriment les protéines spécifiques de la différenciation myogénique et fusionnent.

Le profil d’expression de Maged? lors de la différenciation des C2C12 a été étudié par
Western Blot. Lorsque les cellules proliferent (au temps 0), Maged2 n’est pas détecté. Son
expression augmente suite au retrait du sérum de la culture et se maintient pendant plusieurs
jours (Figure 9). Maged?2 est donc induit lors de la différenciation des C2C12.

Oh 0h30 1h 1h302h 2h303h 27h 48h

C e ——— e Maged2

R —————

Figure9 : Analyse par Western Blot de ’expression de Maged?2 réalisé sur des lysats de C2C12 en
différenciation.
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2. La Myogénese

2.1. Les cellules musculaires

Chez les vertébrés, les muscles dérivent du mésoderme paraxial qui va progressivement
se segmenter en somites. La partie ventrale des somites donnera le sclérotome. La partie
dorsale donnera le dermomyotome qui se différenciera en tissu dermique et en muscles
squelettiques (Christ et Ordahl, 1995).

Sous I’influence des facteurs Pax3 les cellules précurseurs du dermomyotome vont
migrer vers la région dorso-médiane des somites. Ces facteurs Pax induiront la transcription
de deux facteurs de transcription spécifiques de la différenciation myogénique (les MRFs)
MyoD et Myf5 (Amthor et al., 1998). Il est a noter que les souris déficientes en MyoD ou en
Myf5 ne présentent que de faibles troubles de différenciation. Par contre, le double mutant
MyoD/Myf5 présente une absence de tissu musculaire squelettique et meurt peu de temps
aprés la naissance. Ceci indique que les roles de MyoD et Myf5 sont, en partie, redondants
dans la myogenese (Cornelison et al., 2000 et Rudnicki et al ., 1993).

MyoD et Myf5 induisent la détermination des cellules progénitrices en myoblastes.
Différentes voies de signalisation régulent ensuite I’expression de MyoD et Myf5. Par
exemple, Shh (Sonic hedgehog) est activateur de leur transcription (Borycki et al., 1999) et
les facteurs Wnt sont impliqués dans I’activation de Pax3, Myf5 et MyoD (Chen et al., 2005).

Dans un second temps, MyoD et Myf5 sont réprimés par des facteurs de la famille des
FGF (Fibroblast Growth Factor) et des BMP (Bone Morphogenic Protein) afin de permettre la
prolifération des myoblastes et d’en augmenter le nombre (Olson et al., 1992, Amthor et al.,
1998 et Edom-Vovard et al., 2001). Il est a noter que Shh (Sonic hedgehog) joue un double
role dans la myogénése : dans un premier temps, il active les MRF afin de déclencher la
détermination des cellules progénitrices en myoblastes et ensuite il active 1’expression de
BMP. Shh participe donc a I’initiation de la différenciation et a I’initiation de la croissance
des myoblastes (Bren-Mattison et Olwin, 2002). Une fois le nombre de myoblastes ayant
suffisamment augmenté, les cellules entrent dans un «second programme de
différenciation » : la différenciation des myoblastes en myotubes. Les cellules expriment alors
les MRF tardifs, MRF4 et la myogénine, suite a la stimulation par I’'IGF-1(Insulin-like growth
factor-I) (Florini et al., 1991 et voir revue : Velloso, 2008). Enfin, les myoblastes vont
fusionner et former des fibres contractiles multi nucléés.

Une autre vague de différenciation myogénique apparait a E16,5 (chez la souris). ¢’est
la différenciation des cellules satellites. Ces cellules mononucléées résident entre la lame
basale et la membrane plasmique de la fibre musculaire. Les cellules satellites jouent un role
dans la croissance musculaire et la régénération des muscles adultes (Mauro, 1961)

2.2. La régénération musculaire

La destruction ou l'endommagement du tissu musculaire squelettique déclenche une
réponse inflammatoire, suivie de la régénération des myofibres (Bischoff et Heintz, 1994).
Les cellules satellites dites « quiescentes » sont réactivées lors d'un traumatisme mécanique
ou chimique et proliférent sous I’effet de différents facteurs de croissance comme I’HGF
(Hepatocyte growth Factor), le LIF (Leukemia inhibitory Factor), I’'Il-6 (Interleukine-6), le
FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2), le FGF-6, I'IGF-I (Insulin Growth Factor), 'l GF-II. Ces
facteurs sont produits par les macrophages au cours de la réaction inflammatoire (Anderson
& Wosniak, 2004 et Merly, Lescaudron et al. 1999). Les cellules satellites sont marquées par
une expression de Pax7 plus importante que celle de Pax3 (Seale et al., 2000). Une partie de
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ces cellules servent a réalimenter le réservoir de cellules satellites, alors que la majorité se
différencient et fusionnent pour former des myotubes (Anderson et al.,1998). Les activités de
régénération reprennent pratiquement les mémes voies de régulation que celles de la
myogénese foetale décrite ci-dessus (Holterman et Rudnicki, 2005).

3. Etude de la régulation de la transcription chez les eucaryotes

3.1. La région promotrice chez les eucaryotes

La région promotrice des genes participe a la régulation de la transcription et donc
influence la quantité d’ARNm. Chez les eucaryotes, les facteurs d’initiation de la transcription
sont reconnus par I’ARN polymérase II. La séquence de la région promotrice contient un ou
plusieurs sites d’initiation de la transcription. Les sites d’initiation les plus courants
sont formés, soit par la/les boites TATA situées de 25 a 35 paires de bases avant le site de
départ de la transcription, soit par « I’initiateur » de séquence consensus 5° Y-Y-A"'-N-T/A-
Y-Y-Y 3’ (ou A" est la base oil commence la transcription) ou encore par une région riche en
CpG, régulée par le facteur de transcription SP1.

La région promotrice peut s’étendre sur quelques kilos bases en amont du départ de
transcription.

La région promotrice lie de fagon directe ou indirecte un grand nombre de facteurs de
transcription liant eux méme des co-facteurs assurant ainsi la régulation complexe de
I’expression transcriptionnelle.

3.2. Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription peuvent étre activateurs ou répresseurs de la transcription.
IIs lient en cis des séquences consensus conservées de I’ADN et interagissent avec un grand
nombre de cofacteurs. Les cofacteurs sont classés en 5 classes. La classe I compte les facteurs
liant la machinerie de transcription. Les facteurs de la classe II ont la propriété de s’associer
avec les facteurs de transcription qui lient I’ADN. Les cofacteurs de classe III forment de
grandes molécules composées de nombreuses sous-unités en interaction avec la machinerie de
transcription. Les classes IV et V inclus les cofacteurs qui remodelent la chromatine comme
les histones acétylase (classe IV) et les facteurs qui hydrolysent I’ATP dans des réactions
catalytiques (Lemon and Tjian, 2000).

Certains facteurs de transcription sont ubiquistes, d’autres sont spécifiques de types ou
fonctions cellulaires.
Les facteurs de transcription sont classés selon leur mode de liaison a I’ADN. Il en existe 4
classes :
-La famille hélice-tour-hélice lie I’ADN grace a son domaine homéobox d’environ 60 acides
aminés (FigurelO a).
-La famille des protéines a doigts de zinc, dont la séquence contient des éléments répétés en
forme de doigts, a la propriété de lier un ion zinc (figure 10b). Un exemple de cette famille est
le facteur de transcription SP1. SP1 est un facteur de transcription ubiquiste a doigts de zinc
liant les ilots CpG et possédant 2 domaines de transactivation capable de lier directement les
TBP (TATA Binding Protéines) (Torigoe et al., 2003), et TAF4 (TBP Associated Factor 4)
(Rojo-Niersbach et al., 1999). SP1 peut aussi former des homooligomeres (Mastrangelo et al.,
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et

1991) et est capable d’interagir avec le facteur de transcription NF-Y (Nuclear Factor Y)
(Roder et al., 1999).

-Les facteurs a glissiére a leucine sont constitués d’un domaine riche en leucine et se fixent a
I’ADN en dimérisant. Ils possédent deux régions fonctionnelles. La région a la base du dimere
est constituée par deux hélices alpha maintenues face a face par une zone riche en leucine
induisant des interactions de type hydrophobe. L.’autre région de la protéine, riche en charges
positives, se fixe sur les groupes phosphates (négatifs) de I’ADN (Figurel0 c).
-Les facteurs a motifs hélice-boucle-hélice (HLH) (Helix-Loop-Helix) dimérisent lorsqu’ils
sont liés a I’ADN. Les HLH ont un motif de 40-50 acides aminés comportant deux hélices
alpha séparées par une région de longueur variable en forme de boucle (FigurelO d). La
famille HLH comprend la sous-famille des facteurs basiques hélice-boucle-hélice (bHLH) a
| laquelle appartiennent les 4 facteurs de régulation myogénique (Myogenic Regulatory Factor,
| MRF) des vertébrés soit MyoD, Myf-5, la Myogénine et MRF4. Les bHLH reconnaissent le
| site consensus de liaison a I’ADN CANNTG nommé E-box.

| Figurel0 : Représentation des différentes classes de facteurs de transcription. a. Interaction entre un modéle de
Jfacteur de transcription de type hélice-tour-hélice et une séquence d’ADN (molecular biology). b. Liaison des
doigts de zinc a I’ADN et positionnement des ions zinc (molecular cell biology, 2000 ch 10.5). c. Représentation
de la liaison a I’ADN d’un domaine a glissiére leucine (PiMol). d. Représentation de la liaison a I’ADN d’un
facteur de transcription HLH (molecular biology)

3.3. Etude de la régulation transcriptionnelle de Maged2

Afin d’étudier le promoteur de Maged? nous avons choisi la technique des tests
luciférases.

La luciférase est une enzyme capable de transformer son substrat, la luciférine, en
oxyluciférine au cours d’une réaction qui libére un photon. La partie codante de la luciférase
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est clonée en aval du promoteur d’intérét et est ainsi sous contrdle de ce dernier. Des cellules
sont transfectées avec cette construction, soumises aux différentes conditions expérimentales
et lysées en vue de récolter les protéines. L’activité luciférase est proportionnelle a I’activité
du promoteur et peut étre quantifiée précisément par mesure de la luminescence. Ce systéme
couramment utilisé est quantitatif mais est néanmoins trés artificiel. En effet, ici le promoteur
est extrait de son microenvironnement cellulaire et ne subit donc pas les régulations par les
cofacteurs transcriptionnels de classe IV et V qui remodélent la chromatine.
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Matériel et Méthodes

1. Détermination des départs de transcriptions par 5> RACE (GeneRacer

TM Kit invitrogen)

1.1.  Préparation d’ARN

L’ARN est préparé a partir de C2C12 différenciées pendant 2 jours.
L’extraction d’ARN est réalisé€ par colonne RNeasy Midi kit Quiagen
L’extraction se déroule a température ambiante, le plus rapidement possible dans un
environnement RNase free

Laver les cellules 1X au PBS

Lyser les cellules avec 600ul de tampon RLT

Racler les cellules

Collecter les cellules dans un eppendorf RNase free

Vortexer 15sec

Homogénéiser la suspension 5 fois dans une aiguille 20G

Additionner un volume d’éthanol 70%

Placer le lysat sur la colonne centrifuger 5 min a 5000g, jeter la phase liquide
Ajouter 4ml de buffer RW1 centrifuger 5 min a 5000g, jeter la phase liquide
Ajouter 2.5ml de buffer RPE centrifuger 5 min a 5000g, jeter la phase liquide
Eluer avec 30ul d’eau RNAse free

L’ ARN obtenu est dosé au spectrophotométre (260nm).

1.2. Déphosphorylation des ARN « tronqués »
e Dans un eppendorf stérile et RNase free , faire le mix suivant :

ARN: 1,8ng
10X CIP Buffer: 1ul
RNaseOut™ (40 U/ul): 1 pl
CIP (10 U/ul): 1ul
Volume total 10ul
Mixer en pipettant et vortexer
Incuber 1h a 50°C
Garder sur glace
Précipitation de I’ARN par Phénol-chloroforme
= Ajouter 90ul d’eau DEPC et 100ul de phénol chloroforme
Vortexer vigoureusement
Centrifuger a vitesse maximal durant 5min & RT (room temperature)
Transférer la phase aqueuse dans un nouvel eppendorf
Ajouter 2ul de glycogeéne, 10ul de sodium acetate (3M, pHS5.2), mixer
Ajouter 220ul d’éthanol 95%, vortexer
O/N (over night) a -20°C
Centrifuge a vitesse maximal 2 min a 4°C
Sécher le précipité
Resuspendre dans 7ul d’eau DEPC
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1.3.  « Dé-cappage » de la cape 5’ des ARN entiers

* Dans un eppendorf stérile, préparer le mix suivant :
* Dephosphorylated RNA 7 ul
10X TAP Buffer 1 ul
RNaseOut™ (40 U/ul) 1 pl
TAP (0.5 U/ul) 1 pl
Total Volume 10 pl
Vortexer doucement
Incuber 1h a 37°C
Garder sur glace
Précipitation de I’ARN au phénol chloroforme (voir point 1.2)

1.4.  Ligation du GeneRacer oligo a ’ARN « dé-cappé »

* Dans I’eppendorf contenant 25ug d’oligonucléotide GeneRacer RNA oligo lyophilisé,
ajouter 7ul d’ARN déphosphoryl€ et pipeter plusieurs fois pour resuspendre
I’oligonucléotide

* Incuber Smin a 65°C

* Placer sur glace 2 min

* Ajouter les réactifs suivants et mélanger en pipettant :

Tampon ligase 10x 1ul

ATP 10mM 1pl

RNaseOut™ (40 U/ul) 1pul

T4 RNA ligase (5 U/ul) 1ul

Volume final 10ul

* Incuber 1h 37°

* Précipitaion de I’ARN (Voir point 1.2)

1.5. Rétrotranscription de ’ARNm en ADNc

* Ajouter aux 10ul d’ARN dé-cappés précédemment obtenus :
= 1ul du primer de séquence «5°- tttttggtcggggttgtaggcattgte-3’ » situé
300pb en aval de ’ATG
* lulde dNTP (25mM)
* Incuber 5 min a 65°C
* Mettre sur glace 2min
* Ajouter au 12l ce mix :
= RT 5x buffer 4ul
= surperscriptIIl 0.5ul
= FEau sterile 2ul
= RNaseOut (40U/ul) 1ul
=  Volume total 20ul
* Meélanger et incuber 1h a 45°C
* Incuber 15 min a 85°C pour inactiver la retro-transcriptase

1.6. Amplification des extrémités 5’ par PCR

* Préparer le mix PCR suivant :
= Reverse GSP (10uM) 1.5ul
* GeneRacer 5’Primer (10uM) 4.5ul
= cDNA 1pl
®=  Tampon (10X) Sul
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cDNA 1ul

Tampon (10X) Sul

dNTP 2mM) 7.5ul

Platinum PFX DNA (2.5U/ul) 0.5pul
MgSO4 (50mM) 1pul

Volume total 50ul

e Purification sur gel de I’ADN :

O

0O O O O

O O O

O 0O O OO0 0O 0 O

Exciser le fragment de gel d’agarose contenant la bande d’ADN d’intérét a
I’aide d’un scalpel et mettre dans un tube de 1,5mL

Dans un tube eppendorf, ajouter un volume de « membrane binding
solution » (guanidine isocyanate) équivalent au poids du gel a purifier
Vortexer et incuber 10 min a 55°C

Vortexer a nouveau

Placer une mini colonne dans un tube collecteur

Transférer le gel dissout sur une minicolonne SV et incuber une minute a
température ambiante

Centrifuger 1 minute la minicolonne a 13 000 rpm

Vider le tube collecteur

Laver la colonne au moyen de 700uL. de « membrane wash solution » dilué
avec de I’éthanol 95%

Centrifuger une minute a 10 000 rpm

Vider le tube collecteur

Relaver la membrane par 500uL de « membrane wash solution »
Centrifuger 5 min a 10 000 rpm

Vider le tube collecteur

Centrifuger une minute la colonne

Ajouter 20puL de nucléase free water a la colonne

Laisser une minute a température ambiante puis centrifuger une minute a 10
000 rpm

1.7. Clonage de ’ADNc dans PCR4-TOPO
Le clonage est réalisé par électroporation (voir point 3.5)

Mix :

= 4ul de produit PRC ADNc
= Julde PCR4-TOPO (Invitrogen)

1.8. Analyse des séquences

e Les séquences obtenues sont alignées sur la séquence de Maged?2 a I’aide du
programme BLAST (NCBI)




Do TransFact

Permet I’étude de facteurs de transcription grace a son programme Match 11.2 sur une
séquence donnée. Nous avons choisi pour notre recherche une base de calcul ne tenant
compte que des facteurs connus pour étre impliqués dans les tissus musculaires
minimisant les faux positifs (http://www.biobase-international.com)

3. Clonage des séquences promotrices de Maged2 dans pGL3-basic ‘

3.1. Amplification par PCR des séquences promotrices de Maged2
* Larégion promotrice de Maged?2 a ét¢ amplifiée par PCR. La matrice d’ADN utilisée
est un cosmide contenant la séquence de maged?2 de souris sur un fond
génétique C57/BL6/J.
La polymérase utilisée est une polymérase « haute fidélité» PFU (Fermentas)

* Dans un eppendorf stérile sur glace, préparer le mix suivant :
o 5Sul tampon 10X

o Sul dNTP (10uM)
o 2.5ul amorce sens (10uM)
o 2.5ul amorce anti-sens (10uM)
o 0.5ul PFU (25U/ul) (haute fidélité, Fermentas)
o ADN 50ng
o Volume final 50ul
Promoteur Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3
maged?2
Amorce sens | primer PGL3 luc | mD2prom3 K | mD2prom4 Kpnl | mD2prom5 K
pnl pnl
Amorce anti- reverse primer | reverse primer reverse primer | reverse primer
sens PGL3 lue PGL3 luc PGL3 luc PGL3 luc
2’ 495°C
Programme
20 45’ 4 95°C
A 30°* 459°C
Elongation a 5 5 5° 3
73°C 20X
Elongation 7
finale a 73°C
3.2.  Vérification du produit amplifié par électrophorése en gel d’agarose

L’électrophorese en gel d’agarose permet de séparer les fragments d’ADN dans
un champ électrique en fonction de leur poids moléculaire. Le pourcentage d’agarose est
inversement proportionnel au poids moléculaire (PM) des fragments a séparer. Du
Bromure d’Ethidium (BrEth), un agent intercalant et fluorescent est ajouté a 1’agarose
permettant la visualisation de I’ADN aux UV. Le PM des fragments est estimé par co-
migration des fragments d’ADN avec des marqueurs de Poids Moléculaire connu.
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Préparation du gel :
* Le gel d’agarose a 0.8% est coulé dans la cuve a électrophorése contenant un peigne

* Laisser le gel se solidifier
® Retirer le peigne

Dépot des échantillons :
*8ul de TE
= 2ul de produits PCR
= 2ul de bleu ADN 6x

Migration des échantillons :
= Remplir la cuve de TAE 1x de fagon a immerger le gel
= Faire migrer I’ADN par électrophorese

3. Restriction des inserts et des vecteurs

Les fragments de promoteurs amplifiés par PCR et le vecteur pGL3-basic sont digérés
par les enzymes de restriction Kpnl et Sacl.

Sur glace, préparer le mix suivant :

= ADN Spug

* Tampon J de fermentas 2l

=  Kpnl (10U/ul) 0.5ul

= Sacl (10U/pul) 0.5ul

= BSA 0.2ul
* Vol total : 20pul
Incuber 3h a 37°C

Purification des produits de restriction par phénol-chlorophorme (Voir point 1.2)

4. Ligation des produits PCR restreints par Sacl et Kpnl dans pGL3-basic

Dans un eppendorf, réaliser le mélange suivant en ajoutant le vecteur pGL3-basic
(entre 50 et 150 ng) et I’insert (promoteur maged2, fragment 1, fragment 2 ou
fragment3) dans un rapport moléculaire (1:3) :

= 2uLlL de tampon T4 DNA ligase 10x (NEB)

= luL de DNA T4 ligase (NEB)
= Porter a 20uL avec de I’eau
* pGL3-Basic et insert en rapport 1 :3

Incuber O/N a 14°
Purification par phénol chlorophorme (voir point 1.2)
Resuspendre dans 15ul d’eau

5. Transformations d’E.coli par choc électrique

Sortir les bactéries DHSalpha du congélateur a -80°
Ajouter 1pl du produit de ligation
Meélanger doucement
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* Mettre les bactéries dans une cuvette a électroporation préalablement refroidie dans la

glace

Provoquer un choc électrique court, Smsec a 2300V
Ajouter 500ml de LB
Transférer le tout dans un Ependorff
Incuber 1h a 37°C
Etaler 2, 20pul et 200ul de la suspension contenant les bactéries sur des boites de LB-

Agar contenant 100 mg/ml d’ampicilline
* Incuber O/N a 37°C

3.6. Isolation de clones d’intéréts

3.6:1. Par PCR

* Reprendre plusieurs colonies dans 30ul d’eau stérile

* Vortexer

* Réaliser le mix PCR suivant pour un volume total de 25ul:
= Buffer 10x 2.5ul

* ANTP 2mM) 2.5ul
= Bactéries diluées 1l
* GoTaq polymérase (promega) 0.125ul

* Ajouter 2.5ul de chaque amorce comme indiqué dans le tableau :

Promoteur
maged?2

Fragment 1 Fragment 2

Fragment 3

Amorce sens

mD2prom5 Kpnl

Amorce anti-sens

reverse primer PGL3 luc

HE

1X 37a95°C
Programme
20X 30™ 495°C
30" 8 59°C
Elongation a 72°C 1
Elongation finale 7

* Analyser les produits PCR par électrophorese sur gel (voir point 3.2)

3.6.2. Par restriction:

*Inoculer les bactéries positives en PCR dans 5ml de LB contenant 100

mg/mld’ampicilline.
* Incuber O/N a 37°C
* Centrifuger 10 min a 2500 rpm afin de culoter les bactéries
» Décanter et resuspendre les bactéries dans 300 pl de GTE+RNAse

= Vortexer et laisser 10 min a RT

= Ajouter 450 mL de NaOH/SDS qui lyse les bactéries

= Retourner plusieurs fois le tube et laisser 10 min a 4°C
= Ajouter 360puL de KAc/HA qui précipite I’ADN chromosomique et mélanger
= Centrifuger 10 min a 13 000 rpm pour éliminer le précipité




®= Incuber O/N a 37°C

® Centrifuger 10 min a 2500 rpm afin de culoter les bactéries

» Décanter et resuspendre les bactéries dans 300 pul de GTE+RNAse

= Vortexer et laisser 10 min a RT

= Ajouter 450 mL de NaOH/SDS qui lyse les bactéries

= Retourner plusieurs fois le tube et laisser 10 min a 4°C

» Ajouter 360uL. de KAc/HA qui précipite I’ADN chromosomique et mélanger
= Centrifuger 10 min a 13 000 rpm pour €liminer le précipité

= Reprendre le surnageant et y ajouter un volume de phénol-CiAA

= Vortexer et centrifuger 15 min a 13000 rpm

» Reprendre la phase aqueuse et y ajouter 1 volume de chloroforme

= Vortexer et centrifuger 15 min a 13000 rpm

= Reprendre la phase aqueuse

» Ajouter 2.5 volumes d’éthanol 100% et laisser 20min a température ambiante
= Centrifuger 15 min a 13000 rpm et décanter

= Ajouter 200 pL d’éthanol 70% pour rincer le culot

= Décanter et laisser sécher le culot

= Reprendre le culot dans 100ul d’eau MilliQ

Restriction par 1I’enzyme Kpnl et Sacl (voir point 3.3)

. Réalisation et Clonage dans pGL3-basic des séquences promotrices de

Maged2 mutées pour les sites de liaison des facteurs de transcription

YY1 et E47
e La mutagénese est réalisée en 3 PCR distinctes avec la PFU
e Mix PCR:
= 5ul tampon 10X
= Sul ANTP (10uM)
=2.5ul amorce 1 (10uM)
= 2.5ul amorce (10uM)
» 0.5ul PFU (haute fidélité, Fermentas)
= ADN 50ng
= Volume final 50ul
e PCR réalisées :
PCR1 E47 PCR1 YY1 PCR2 E47 PCR2 YY1
Amorce sens | mD2prom4 Kpnl | mD2prom4 K | mD2d4 E47 S | mD2d4 YY1
nl S
Amorce anti- vmD2d4 E47 A mD2dI:1_YY1_ reverse primer reverse primer
sens S AS PGL3 luc PGL3 luc
27 a495°C
Programme ?(5 45 a95°C
30°" a 59°C
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Amorce sens mD2prom4_Kpnl mD2prom4_Kpnl
Amorce anti-sens reverse primer PGL3 luc reverse primer PGL3 luc
273495°C
Program
me 25 45 a95°C
X 307 a59°C
Elongation a 73°C 3 3 3 3¢
25X
Elongation finale a T
73°¢

Purification sur gel voir point 1.6

Restriction par Kpnl et Sacl voir point 3.3

Ligation dans le plasmide pGL3-basic voir point 3.4
Transformation voir point3.5

Isolation par sélection et purification sur gel voir point 3.2

. Culture cellulaire

5.1. Culture des C2C12 et NIH 3T3
Les C2C12 et les NIH 3T3 sont cultivées du milieu DMEM + 10% FBS (Fetal Serum
Bovin) + antibiotiques pénicilline/streptovidine

5.2. Initiation de la différenciation des myoblastes C2CI12

Les myoblastes murins C2C12 non confluents se différencient in vifro en myotubes par
le remplacement du milieu DMEM + 10% FBS par un milieu pauvre en sérum (1% de
sérum de cheval).

5.3.  Expression des plasmides pGL3 dans les C2C12 et les NIH3T3

5.3.1. Préparation d’ADN (colonne)

¢  Pour une colonne NucleoBond MIDI :

= Culoter les bactéries par centrifugation a 2500 rpm durant 15 min.

» Lyse des bactéries grace au buffer S1 (4ml) + RNAse

» Addition du buffer S2 (4ml), incuber a RT 2 & 3 min

= Ajouter le buffer S3 (4ml) froid, incuber sur glace 5 min

®» Verser sur la colonne laisser passer le liquide, I’ADN se lie a la colonne
» Ajouter 10ml de buffer N3 de lavage.

* Elution de I’ADN se réalise avec le buffer N5 (5 ml)

* Centrifuger a 15000g durant 30min a 4°C

= Ajouter 2 ml d’éthanol 70% et centrifuger 10 min a 15000g a RT

= Laisser sécher I’ADN qui est resuspendu dans de I’eau MilQ
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= Ajouter 10ml de buffer N3 de lavage.

= Elution de I’ADN se réalise avec le buffer N5 (5 ml)

= Centrifuger a 15000g durant 30min a 4°C

» Ajouter 2 ml d’éthanol 70% et centrifuger 10 min a 15000g a RT
= Laisser sécher I’ADN qui est resuspendu dans de I’eau MilQ

5.3.2. Ensemencement des cellules
Pour les C2C12 : toujours avant que les cellules ne soient confluentes

O

O
O
©)
)

Rincer les cellules 1 fois avec 10 ml de PBS

Retirer le PBS

Ajouter 2ml de trypsine pendant 5 a 10 min a 37°C
Compter les cellules (cellules de Burker)

Ensemencer : 30 000 en plaque 12 puits + Iml DMEM
(+10%FBS+pénicilline/streptovidine)

Pour les NIH3T3 :
o Rincer les cellules 1 fois avec 10 ml de PBS

o}

O
O
@)

Retirer le PBS
Ajouter 2ml de trypsine pendant 5 & 10 min a 37°C
Compter les cellules (cellules de Burker)
Ensemencer :
= 30 000 en plaque 12 puits + Iml DMEM
(+10%FBS+pénicilline/streptovidine)

5.3.3. Transfections transitoires

Les transfections transitoires sont réalisées avec 1’agent de transfection Turbofect
(Fermentas).

(@)

Préparer le mix :
»2ug de plasmide
® 200l de milieu sans sérum ni antibiotiques.
= 4ul de d’agent de transfection « Turbofect », mélanger par pipettage.
®* [ncuber 20 min a RT
Ajouter 200ul du mix par chaque puits.
Incuber 24 heures.
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6. Test Luciférases

6.1.

Transfection des plasmides
(Voir point 4.5.3)
Les différentes transfections réalisées pour les tests luciférases sont :

pGL3-basic 2mg
pGL3-basic promoteur
maged2 2mg
pGL3-basic fragment 1
2mg
pGL3-basic fragment 2
2mg
pGL3-basic fragment 3
2mg
CMV-PRL | pGL3-basic promoteur | Plasmide d’expression de
Renilla maged2 1mg MyoD Img
0.2mg pGL3-basic promoteur Plasmide d’expression de
maged2 1mg Myogénine 1mg
pGL3-basic promoteur Plasmide d’expression de
maged2 Img Mef2c 1mg
pGL3-basic promoteur Plasmide d’expression de | Plasmide d’expression
maged2 0.70mg MyoD 0.70mg de Myogénine 0.70mg
pGL3-basic promoteur Plasmide d’expression de | Plasmide d’expression
maged2 0.70mg Mef2c 0.70mg de MyoD 0.70mg
pGL3-basic promoteur Plasmide d’expression de | Plasmide d’expression
maged2 0.70mg Mef2c 0.70mg de Myogénine 0.70mg
pGL3-basic fragment 2
délétion E47 2mg
pGL3-basic fragment 2
délétion YY1 2mg
Lyse des cellules
o Laver les puits 2 fois avec du PBS 1X
o Lyser les cellules avec de 250ul de PLB (passive lysis buffer).
6.3. Mesure de activité luciférase
o Prélever 30 pul du lysat en tube a luminescence
o Ajouter 100 pl de Luciferase assay Reagent (LARII)
o Meélanger par pipetage a RT
o Premiére mesure au luminomeétre (10sec), cette lecture quantifie la lumiere émise
par la luciférase de luciole du vecteur pGL3 basic
o Ajouter 100 pl de solution Stop & Glow
o vortexer
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o Deuxiéme mesure (10sec), cette lecture quantifie la lumiére émise par la luciférase
Renilla.

. PCR quantitative en temps réel

7.1.  Préparation d’ARN
* Voir point 1.1

7.2.  Retrotranscription des ARNm en ADNc
* kit promega ImProm-II™ Reverse Transcription System

o Engager 1ug d’ARN
o Placer les tubes PCR sur la glace
o Faire le mix suivant :
* lug ARN
* ] ul Random Primer 500pg/ml
= Volume final 5ul (eau DEPC)
o Mettre a 70°C Smin
o Mettre sur glace 5’
o Préparer le mix de reverse transcription :
* ImProm-II 5X Reaction Buffer 4.0 pl
* MgCI2 (final concentration 1.5-8.0mM) 2,6 ul
= ANTP Mix ( 0.5mM each dNTP) 1.0ul
» Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 40U/ml (20U) 0,5ul
* ImProm-I16 Reverse Transcriptase 1.0ul
= Volume final 15ul
o Vortexer doucement et laisser sur glace
o Mettre 15u] du mix de reverse transcriptase dans les tubes contenant I’ARN et les
amorces
o Programme PCR :
= 25°C, Smin (annealing)
= 42°C, 1h (extension)
= 70C°, 15min (inactivation de la RT transcriptase)

7.3.  PCR quantitative

La real time PCR quantitative ou PCR en temps réel quantitative est basée sur la
technique classique de PCR (Polymerisation Chain Reaction). A chaque cycle, la quantité
d’ADN amplifiée est mesurée grace a I’utilisation d’un fluorochrome le SYBR green. Le
SYBR green est un agent intercalant qui vient s’insérer dans le petit sillon de I’ADN
double brin et émet un signal fluorescent a 520 nm. La fluorescence émise est directement
proportionnelle a la quantit¢ d’ADN. Donc, plus la quantit¢é d’ADN de départ est
importante, plus le signal fluorescent sera important. Le cycle seuil (ou cycle treshold)
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correspond au cycle de PCR ou la fluorescence émise peut se distinguer du bruit de fond.
A ce moment, la phase exponentielle d’amplification débute.

o Diluer I’ADNCc pour obtenir une concentration de 0,4 ng/ul
o Préparer le mix Syber Green :

= Syber green 10ul

= Primer F (2,4uM) 2,5ul

= Primer R (2,4uM) 2,5ul

O 0O O 0 O

Distribuer 15ul de ces mix dans tous les puits
Ajouter ADN, Sul/puits
Mettre un film autocolant sur la plaque
Centrifuger la plaque
Programme de la RT-PCR 40X :

*2 min a 50°C

* 10 min a 95°C

=15 seca95°C

* Imin a 60°C.

8. Oligonucléotides utilisés :

Oligonucléotides des fragments PCR:

primer PGL3 luc

5’CAAGGTACCCCAGTATGGGCAAAGGTGACC

reverse primer PGL3 luc

5’CAGAGCTCCGTCGTATCCCTTGTTCTGCC

mD2prom3 Kpnl

5’CAAGGTACCGCCGGTGTAGGGAGAAAGTG

mD2prom4 Kpnl

5’CAAGGTACCTTTAGTGGGGAGGGCAGTATC |

Oligonucléotides de comprenant une mutation :

mD2d4 E47 S 5’CCCTCTGGGATCAAGAGAAAACC
mD2d4_E47_AS S’GGTTTTCTCTTGATCCCAGAGGG
mD2d4 YY1 S 5’GCTGGGCCTAAGACAGAATCACTAG

mD2d4 YY1 _AS

S'CTAGTGATTCTGTCTTAGGCCCAGC

Oligonucléotides employés pour de séquengage :

primer PGL3 luc

5’CAAGGTACCCCAGTATGGGCAAAGGTGACC

reverse primer PGL3 luc

5’CAGAGCTCCGTCGTATCCCTTGTTCTGCC

mMaged?2 seql 5’TCGAAAAGGGGGAAACAACCC
mMaged? revseql S’TTCTCCCTACACCGGCTATAC
mMaged2 PCR1 S’GCTTTGGCGTCAGACAGCATTG
mMaged2 PCR2 5S’CTCACACCGCATCAAATGCAG
mMaged?2 seq?2 5’GGATGCAGAGAAGGGTTAAGG

mMaged? seq3

S’TCAATCCTGAGTTGAGGAGGG
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Résultats et Discussions

1. Détermination des sites d’initiation de la transcription de Maged?2
dans les C2C12 en différenciation

Afin de caractériser la région promotrice de Maged?2 il est nécessaire d’identifier les
sites d’initiation de la transcription. Nous avons choisi d’utiliser une méthode de S’RACE
(Rapide Amplification of cDNA Ends). Cette méthode est réalisée au départ de I’ARNm des
C2C12 prélevé deux jours a pres l’initiation de la différenciation, stade auquel la protéine
Maged? est fortement exprimée (Figure 9). Dans un premier temps I’ARNm est traité pour en
déphosphoryler les extrémités 5°, ensuite la coiffe est dégradée et I’ARNm est alors rétro-
transcrit en ADNc avec un oligonucléotide universelle et un oligonucléotide choisi en aval du
site d’initiation de la traduction. Enfin, la région 5° de cet ADNc est amplifiée par PCR. Ces
produits PCR sont ensuite clonés et séquencés pour étre analysés.

Les séquences obtenues par 5° RACE mettent en évidence 3 départs de transcription
possibles (Figure 11) situés respectivement a -1578 pb, -960pb et -238pb du codon initiateur
de la traduction (ATG). Ces 3 sites d’intiation ne semblent pas étre transcripts a la méme
fréquence. Sur les 10 séquences de clones obtenues et séquencées, nous trouvons 2 départs de
transcription en -1578pb, 4 départs de transcription en -960pb et 4 départs de transcription en
-238pb.
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Figure 11 : Représentation schématique de la région 5’ de Maged?2 par rapport au site d'initiation de
la transcription (ATG). Les 3 départs potentiels de transcription et leurs exons respectifs sont
représentés en jaune, rouge et violet. Les séquences obtenues par 5’'RACE sont schématisées en traits
épais.

2. Analyse in silico du promoteur de Maged2

Pour identifier les sites de liaison potentiels des facteurs de transcription impliqués dans
la myogeneése, la suite de logiciels Transfac 2008.3 (http:/www.biobase-international.com) a été
utilisée. Celle-ci permet d’identifier des sites possibles de liaison de facteurs de transcription
grace a son programme de calcul MATCH 11.2. L’analyse de la région promotrice de
Maged? a été réalisée avec une base de calcul spécifique aux tissus musculaires. Les figures
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12 et 13 montrent les sites potentiels de liaison a I’ADN des facteurs de transcription ayant un
degré de certitude supérieur ou égal a 90%. Ce degré de certitude est calculé en fonction de la
similitude entre le site potentiel de liaison a I’ADN et la séquence analysée.

Nous avons ciblé la région comprise entre -2610 et 0 par rapport a I’ATG. Cette région
se situe un peu plus de 1000 paires de bases (pb) en amont du premier site d’initiation de la
transcription (-1578bp) de Maged? et s’acheéve un peu plus de 200pb en aval du troisiéme site
d’initiation (-238pb).

La région promotrice analysée comporte 2 boites TATA, mais leurs localisations sont
atypiques. En effet, les boites TATA fonctionnelles se situent environ 30 pb en amont du site
d’initiation de la transcription, or, ici, la boite TATA la plus proche d’un site initiation de
transcription en est distante de 300pb.

La région comprise entre -290pb et -1700pb, compte 19 sites potentiellement reconnus par le
facteur SP1, facteur capable de jouer le role d’initiateur transcriptionnel, six sites de liaison
aux facteurs TBP (TATA Binding Protéine), un site de liaison a TAF4 (TBP Associated
Factor 4) et un site de liaison a NF-Y (Nuclear Factor Y). Il a noter que facteurs SP1 peuvent
interagir avec TBP, TAF4 et NF-Y .

Vu leur nombre et la localisation des sites CpG, il est probable que la transcription de la
région promotrice de Maged? soit initiée par ces ilots CpG plutdt que par des boites TATA.

Dans la région promotrice étudiée, six sites de liaison pour le facteur de transcription
YY1 (Yin Yangl) sont également présents. YY1 est un facteur de transcription ubiquiste et
hautement conservé entre les especes. La littérature lui confére autant de rdles activateurs que
répresseurs (pour revue, voir He et Casaccia-Bonnefil, 2008). Dans le contexte de la
myogenese, il semblerait qu’YY1 soit un régulateur négatif de la myogenése par son action
répresseur du géne de ’actine alpha (Lee et al. 1994).

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéresses plus particuliérement aux sites de
liaison des facteurs de transcription spécifiques de la myogenése. La région promotrice
étudiée compte 4 E-Box. Ces sites sont reconnus par les facteurs de détermination
myogénique (MyoD, Myf5, Myogénine et MRF4). La région comporte aussi 2 sites de liaison
du facteur de transcription MEF2 (Myocyte Enhancer binding Factor 2) et 4 sites de liaison
pour E47, une protéine E capable de dimériser avec les MEF pour activer la transcription.

E47  E471578 960 I

exont exon2  g47 E47 Ebox
Ebox

Ebox Ebox

MEF2
Figure 12 : Représentation schématique de la région promotrice de Maged? située entre +I1pb et -1700pb par
rapport au codon initiateur ATG. Les 3 départs potentiels de transcription et les premiers exons qui
correspondent sont représentés respectivement en jaune, rouge et violet. Les sites potentiels de liaison de
Jfacteurs de transcription myogéniques ayant un degré de certitude supérieur ou égal a 90% (selon la base de
calcule MATCH 11.2) sont annotés sur la séquence ainsi que les sites YY1 représentés par des traits rouges et
les sites SP1 représentés par des traits oranges.

TBP
-2610AAGAAAGATCTTGAATTTTATTTCITATAACTACCGTGAATTATAGTTTATAATAAGCTTT
EBOX
-2550TTCTGGGTCTGCATTICACCTGCTCTAT TAATGATATTTTGTCTACTTCTCTTTGTCT

-2490TTACATTTTATCTTGTTCTCATGAAGACACCCAGTTGTTTATGTGAATTTATCAGGCAAC
-243OAGAA[GTGCCZ;(TITCAAACTAGHGAAAAACGTTATTGAGGGTGAATCTGTCAATGCCATAA
-2370TAAAAGTCATTACTTTGTACAGTTAACTTACK}CTGAXX,IATGGTAGT[TTTTTCAAATGAAT
-2310TGAATCAGCAAAACAAACAAAACAGTCCAATATAGACACCAGGATGGTCCT
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-2250TGTAGCATTGTTTGTAATAGTTCGAAAAGGGGGAAACAACCCAGAAAGTACACGAAGCTG

TBP MEF2
-2190AACTAAGTAAATAAATTAITAGGACAGTTATACAAGAAAACATTATACATITTCTAAAAAAA]
TATA

-2130CATATGCTAAGGGAAAGAGGTTTGAATATATAACTTGAAAAJAAAGCAGTTACAGAACAGT

-2070AGGTAACTAGTATAGCCGGTGTAGGGAGAAAGTGCACATAATCAGACTACAAATTAAAAA

YY1
-2010ATTAATGGAGGAAITGTCTATCAAAGTACTCAATGTCATGAGTATTTCTGAGGAAGGAGA[T]
MEF2 E47 EBOX
-1950TAAAGATAGCTITTTAATTTTCTGTTACATATTTCTGCATTTCTCTGGTTTITICACATGACA]

TBP- TATA
-1890AJACACTACTTTTGTAGTAAGAAAAATAACGATTATAAAATAAATAAITTTCAATGAATGAA

-1830TCGTTTTCGTGGGGGCAGTTTGGGTTGGAAGGGCTTCAGACCGAACCTGGTACAGAGGCA

YYI SP1
-1770TAAACATGGGCTTTIGGCGTCAGACAGCATTGAGCAGGGCCCCATTGCCCCACCCCCGAGG
SP1 SP1

-1710AAGGGGGCGGGGGGTAGGGGGCTGCGGAAAGGGGCTGGGCTGGGCTGGGCTIGTCTGCAGC

-1650TCTAGTCCAGGAGGCTGAGACTTCGAGAGGGACTGAGAGGAGCAGGCACACGICATCCCA!
E47
-1590ACTCACTGIGAGGACAAGGTGAGGGAACAACATTGGGCTTTCCTGGTGAGCAGACAGTGGT
EBox
-1530TCTAACTACCTGAAACCTATAGCTIGGGCAGGTGGIGCAATTCTTATTTGACCACTATAGCT

-1470GGAGCAGAAGTGCTGCATTTGATGCGGTGTGAGAATGAGAACGACCAAGAAAGTAGTAAG
TAF4

-135OGCATGCTTGGAGGAGAAG{GAAGAA]YZII"GGGGAAAIFAAGAAGGGGAAGGCGAGATCCAGGG

-1290ACAAGAATAGGGGATGCAGAGAAGGGTTAAGGGACACT CATAGGTA

-1 17OACACAGAGAAGGATGTAAGGAATGGGAAGAGATTTCTGTAGATGCGAT

-11 1OGGGAAATAGGGAGTCCGGAGTTAGGCAAGGGAAITAGGG?\PSGGGGGG{AATAAGGAGTGTTG
SP1 SP1 SP1

-1050AGGGGGGAGGGGCAGACGIGGCTGGGACGGAGGCCCCCTAGGGAGGCGGAAAIGGGGCGGGA

SP1
-99CTTCCGGCCTTTAGTG GAGGGCAGTATCTGAGTTTCGGAGGGGCTTGGAGAGAGT

-930 GGACACACTCGGGAATTGTAGGAGGACGAGGTAAGTCATGGGCCCCAGCTTTGGATGAGA
-870 GCCTGCTAGGGGTCG|GCCCCASCP(12CTCMGGGA"11'33"7FGGAG&]AACCTGCCTTAAGAGCCAAA
-810 TCTTACCGAATCCATCCAGCTAGGGGACCCCGTTTGGCT
-750GTTCAATCCTGAGTTGAGGAGGGGGTGTTACAGGGAAGGAGCCAAA@
-690 TTTTACCGTTTGGAGGGATGAGGC
-630 TCTGTGAAATTGATAGGGTGGTTGTGAGTAIQGGGAGSGP(;GCTA(ﬂGlACCACCA(I}EiéACTGCG{
-570 @CAATTTGGATGGAAGGTTTGTTGGGG{AGGGG?iPCIGGGGCﬂGAACAGCATTGCGGACCTGG

-510 AGAGGGGC GTGTATAGGAGTTGGGTGCTGGACTGAGACCGTGGACATTGCGCATGCGCTE

TBP SP1 EBOX
-450 TATGTAITAGCTAGAAAGIGGGCGTGTTGAGAAGGGCTCGCAGAGACITGGGCCAGCTGCTGA)
SP1

-390 ATGCGCATGTGCACGGTGGACTTCAAAGAACGGGTTTGTACTGGGAAAGICAGGCGGGGT]
SP1
-330 GAAAGGGCGCTGCAGAAGACGCGCATGCGCACTCTAAGCCTGCGGCTGGGGGGGGGTGICG
SP1
-270 CTGGGAAAAGGGGGCGGGGTACTCAGAGCTGCCGCGCTGGCACATCTTCCTGGAGGAGGG

-210 GAGGGTGCGGCTGCAGAGAACTGAGACCTAGAGACAGAATTTCTGTATCTGAGCACCTAC
-150TGGTTGGGGCTCCGGGAGGGGCTGGGCTTTGGGGCCCTAAAGAAGGTGAGGATCAGCTTC

-90 TAGGCAGAACAAGGGATACGACGTTCAGCGGGCTCTCCACTTGACCCAGGCCTTCTCTTT
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-30 GAACTCAGCTTTGCTAGGTGAACTTGAGACATG

Figurel3 : Séquence de la région promotrice de Maged?. En encadré, figurent les sites de liaison a
I’ADN des facteurs de transcription spécifiques des tissus musculaires de degré de certitude >90%
identifiés par le programme MATCH 11.2. La séquence se termine par le codon d’initiation de la
traduction ATG.

3. Activité transcriptionnelle de la région promotrice de Maged?2 lors de
la différenciation des C2C12

3.1. Expression de ’ARNm de Maged2 au cours de la différenciation des
Cc2CI2

Afin d’évaluer la quantité de transcrit de Maged?2 dans les C2C12 en prolifération et en
différenciation, nous avons réalis¢ des PCR quantitatives en temps réel (RT-PCRq) sur
I’ADNc de C2C12 en prolifération et au cours de la différenciation (Figure 14 A et B). Les
résultats montrent que le transcrit de Maged? est présent dans les C2C12 en prolifération. La
quantit¢é d’ARNm augmente trés peu dans les heures qui suivent le retrait de sérum
responsable de l’induction de la différenciation. Aprés 24 heures de différenciation, la
quantité augmente de 3 a 4 fois et le maximum semble étre atteint aprés 2 a 3 jours de
différenciation. La quantit¢é d’ARNm reste supérieure a celle mesurée lors de la phase
proliférative durant plusieurs jours.

Contrairement a ce qui a été observé pour la protéine Maged2, I’ARNm n’augmente pas
de fagon trés importante 3 heures apres le retrait du sérum. Une augmentation plus importante
est par contre observée 1 jour apres I’initiation de la différenciation.
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Figurel4 : Analyse de la quantité d’ARNm de Maged? dans les C2C12 en différenciation par RT-PCRq au cours
de 2 expériences indépendantes. A : Les cellules ont été prélevées avant le retrait de sérum (Oh) et 3 heures, 1
Jour, 2 jours ,5 jours et Gjours apres le retrait de sérum. B : Les cellules ont été prélevées avant le retrait de
sérum (Oh) et 3 heures, 1 jour, 3j et 7jours aprés le retrait de sérum. L’expression de Maged?2 a été normalisée
par rapport a ’expression de GAPDH et L37. La barre d’erreur correspond a l’écart type calculer a partir des
triplicats de la méme expérience.

3.2. Etude de la régulation de I’activité transcriptionnelle du promoteur de
Maged?2 grace a un systéme rapporteur

L’activité promotrice de Maged? a été analysée a ’aide d’un systéme rapporteur
luciférase. Pour cela, des myoblastes C2C12 en prolifération ont été transfectés avec le
vecteur pGL3 basic (Figurel5) contenant le promoteur de Maged? cloné en amont de la
séquence de la luciférase de luciole (Firefly luciferase). Cette construction exprimera la
luciférase de fagon directement proportionnelle a I’activité du promoteur Maged?.

pGL3-Basic
Veclor
(4818bp)

OTAEVATE 4A

Figure15 : Représentation schématique du vecteur PGL3-Basic. Ce vecteur porte le géne de la luciférase (LUC+)
(Firefly luciferase) en aval d’un site multiple de clonage. Ce vecteur contient aussi un gene de résistance a '’Ampicilline).

La région promotrice de Maged? a été amplifiée par PCR a partir d’un cosmide
contenant la région promotrice de Maged?2. Les oligonucléotides utilisés pour amplifier cette
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région sont situés 1088pb en amont du premier site d’initiation de transcription et 306pb en
aval du troisiéme site d’initiation de transcription. Les extrémités 5° des primers utilisés
portent des bouts flottants contenant la séquence du site de restriction Kpnl (amorce 5°) ou
Sacl (amorce 3°) qui permet I’insertion du produit PCR dans le site de clonage de pGL3-basic
(Figurel6).

-2666 -960
il B -
exoni exon2 exon3
Kpnl

Figurel6 : Représentation schématique de la localisation des oligonucléotides utilisés pour amplifier la
région promotrice de Maged2 par PCR en vue de la cloner dans le vecteur pGL3-Basic. Les oligonucléotides
sont situés en -2666bp et 68pb par rapport au site d’initiation de la traduction (ATG).

Les C2C12 ont été transfectées avec le vecteur pGL3-Basic contenant le promoteur de
Maged? (pGL3-Fragment 1) ou avec le vecteur pGL3-basic vide qui est un contrdle négatif.
Chacun de ces vecteurs a €té co-transfecté avec un plasmide d’expression pour la luciférase
de Renilla. Cette luciférase est sous contréle du promoteur fort CMV. L'expression de la
luciferase de renilla est constitutive et ne varie pas avec la différenciation des C2C12. Elle
fournit donc un contrdle interne et permet de normaliser les valeurs obtenues pour la
luciférase expérimentale de luciole. Ceci permet donc d’éliminer une grande partie de la
variabilité expérimentale (par exemple les variabilités liées a la transfection).

Nous avons étudié ’activité du promoteur de Maged? au cours d’une cinétique de six
heures suivant le retrait de sérum initiant la différenciation. Cette cinétique a été choisie car
elle correspond aux observations faites par Western Blot montrant I’apparition de la protéine
Maged?2 dans les quelques heures suivant le début de la différenciation (Figure 9).

Au cours de ces 6 premieres heures le promoteur de Maged? montre une activité
transcriptionnelle significative, mais aucune variation de I’activité transcriptionnelle n’a été
détectée au cours de cette période (Figure 17).

36

Sacl




140

120

100

80

M prom1
B pGL3 basic

60

40

Relative LUC activity

20

Oh 3h 6h

Figurel7 : Activité Luciférase relative du promoteur de Maged2 au cours des 6 premiéres heures de la
différenciation de C2C12. Les valeurs sont normalisées par rapport a la valeur obtenue dans les C2C12 en
prolifération.

Puisque qu’aucune augmentation de [’activité transcriptionnelle du promoteur de
Maged? n’a été observée dans les six premiéres heures suivant le retrait de sérum, nous avons
étendu la cinétique a 48 heures.

Vingt-quatre heures aprés le retrait du sérum [’activité de transcription de la région
promotrice de Maged? augmente d’un facteur 5 et 48 heures apres le retrait, elle augmente
d’un facteur 40 (Figure 18)

37




6000

5000

g
(=]

3000

# Promoteur maged?2

BpGL3-Basic

N
o
(=]
o

Relative LUC activity

1000

Oh 3h 6h 24h 48h

Figure 18: Activité Luciférase relative du promoteur de Maged2 et de pGL3-basic au cours de 48
heures de différenciation des C2C12. Les valeurs sont normalisées par rapport a la valeur obtenue
pour le promoteur de Maged2 dans les C2C12 en prolifération.

En phase proliférative, on mesure une transcription constitutive de Maged? alors que la
protéine n’est pas détectable. Le fait que la protéine ne soit pas détectée alors qu'on observe la
présence du transcrit peut s'expliquer de différentes maniéres. Si la protéine est présente en
faible quantité, il se pourrait que I'analyse en Western Blot n'ait pas été assez sensible pour la
détecter. Il se pourrait aussi que la protéine soit continuellement dégradée en phase
proliférative par le protéasome. Cette hypothése a été testée par I’inhibition du protéasome
par I’époxomycine, mais suite a cette expérience aucune augmentation significative de
Maged2 n’a pu étre observée par Western Blot (M. Delimoy, communication personnelle).
Enfin, il est possible que la traduction de I’ARN soit inhibée par un mécanisme impliquant
des microARN. L’analyse des séquences cDNA par Patrocles (www.patrocles.org) révele la
présence de nombreuses interactions possibles du transcript avec plus d’une trentaine de
microARN connus.

Les analyses par Western Blot (voir introduction, figurel0) détectent la protéine
Maged2 deés 1 heure apres le retrait du sérum. Dans les 3 heures, suivantes on observe une
induction marquée de la protéine et cette expression augmente encore au cours des 48 heures
suivantes. Les RT-PCRq réalisées montrent que la quantit¢ d’ARNm augmente fortement
apres 24 heures. Les tests luciférase montrent une augmentation de ’activité de transcription
24 heures apres le retrait du sérum. Cette activité transcriptionnelle augmente encore
davantage apres 48 heures.

L’augmentation trés précoce (une heure apres le retrait de sérum) de la protéine Maged2

ne semble pas étre causée par une régulation transcriptionnelle. Il semble donc qu’il y ait 2
niveaux de régulation de Maged2 dans le cadre de la différenciation des myoblastes. Le
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premier niveau de régulation, rapide, impliquerait la stabilisation de la protéine ou la
traduction de 'ARNm et le second serait une activation de la transcription.

4. Cartographie fonctionnelle de la région promotrice de Maged2

Dans le but de mieux caractériser le promoteur de Maged?2, 1’activité transcriptionnelle
de plusieurs fragments de la région promotrice a été¢ évaluée par la méthode du gene
rapporteur luciférase (Figure 19). Ces fragments ont été générés par PCR et clonés dans le
vecteur pGL3 basic en amont du gene de la luciférase. Le choix des différents fragments a été
déterminé en fonction de deux critéres. Le premier critére est la présence de sites de liaison de
facteurs de transcription spécifiques de la myogenése. Le second critere est 1’existence des 3
départs de transcription identifiés précédemment.

-Le fragment 1 (-1657pb --> -68pb) exclut la région en amont du premier départ de
transcription ainsi que la seconde E-box.

-Le fragment 2 (-978pb --> -68pb) exclut la région en amont du second départ de transcription
et la troisiéme E-box.

-Le fragment 3 (-655pb --> -68pb) contient la derniere E-Box.

Ea7 _ 47578 l -238
a_I - o
“001 exon2 E47 exon3
o« T E‘"" Promoteur maged?
547'578 -960 28 '
oon2 g7 E47  Ebox ol
Fragment 1
-960 28
: Uc
exon2 g4y E47  Ebox exon3
Fragment 2
.38 :
4» i i L i
E47 exon3
FragmentS

Figurel9 : Représentation schématique des fragments de promoteurs tronqués nommés fragment 1,2 et 3.
Les départs de transcription et leur exon en -1578, -96 et -238p sont représentés par les boites jaunes,
rouge et violet. Les boites grisées représentent les sites de liaisons de facteurs de transcription étudiés, les
barres rouge représentent les sites de liaison des facteursYY1.

Les fragments décrits ci-dessous ont été clonés dans pGL3-basic et transfectés dans les
C2C12 afin d’évaluer leur activité promotrice Les résultats sont mesurés sur une cinétique de
48 heures et sont normalisés par rapport a la valeur obtenue pour la région promotrice
« complete » de Maged? dans les C2C12 en prolifération (temps 0) (Figure 20).

Fragment 1 (-1657pb a -68pb)

En prolifération : on mesure une diminution de I’activité de transcription approximative de
50%.
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Apres 24 heures : I’activité de transcription mesurée n’est pas significativement différente du
promoteur complet.
Apres 48 heures : I’activité transcriptionnelle est réduite de 50%.

Fragment 2 (-978pb a -68pb)

En prolifération : on mesure une diminution de 1’activité de transcription d’environ 15%.

Apres 24 heures : I’activité de transcription est environs 2.8 fois supérieure a celle du

promoteur complet de Maged?.

Apres 48 heures : L’activité de transcription de ce fragment ne semble pas étre différente de
celle de la région promotrice compléte de Maged?. La moyenne des
mesures d'activité luciférase du fragment2 est X fois supérieure a celle du
« promoteur complet » mais la variabilité de l'activité de ce fragment est
importante. On ne peut donc pas tirer de conclusion

Fragment de 3 (-655pb a -68pb)

En prolifération : on mesure une diminution de I’activité de transcription d’environ 70%.
Apres 24 heures : I’activité de transcription est réduite de 50%.
Aprés 48 heures : L’activité de transcription est réduite de 50%.

5500
4500
3500
B Oh
M 24h
2500 W 48h
1500
500
gent1 Fgent2 raent3 pL3-basic
Maged2

Figure20 : Activité Luciférase relative des fragments 1, 2 et 3 Maged? et du vecteur contréle sans
promoteur (pGL3-basic) au cours de 48 heures aprés induction de la différenciation des C2CI12 par
retrait de sérum. Les valeurs sont normalisées par rapport a la valeur obtenue pour le promoteur
complet Maged?2 dans les C2C12 en prolifération (Oh).
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Pour la discussion de ces résultats, nous ne tenons compte que des sites de facteurs de
transcription connus pour leur réle dans les tissus musculaires et ayant, selon la base de calcul
MATCH 11.2, un degré de certitude supérieur ou égal a 90%. Il est vraisemblable que
d’autres facteurs de transcription ne correspondant pas a ces critéres interviennent dans la
régulation de la région promotrice de Maged?.

Fragment compris entre -2662pb et -1657pb

L’analyse in silico du fragment de la région promotrice comprise entre -2662p et -
1657pb indique une plus faible conservation de cette région que des régions plus proches de
la séquence codante avec 68% d’identité entre I’homme et la souris. Ce fragment comprend 2
Ebox, 2 sites Mef2, 1 site E47, 4 sites YY1 et 2 sites SP1. Sa suppression entraine une
diminution de I’activité de transcription qui pourrait étre due a la perte des sites cités ci-
dessus et/ou a la perte de la région située en amont du premier site d’initiation de la
transcription. Ce fragment aurait un role global d’activation de la transcription.

Fragment compris entre -1657pb et -978pb

Ce fragment de la région promotrice présente une conservation nucléotidique homme-
souris de 80%. Il compte 1 site de liaison de facteur de transcription E47, 1site Ebox et 6 sites
SP1. Cette région aurait un role répresseur au cours de la différenciation myogénique. Ce
fragment ne contient pas la région en amont du second site d’initiation mais son activité de
transcription est importante. Il est dés lors difficile de définir le réle du second site d’initiation
de la transcription.

Fragment compris entre -978pb et -655pb

Ce fragment de la région promotrice présente une conservation nucléotidique entre
I’homme et la souris de 83%. Il comprend un site de liaison a I’ADN de YY1, E47 et NFY et
4 sites SP1. Il aurait un role activateur important tant en phase de prolifération des myoblastes
C2C12 qu’en phase de différenciation de ceux-ci.

Fragment compris entre -655pb et -68pb

Ce fragment de la région promotrice présente lui aussi une conservation nucléotidique entre
I’homme et la souris de 83%. Ce fragment inclut plusieurs sites de liaison a I’ADN, 1 site
Ebox et 1 site E47. Cette région seule semble suffisante pour la transcription de Maged?2 en
phase proliférative et pour I’induction en phase différenciative dans les C2C12.

3. Effet de la surexpression des facteurs de transcription Myogénine,
MyoD et Mef2 sur P’activité du promoteur de Maged2

L’augmentation de I’activité du promoteur de Maged2 lors de la différenciation des
C2C12 suggere qu’il est régulé par des facteurs de transcription spécifiques de la myogenése.
Afin de tester cette hypothése nous avons testé I’effet de la surexpression de la myogénine, de
MyoD et de Mef2 sur I’activité transcriptionnelle de ce promoteur. Des vecteurs d’expression
de ces protéines ont été co-transfectés avec le plasmide pGL3 comprenant le promoteur
complet de Maged2 dans des C2C12 en prolifération. Comme les MRF (MyoD et
Myogénine) peuvent dimériser entre eux ou avec Mef2 et d’autres protéines E, nous avons
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transfecté chacune de ces 3 protéines. L’activité luciférase a été mesurée 24 heures aprés la
transfection (Figure 21).

Cette expérience a €té réalisée qu’une fois (en triplicat). Les résultats présentés ici n’ont donc
qu’une valeur indicative. L’expression de la Myogénine, MyoD et Mef2 induisent tous une
augmentation de I’activité transcriptionnelle du promoteur de Maged? dans les C2C12 .
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Figure2l : Effet de la surexpression de la Myogénine (Myog), de MyoD, de Mef2 sur [l’activité
transcriptionnelle de la région promotrice compléte de Maged?2 dans des C2CI12. L’activité luciférase
mesurée a été normalisée par rapport aux valeurs des cellules transfectées avec le promoteur de Maged?.
Les contréles négatifs ont été obtenus par la transfection de pGL3 sans promoteur conjointement avec les
combinaisons de facteurs myogéniques.

Les C2C12 sont des cellules myogéniques, elles expriment donc, de maniere endogene,
les facteurs de transcription nécessaires a l’activation des genes impliqués dans la
différenciation myogénique. Cette expression constitutive pourrait donc influencer 1’activité
de la région promotrice de Maged?2. Afin d’éviter I’'influence des facteurs myogéniques
endogenes, ces mémes expériences, ont ¢té répétées dans des fibroblastes NIH3T3. Cette
expérience n’a été réalisée qu’une fois (en triplicat). Les résultats (Figure 22) montrent
I’augmentation de I’activité de transcription du promoteur de Maged? lors de la surexpression
des facteurs de transcription Myogénine, MyoD et Mef2. Ceux-ci ont donc une fonction
activatrice sur le promoteur de Maged?.
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Figure2?2 : Effet de la surexpression de la Myogénine (Myog), de MyoD de Mef2 sur
lactivité transcriptionnelle de la région promotrice de Maged? dans des NIH3T3.
L activité luciférase mesurée a été normalisée par rapport aux valeurs des cellules
transfectées avec pGL3-promoteur Maged? complet (prom). Les contriles négatifs ont
été obtenus par la transfection de pGL3 sans promoteur conjointement avec les
combinaisons de facteurs myogéniques.

Les résultats obtenus par cotransfection dans les C2C12 et les NIH3T3 démontrent que

les facteurs de transcriptions myogéniques testés ont une action activatrice sur le promoteur
de Maged?.

4. Etude de ’importance des sites des liaisons potentiels d’E47 et YY1
par mutagenese dirigée.

Pour déterminer si les Ebox et les sites de liaison a I’ADN de E47 (situé en -836pb) et
YY1 (situé en -750pb) identifiés par Transfact interviennent dans la régulation de I’activité
transcriptionnelle de Maged? lors de la différenciation des myoblastes, nous avons muté
certains sites de liaison de ces facteurs. Si les facteurs de transcription dont les sites de liaison
ont été invalidés régulent effectivement I’activité du promoteur Maged? alors, I’activité
luciférase des « promoteurs mutés » devrait augmenter ou diminuer suivant que le facteur est
activateur ou répresseur.

Des mutations ponctuelles ont été introduites dans les sites choisis par la méthode de
« triple PCR » décrite dans la figure 23. Deux couples d’amorces sont utilisées : a/b* et c*/d.
b* et ¢* portent les mutations ponctuelles souhaitées. Une premiere PCR est réalisée avec les
couples a/b* et une seconde avec les couples ¢*/d. Les produits de ces deux PCR sont ensuite
mélangés et une troisiéme PCR utilisant le couple d’amorce a/d est réalisée. Dans notre cas, le
produit PCR obtenu est cloné dans pGL3-basic.
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Figure23 : Représentation schématique de la mutagénése dirigée par PCR. Les couples d’amorces sont
a/b* et c*/d. b* et c* portent les mutations souhaitées. Les 2 premiers produits de PCR sont alors soumis
a une troisiéme PCR avec le couple d’amorce a/d. Le fragment muté ainsi obtenu est alors cloné dans le
vecteur pGL3-basic. (Nature protocols 2 924-932)

Des mutagéneses dirigées ont été réalisées sur les sites des facteurs de transcription YY1
et E47 du fragment 2 car celui-ci est le fragment le plus court ayant encore une forte activité
de transcription (figure 24). Les sites de liaison a ’ADN de E47 et YY1 ont été choisis car
ces sites sont connus pour interagir avec les MRF. Des mutagénéses dirigées ont aussi été

réalisées pour le second site E47 et pour le site Ebox du fragment 2 mais les clones n’ont pu
étre obtenus a temps pour cette étude.

-960 -238

J'—’-—H H——

B47  EboX  promoteurddel YY1
-960 -238
exon2 I I —I exon3
E47 Ebox

Promoteur4 del E47

Figure24 : Représentation schématique de la région promotrice du fra ment 2 représentant les 2
promoteurs et leur mutation (croix rouge) sur a : le site de liaison de YY1 et b : le site de liaison de E47.

Les sites de liaison a I’ADN des facteurs de transcription sont des séquences consensus.
Les liaisons tolérent donc certaines variations de séquence. Pour s’assurer de 1’invalidation
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compleéte des sites de liaison, les mutagéneses dirigées choisies modifient 2 nucléotides par
site de liaison. Les mutations ont été choisies de fagon a substituer les nucléotides les mieux
conserveés. Nous avons muté le motif CCAT du site de liaison de YY1 en CTGT cette
séquence consensus n’ayant jamais été observée. De la méme fagon pour E47 nous avons
muté le motif conservé CTGG et CAAG.

Les tests luciférases ont été réalisés dans des cellules C2C12 de la méme fagon que
précédemment au cours d’une cinétique de 48 heures. L expérience a été réalisée deux fois en
duplicats.

Le mutant du site de liaison de YY1 montre une diminution d’activité transcriptionnelle
d’un facteur 1.5x au temps 0 comparativement au fragment 2 non muté. Cette diminution
d’activité transcriptionnelle s’accentue pour atteindre un facteur trois 24 heures apres le retrait
du sérum et un facteur six 48 heures apres I’initiation de la différenciation. Ces résultats
suggerent que YY1 lie effectivement ce site et qu’il aurait un role activateur de Maged? lors
de la différenciation des C2C12.

Le mutant du site de liaison 5° du facteur E47 dans le fragment 2, montre une activité
transcriptionnelle 3.5 fois supérieure au fragment 2 non muté au temps 0 (Figure 25). Aprés
24 heures, I’expression du mutant de E47 dans le fragment 2 est comparable a celle du
fragment non muté et apres 48 heures, I’expression du fragment muté est 5 fois inférieure au
fragment non muté. Les résultats suggerent que le facteur de transcription qui lie le site E47
réprime la transcription de Maged?2 lorsque les C2C12 sont en prolifération et aurait une
activité activatrice de la transcription de Maged2 48 heures aprés I’induction de la
différenciation myogénique .
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Figure25 : Activité luciferase relative de la transcription des promoteurs 4 mutés pour YY1 et E47 dans
les C2C12 comparé a l’activité du fragment 2 au temps 0 (prolifération des C2C12) ainsi que 24 et 48
heures.
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Conclusions et Perspectives

Des études antérieures montrent que les protéines Magedl et Necdin jouent un role
important dans la différenciation cellulaire, notamment, dans les cellules musculaires. Necdin
protegerait les cellules musculaires squelettiques de 1’apoptose et favoriserait leur
différenciation (Deponti et al., 2007). Des observations ont montré que la protéine Maged2
est exprimée in vivo dans le muscle ayant subit des dommages, ainsi que dans les myoblastes
(C2C12) en différenciation (M. Delimoy, communication personnelle). Au cours de cette
étude, nous avons entrepris de caractériser la transcription de Maged? au cours de la
différenciation des myoblastes murins C2C12. En utilisant une méthode de 5° RACE, nous
avons mis en évidence 3 départs possibles de transcription localisés en -1578pb, -960pb et -
238pb avant le codon initiateur de la traduction (ATG). L’analyse in silico de la région
promotrice de Maged? montre la présence de sites de liaison de facteurs de transcription
impliqués dans la myogenése et dans la régénération musculaire. Elle a aussi mis en évidence
des ilots CpG ainsi que des sites de facteurs de transcription ubiquistes.

Des RT-PCRq réalisées ont montré que I’ARNm de Maged? est présent de fagon
constitutive dans les C2C12 en prolifération et que cet ARNm est induit dans les heures
suivant I’induction de la différenciation.

Les tests luciférase montrent une activité transcriptionnelle basale de la région
promotrice de Maged? mais nous n’observons pas d’activation lors des premiéres heures
suivant ’induction de la différenciation. Une activation est par contre observée 24 heures
apres le retrait du sérum. Ces résultats suggerent I’existence d’une premiére régulation au
niveau de la traduction et/ou de la stabilité de la protéine au cours des premiéres heures de la
différenciation. Celle-ci serait suivie d’une régulation d’ordre transcriptionnelle. Pour
confirmer nos résultats et exclure la possibilité que 1’augmentation d’activité luciférase au
cours de la différenciation soit due a I’accumulation de la luciférase dans les cellules plutot
qu’a l’activation du promoteur, il serait utile de réaliser un contrdle supplémentaire en
réalisant les tests luciférases avec un plasmide contenant un promoteur non inductible lors de
la différenciation myogénique (le promoteur de la tymidine kinase par exemple).

La cartographie fonctionnelle du promoteur de Maged? montre que les différents
fragments de la région promotrice auraient des rdles régulateurs différents. Le fragment
compris entre -2662pb et -1657pb aurait un réle global d’activation de la transcription. Par
contre le fragment compris entre -1657pb et -978pb aurait un role répresseur au cours de la
différenciation myogénique. Le fragment compris entre -978pb et -655pb aurait un role
d’activateur important en phase de prolifération comme en phase de différenciation des
C2C12. Enfin le fragment compris entre -655pb et -68pb semble suffisant a la transcription de
Maged?2 en phase proliférative et en phase de différenciation.

La mutation des sites YY1 et E47 dans fragment compris entre -978pb et -68pb a permis
de montrer une diminution de 1’activité de transcription. Ces sites ont donc un rble activateur
de la transcription dans les C2C12 en différenciation. Par la suite, il serait intéressant
d’inactiver I’Ebox en position -397pb afin d’observer I’effet des MRF sur ce site.

Pour confirmer I’existence d’une interaction physique entre les facteurs de transcription

myogénique et la séquence promotrice de Maged?, il serait intéressant de réaliser une
expérience de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) ou de retard sur gel.
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