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Introduction 
 

1. Epigénétique 
 

L’épigénétique se traduit comme l’ensemble des modifications de l’environnement de 

la molécule d’ADN, sans altération de la séquence. Ces modifications peuvent se transmettre 

de génération en génération lorsqu’elles sont stables (Jaenisch & Bird, 2003). La fonction 

associée aux variations épigénétiques est la régulation de l’expression des gènes. La 

conséquence des changements épigénétique est double : l’expression des gènes peut être 

augmentée ou peut être réprimée. La régulation se déroule en conditions normales, dans le 

développement de l’organisme ainsi que dans diverses conditions pathologiques, par exemple 

au cours de la tumorigenèse. De plus, l’épigénétique est considérée comme étant l’interface 

entre la génétique et les changements environnementaux (Dolinoy, 2008). 

 

1.1. Importance biologique de l’épigénétique 

 

Le développement des larves d’abeilles permet d’illustrer ce concept. Dans une 

colonie d’abeilles, les larves femelles proviennent d’œufs fécondés pondus par la reine qui est 

la seule abeille fertile. Parmi toutes ces larves, seul un faible pourcentage deviendra des reines 

alors que les autres larves deviendront des travailleuses n’ayant pas la capacité de se 

reproduire. Hormis la fertilité, il existe d’autres différences entre les reines et les travailleuses 

comme la morphologie et certaines particularités physiologiques. En effet, les reines sont plus 

volumineuses et plus grandes que les travailleuses. De plus, la reine possède des ovaires 

développés. Le temps nécessaire à son développement, correspondant à l’intervalle entre la 

ponte et la mue terminale, est plus court (15 jours pour obtenir une reine) lorsqu’il est 

comparé au temps de développement des autres membres de la colonie (20 jours pour les 

ouvrières et 24 jours pour les faux-bourdons). Toutes ces différences sont dues à une 

alimentation différente des larves pendant leur développement. En effet, la transformation des 

larves en futures reines est induite par la gelée royale. En comparaison, les larves destinées à 

devenir des travailleuses ont un régime alimentaire plus simple. La gelée royale est composée 

de minéraux, de vitamines, de lipides et d’une protéine appelée la royaltine (Kucharski, 

Maleszka, Foret, & Maleszka, 2008). Un pool de microARN est retrouvé dans la gelée royale. 

Ces microARNs induisent une modulation de gènes conduisant à la différence de classes entre 

les larves (Shi et al., 2012). Une étude précédente a démontré que la méthylation des gènes a 

une importance sur le développement. C’est le cas pour le gène de la dynactin p62. Ce gène 

montre un taux de méthylation différent pour les reines et les travailleuses. Avec cet exemple, 

l’épigénétique apparait comme étant un régulateur du développement (Hunt, Brisson, Yi, & 

Goodisman, 2010; Kucharski et al., 2008; Shi et al., 2012).   

Outre leur implication dans le développement normal, les variations épigénétiques 

sont fortement associées chez l’humain à des désordres métaboliques et d’autres maladies. 

Des modifications liées à l’épigénome sont principalement connues dans le processus de la 

tumorigenèse. En effet, certains gènes sont réprimés dans les cellules cancéreuses. Ces gènes 

correspondent aux suppresseurs de tumeurs à ceux conduisant à l’entrée de la cellule en 

apoptose. D’autres connaissent une surexpression et sont connus comme étant oncogènes. 

Afin de réguler l’épigénétique, les mécanismes se déclinent en trois niveaux différents : le 

code des histones, la méthylation de l’ADN et l’action des ARN non codants. 
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1.2 Le code des histones 

 

L’ADN contenu dans le noyau des cellules correspond à une très longue molécule 

mesurant environ 2 mètres. Pour permettre le stockage dans le noyau de 5 à 7 m, il faut 

compacter l’ADN (Fig.1). Pour ce faire, l’ADN est enroulé par deux fois autour d’un 

octamère d’histones sur une longueur de 147 paires de base. Cet octamère est composé de 

deux copies des histones H2a, H2b, H3 et H4. L’ensemble de ces histones est appelé le 

nucléosome. Les nucléosomes forment le premier stade de compaction de l’ADN. 

L’interaction du nucléosome avec l’histone H1 augmente la compaction. H1 aide à 

l’enroulement des nucléosomes sur eux-mêmes afin de former une fibre de chromatine 

compacte de 300 nm (B. Li, Carey, & Workman, 2007). La chromatine peut être sous deux 

formes, une décondensée appelée euchromatine et une forme condensée, l’hétérochromatine. 

L’euchromatine est généralement associée à une région transcriptionnellement active alors 

que l’hétérochromatine réprime la transcription. Ces différentes formes de la chromatine 

permettent de réguler l’expression de gènes. De plus, la condensation de la chromatine est 

réversible grâce à l’action des remodeleurs (Clapier & Cairns, 2009). 

Le passage entre ces deux types de chromatine dépend de l’affinité que possèdent les 

histones pour l’ADN. L’affinité peut être modifiée via la région N-terminal de la queue 

basique des histones. En effet, cette queue N-terminal sort du nucléosome et correspond au 

site de régulation où ont lieu les modifications post-traductionnelles des histones. Ces 

modifications sont de différents types : acétylation, phosphorylation, sumoylation, 

méthylation. Ces modifications les plus étudiées sont l’acétylation et la méthylation. Les 

modifications post-traductionnelles ne se font pas de manière anarchique. Par exemple, la 

méthylation des histones ne peut s’effectuer que sur les résidus lysines et arginines des H3 et 

H4. En fonction des différents résidus méthylés, des marques associées à l’état de la 

chromatine ont été identifiées. Par exemple, la méthylation des lysines 4 et 36 de l’histone 3 

conduit à une ouverture de la chromatine et à un état transcriptionnel actif du gène. À 

l’inverse, la méthylation des lysines 9 et 27 de l’histone 3 marque l’état inactif de la 

transcription.  L’acétylation des histones est associée à une décondensation de la chromatine 

permettant la transcription de gènes. Les queues N-terminales d’histones sont modifiées par 

des enzymes spécifiques. En effet, les groupements acétyles sont ajoutés par les enzymes 

HAT (histone acetyltransferase) et enlevées par les HDAC (histone deacetylase). La 

méthylation des queues N-terminales d’histones est réalisée par les HMT (histones 

methyltransferase) (Guil & Esteller, 2009; B. Li et al., 2007). 

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est responsable, dans certaines circonstances, d’un 

modèle du développement de lymphomes viro-induit. Comme d’autres herpèsvirus, EBV est 

persistent dans les cellules infectées de manière latente (Paschos & Allday, 2010). Afin de se 

maintenir dans la cellule, le virus doit empêcher la cellule d’entrer en apoptose. Un des 

mécanismes pour éviter la mort cellulaire programmée est l’inhibition d’un activateur central, 

Bcl2-interacting mediator (BIM). Ce facteur pro-apoptotique induit l’apoptose soit par la 

liaison avec un facteur de pro-survie Bcl2 ou par la liaison et l’activation de la Bcl-2–

associated X protein (BAX). Ses différentes liaisons conduisent au relargage dans la cellule 

du cytochrome c déclenchant le processus apoptotique par la voie intrinsèque (Allday, 2013).  

Pour que le gène BIM soit réprimé, les protéines virales B nuclear antigen 3A et 3C 

(EBNA3A et EBNA3C) induisent le recrutement de complexe polycombe au niveau du site 

d’initiation de l’élongation (transcriptional start site : TSS) (Fig.2). Ces complexes induisent 

des marques répressives sur les histones telles que la triméthylation de la lysine 27 de 

l’histone 3. Par contre des marques permissives de cette région comme la triméthylation de la 

lysine 4 de l’histone 3 restent inchangées. L’ARN polymérase II peut interagir avec le TSS de 

BIM mais il existe une inhibition de l’initiation de la transcription. En effet, par un mécanisme 
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encore inconnu, les protéines EBNA3A et EBNA3C induisent une inhibition de la CDK7 

(cyclin-dependent kinase 7). Cette kinase est responsable de la phosphorylation de la sérine 5 

de l’ARN polymérase II, évènement clé dans l’activation de la transcription au niveau de ce 

promoteur. L’inactivation de la CDK7 conduit à une inhibition de la transcription et donc à 

une répression de l’expression de BIM (Allday, 2013).  

 

1.3 Méthylation de l’ADN  

 

La méthylation de l’ADN correspond à un autre niveau de régulation. Ce processus se 

produit sur le dinucléotide CpG où la cytosine précède une guanine dans le sens 5’ vers 3’. 

Plus précisément, la méthylation a lieu sur le carbone 5’ de la cytosine. Les CpG sont 

retrouvés tout le long de l’ADN mais ils peuvent être regroupés en îlots CpG. Un îlot CpG est 

défini comme étant une séquence d’ADN de plus de 200 paires de bases dont la concentration 

en nucléotides C et G est supérieure à 50 % et dont la fréquence des dimères CpG observée 

sur la fréquence attendue dépasse 0,6.  (Deaton & Bird, 2011). 

Dans la cellule, il existe trois enzymes capables d’engendrer la méthylation des 

cytosines. Il s’agit des enzymes DNA methyltransferases (DNMT). Les DNMT3 sont connus 

pour induire la méthylation de l’ADN de novo sur les 2 brins d’ADN. Il existe deux sous-

classes : DNMT3a et DNMT3b. Premièrement, DNMT3a est responsable de la méthylation 

des régions promotrices. Tandis que DNMT3b induit celle des régions du centromère 

(Yokochi & Robertson, 2002). Le dernier type de DNMT est la DNMT1. Contrairement aux 

DNMT3, DNMT1 maintient un pattern de méthylation lors de la réplication de l’ADN. En 

effet, le brin néo-formé est non-méthylé.  Pour maintenir le profil de méthylation, la DNMT1 

se base sur la méthylation du brin matriciel pour méthyler le brin néo-formé (Fig.3). Les 

DNMTs agissent en association avec un substrat responsable du transfert d’un groupement 

méthyl, la S-adenosyl-L-methionine (SAM) (Fig.4) (Smith, Kaplan, Sowers, & Newman, 

1992). 

La méthylation est principalement associée à une répression de l’expression des gènes. 

Lorsque les cytosines sont méthylées, une liaison avec les methyl-CpG-binding protein 

(MeCPs) apparaît comme un élément clé dans l’extinction transcriptionnelle induite par 

l’ADN méthylé (Fig.5) (Métivier et al., 2008). Différents cas de figures sont rencontrés en 

fonction de la localisation des marques méthylées sur l’ADN. En effet, lorsque la méthylation 

des cytosines se trouve à proximité du TSS, la transcription est inhibée. Mais lorsque la 

méthylation se produit sur l’unité transcriptionnelle et pas à proximité du TSS, le gène est 

exprimé (Jones, 2012). La méthylation n’est pas donc spécifique aux îlots CpG puisqu’elle 

peut être retrouvée sur le « corps » du gène. La fonction de ce type de méthylation encore 

inconnue est probablement liée à la régulation co-transcriptionnelle de la maturation des 

ARNs tel que l’épissage alternatif. Un autre rôle proposé est celui de protection contre 

d’éventuelle amorçage de la transcription non désirée commençant à l’intérieur d’un gène 

(Reddington, Pennings, & Meehan, 2013). 

Dans le génome, environ 60 % des promoteurs possèdent un (des) îlot(s) CpG méthylé 

en fonction du type cellulaire. En plus des îlots CpG situé dans la région promotrice, il existe 

des îlots CpG dit orphelins. Les îlots CpG orphelins ont probablement un rôle dans la 

régulation de promoteurs alternatifs. Ces promoteurs seraient associés à des transcrits 

alternatifs ou à des microARNs qui seraient exprimés dans certains tissus et réprimés dans 

d’autres  (Reddington et al., 2013). La méthylation influence également la régulation des 

éléments distaux impliqués dans le contrôle de la transcription. La méthylation des sites de 

liaisons aux facteurs de transcription influence l’interaction de ceux-ci avec l’ADN. Ceci 

permet également de réguler l’expression d’un gène en fonction du tissu et du stade de 

développement (Fig.6) (Reddington et al., 2013). 
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Dans diverse formes de cancer, une des stratégies utilisées dans la répression des 

gènes suppresseurs de tumeur est la méthylation de l’ADN. Cette stratégie permet de silencer 

des gènes suppresseurs de tumeurs tels que les gènes liés à l’apoptose comme FasL ou des 

gènes régulant la progression du cycle cellulaire comme p16 (Liu et al., 2013).  

La méthylation lors d’infection virale est une stratégie utilisée pour inhiber 

l’expression certains gènes. Le virus Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) est un 

herpèsvirus possédant un tropisme pour les cellules endothéliales mais aussi pour les 

lymphocytes B. Dans des lymphocytes infectés de manière latente, ce virus peut conduire à la 

formation de lymphomes exprimant des taux élevés d’un antigène viral associé à l’infection 

latente (LANA ou latency-associated nuclear antigen).  Lors de l’infection, LANA permet au 

virus de se maintenir en latence dans la cellule et entraine une modification de l’expression 

génique de la cellule hôte. En effet, LANA va interagir dans la modulation positive et 

négative de gènes cellulaires (Paschos & Allday, 2010). Parmi les 80 gènes cellulaires 

détectés comme réprimés, les gènes de la Cycline 2 (CCDN2), de la Lactate dehydrogenase B 

(LDHB), de cellular repressor of E1A-stimulated genes (CREG) et de SWI/SNF-related, 

matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 3 

(SMARCA3)  ont été identifiés. De plus, LANA est connu pour interagir avec des répresseurs 

transcriptionnels tels que les MeCP2 et permettre la méthylation de l’ADN (Krithivas, 

Fujimuro, Weidner, Young, & Hayward, 2002). Afin de savoir si la méthylation est la cause 

de l’inhibition de l’expression génique, l’équipe de Shamay a utilisé un agent déméthylant 

connu pour interférer avec les DNMTs, la 5-aza-2’deoxycytidine. L’expression de ces gènes 

par rapport aux cellules contrôles est augmentée de 12 fois pour le gène du CREG, de 20 fois 

pour la LDHB et de 65 fois pour la CCND2 (Fig.7). Seul le gène de SMARCA3 ne voit pas son 

expression augmentée suggérant qu’il s’agit d’un autre mécanisme de répression. Afin de 

vérifier si l’inhibition de l’expression est bien liée à la méthylation de l’ADN, un traitement 

inhibiteur d’HDAC nommé la trichostatine A (TSA) est réalisé en parallèle du traitement 

déméthylant. Le résultat montre que la méthylation est le principal mécanisme induisant 

l’inhibition de l’expression de ces gènes. En effet, la réexpression du gène CCND2 n’équivaut 

qu’à un cinquième de l’expression observée lors du traitement à l’azacytidine. Ainsi la 

méthylation de l’ADN lors de l’infection par KSHV semble induite par LANA qui possède un 

domaine d’interaction avec les DNMTs. Il apparait que la DNMT3a est la principale DNMT 

utilisée dans la méthylation de novo de l’ADN (Shamay, Krithivas, Zhang, & Hayward, 

2006). Ce mécanisme reflète l’interaction du virus avec la cellule hôte afin de permettre la 

persistence de l’infection. 

 

1.4 Les microARNs 

 

Les microARNs (miR) sont de petits ARNs dont la longueur est comprise entre 21 et 

25 nucléotides et ne possédant aucune fonction codante. L’action des miRs représente le 

dernier niveau de régulation lié à l’épigénétique (Wahid, Shehzad, Khan, & Kim, 2010). Leur 

action s’effectue principalement de manière post-transcriptionnelle. Ces petits ARNs sont 

aujourd’hui identifiés également dans des processus de régulation transcriptionnelle. Ils 

interviennent dans le développement de la cellule, la prolifération, l’apoptose, la 

différenciation cellulaire et le métabolisme et leur présence est nécessaire. En effet, lorsque 

l’enzyme DICER permettant la maturation des miRs est mutée la production de miR est 

arrêtée. La conséquence de cette mutation conduit à des troubles du développement et de la 

mort de l’embryon (Bartel, Lee, & Feinbaum, 2004; Pan, Balazs, Tigyi, & Yue, 2011). La 

fonction des miRs est de moduler l’expression gènique.  

Au niveau du génome, la localisation et la disposition des séquences de miR peuvent 

être de différents types (Fig.8). Soit le gène du miR possède sa propre unité transcriptionnelle 



5 

 

ou alors il se trouve au sein d’un gène hôte. Lorsque la séquence du miR est localisée dans un 

gène hôte, il existe plusieurs possibilités : soit le miR se situe dans un exon pouvant codant ou 

non, soit il est localisé dans un intron (Du & Zamore, 2005). La synthèse d’un miR peut 

dépendre du promoteur du gène hôte ou, dans la moitié des cas, le miR possède son propre 

promoteur (Zhou, Ruan, Wang, & Zhang, 2007). De plus, les séquences exprimant des miRs 

peuvent être regroupés dans des clusters ou bien se trouver isolés dans leur environnement 

génétique (Du & Zamore, 2005). 

 

1.4.1 Synthèse des miRs 

 

La synthèse des miRs (Fig.9) commence avec la transcription de l’ARN primaire 

(primary miRNA ou primiR). Cette étape est généralement réalisée par l’ARN polymérase II 

(Lee et al., 2004) mais pour certains miRs, c’est l’ARN polymérase III qui transcrit la 

séquence (Borchert, Lanier, & Davidson, 2006; Gu, Yi, Zhao, Zhao, & Yin, 2009). Le primiR 

est une séquence d’ARN simple brin pouvant contenir un ou plusieurs miRs. S’ils sont 

transcrits par l’ARN polymérase II, les primiR sont des ARNs coiffés et polyadénylés 

présentant des structures secondaires complexes telles que des tiges boucles, correspondant au 

précurseur de microARN (prémiR). Cette structure tige boucle est due à la complémentarité 

existante entre les deux brins de sa séquence. Cette structure tige boucle est excisé par une 

endonucléase DROSHA et son co-facteur Di-Georges syndrome critical region 8 homologue 

(DGCR8) donnant le prémiR. 

Le prémiR est une séquence en tige boucle de 60 à 80 nucléotides qui est exportée du 

noyau vers le cytoplasme. L’exportine 5 et RANGTP permettent la translocation du prémiR à 

travers les pores nucléaires. Lorsqu’il est relâché dans le cytoplasme, le prémiR est maturé en 

un duplex d’ARN par l’endoribonucléase III DICER. La maturation se réalise par l’excision 

de la boucle simple brin.  

Pour finir, le RNA-induced silencing complex (RISC) composé de nombreuses 

protéines, dont des protéines Argonaute 2, reconnait le duplex d’ARN. Le brin passager du 

duplex, possédant l’appariement en 5’ le moins stable, va être dégradé. Tandis que le brin 

restant, nommé le brin guide, va être intégré au complexe RISC et former le complexe mature 

miRISC correspondant au complexe fonctionnel (Meister & Schmidt, 2010; Wahid et al., 

2010).  

 

1.4.2 Rôle des microARNs  

 

Dans la littérature, de nombreuses publications sur la fonction des miRs évoquent 

l’action de ceux-ci comme étant principalement basée sur la complémentarité et l’appariement 

des bases de la séquence du miR mature associé au complexe RISC avec un ARN messager 

(ARNm) dans le cytosol. Dans ce complexe, les miRs servent de guide pour le ciblage des 

ARNm qui vont être clivés ou dont la traduction va être inhibée par RISC. Plus récemment, 

plusieurs preuves indiquent que les miRs ont également une fonction nucléaire. Il a été 

démontré que les microARNs matures peuvent passer du cytoplasme au noyau (Castanotto, 

Lingeman, Riggs, & Rossi, 2009; Hwang, Wentzel, & Mendell, 2007; Weinmann et al., 

2009). Plus précisément, des noyaux purifiés venant de différents tissus et cultures cellulaires 

montrent une accumulation de microARNs spécifiques (Law et al., 2013; Park, Zeng, Zhang, 

Subramanian, & Steer, 2010). Ces données indiquent, qu’en plus de leur fonction comme 

régulateur post-transcriptionnel, les miRs associés au complexe RISC dans le noyau peuvent 

réguler la transcription de gènes. 
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(i) Le rôle des microARNs sur la traduction    

 

Il existe trois modes différents d’interaction entre les miRs et les ARNm. Le complexe 

miRISC cible une région de l’ARNm par un appariement de bases au niveau de la portion 

codante ou des deux régions non codantes (5’UTR et 3’UTR). La liaison engendrée par la 

complémentarité des bases entraine soit la dégradation du transcrit, soit l’inhibition de sa 

traduction. 

 Chez les métazoaires, la plupart des liaisons répertoriées dans la 

littérature sont imparfaites entre le microARN et l’ARNm ciblé. Cette interaction 

entraine l’inhibition de la traduction du messager par 6 mécanismes différents 

(Fig.10) (Eulalio, Huntzinger, & Izaurralde, 2008). Dans les conditions normales de 

traduction, la coiffe se lie à la queue polyA par l’intermédiaire des protéines eIF4E 

et eIF4G et forme une boucle. Sous cette forme circulaire, la traduction peut être 

initiée. L’inhibition de la traduction peut être réalisée de différentes manières par le 

complexe RISC. Celui-ci peut empêcher la circularisation de l’ARNm soit par 

déadénylation de la queue polyA ou par interaction avec les protéines eIF4E et 

eIF4G. Une autre action du complexe RISC s’effectue au niveau des ribosomes soit 

par un empêchement de la liaison des sous-unités ribosomales sur l’ARN ou par 

décrochage des ribosomes. En plus de pouvoir bloquer l’élongation du polypeptide, 

celui-ci peut-être dégradé (Eulalio et al., 2008). La figure 12 illustre un exemple de 

répression traductionnelle induite par miR-223 dans la différenciation des 

granulocytes. Dans ce cas, miR-223 est synthétisé en grande quantité lors de la 

différenciation et cette augmentation est due à l’augmentation de la concentration 

en CCAAT/enhancer-binding protein alpha (C/EBPα) dans la cellule (Fig.11). 

C/EBPα active la surproduction de miR-223 comparé à l’activation par le NFI-A 

(Nuclear Factor I/A). L’augmentation de la concentration de miR-223 induit la 

répression de la traduction de NFI-A. Ces événements concourent à la 

différenciation granulocytaire (Fazi et al., 2005).  

 Par contre, une complémentarité parfaite entre la cible et le miR conduit 

au clivage de l’ARNm et à sa dégradation. La dégradation se produit par 

dissociation de la coiffe et de la queue polyA entraînant l’exposition des extrémités 

3’OH et 5’phosphates aux exoribonucléases présentent dans le cytoplasme. Dans 

les espèces telles que la souris, l’homme ou le poisson Danio rerio, il existe un 

microARN commun capable d’engendre le clivage et la dégradation d’un transcrit. 

Un des seuls exemples de complémentarité parfaite chez les vertébrés est celui qui 

décrit l’interaction de séquence entre le miR-196 et le gène HoxB8 (Fig.12). La 

3’UTR du gène HoxB8 de toutes les espèces citées précédemment a une séquence 

identique permettant une liaison parfaite avec miR-196 (Yekta, Shih, & Bartel, 

2004). 

 En plus de la fonction répressive associée aux microARNs, ceux-ci 

peuvent également activer la traduction. Un exemple d’interaction positive entre 

l’ARNm et le microARN est celui du virus de l’hépatite C (Hepatitis C Virus, 

HCV) spécifiques aux hépatocytes. Le génome de ce virus est contenu sous la 

forme d’ARN monocaténaire positif. Le tropisme d’HCV pour les hépatocytes 

s’explique par l’expression spécifique de miR-122 au niveau hépatique (Conrad & 

Niepmann, 2013). En effet, ce microARN est nécessaire pour la traduction de 

l’ARN viral. Lors de la mutation d’un des deux sites de liaisons situés dans la 

région non traduite en 5’ (5’UTR), la traduction de l’ARN viral est inhibée à 50 %. 
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(ii) Rôle des microARNs sur la transcription 

 

Quelques exemples ont été étudiés en détails et apportent la preuve que les miRs 

contribuent aussi à la répression ou à l’activation transcriptionnelle (Gonzalez, Pisano, & 

Serrano, 2008; Huang et al., 2012; Politz, Hogan, & Pederson, 2009). Différents mécanismes 

ont été décrits mais toutes ces études indiquent que les miRs sont capables de recruter, à des 

locus spécifiques de l’ADN, des machineries de remodelage de la chromatine et des 

composants de la méthylation de l’ADN. Ainsi, les miRs peuvent être considérés comme 

déclencheurs de modifications épigénétiques résultant soit en une inhibition de la transcription 

ou en une activation.    

 Un exemple illustrant la répression de l’expression de gènes via les 

miRs est celui de miR-223 impliqué dans la différenciation des cellules 

hématopoïétiques. La répression du gène NFI-A codant pour un facteur de 

transcription est double. En effet, miR-223 cible l’ARNm de NFI-A au niveau post-

transcriptionnel mais induit aussi la répression transcriptionnelle de ce gène. La 

différenciation granulocytaire se traduit en même temps par une inhibition de la 

transcription du gène NFI-A. Le promoteur est ciblé par miR-223 qui induit le 

recrutement du système de modification de la chromatine tel que les complexes de 

polycombe. Ces modifications se traduisent par l’augmentation de marques 

répressives telles que les formes triméthylées de la lysine 27 de l’histone 3 et la 

diminution des marques permissives correspondant à la méthylation de la lysine 4 

de l’histone 3 (Fig.13) (Zardo et al., 2012).  

 Un exemple d’activation par les miRs est celui de miR-373. Ce miR 

possède une action positive sur la transcription du gène de l’E-cadhérine, encodant 

une glycoprotéine de surface permettant l’adhésion des cellules entre elles. En effet, 

lorsque miR-373 est liée au promoteur de ce gène, l’expression est augmentée. Une 

preuve de l’activation de la transcription de l’E-cadhérine par miR-373 est 

démontrée dans les cellules cancéreuses réprimant ce gène. Lorsque miR-373 est 

exprimé de manière ectopique dans une cellule cancéreuse à l’aide d’un plasmide, 

l’expression du gène de l’E-cadhérine est restaurée (Place, Li, Pookot, Noonan, & 

Dahiya, 2008). 

 

 

2. La maladie de Marek 
 

La maladie de Marek est une maladie de la volaille causée par un alphaherpèsvirus 

nommé Marek’s Disease Virus-1 (MDV-1). Ce virus hautement contagieux est responsable de 

lésions nerveuses ainsi que du développement de lymphomes à cellules T CD4
+ 

(Chen, Ding 

& Wang, 2009). Cette maladie a été décrite pour la première fois en 1907 par un vétérinaire 

du nom de Joseph Marek. 

Les caractéristiques de cette maladie sont une paralysie de l’animal, des lésions 

nerveuses situées à différents endroits du corps comme les yeux et la présence de tumeurs 

viscérales (Davison & Nair, 2004). La maladie de Marek est un modèle de lymphome naturel 

viro-induit intéressant à étudier. En effet, les lymphomes produits lors de l’infection par 

MDV-1 sont des modèles utiles pour l’étude des lymphomes hodgkiniens chez l’homme car 

les cellules cancéreuses induites par MDV-1 expriment l’antigène de surface CD30 

caractéristique de ces lymphomes (Burgess et al., 2004). En outre, l’étude de son oncogène 

principal, la protéine Meq (décrite dans le point 2.3), a permis de comprendre le rôle de ce 

facteur dans la transcription au sein d’un réseau de protéines régulatrices incluant les facteurs 
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de transcription cellulaires tels que c-Jun et Fos. Un autre élément important dans la formation 

de lymphome est la sous-unité vTR (viral telomerase RNA). Elle joue le rôle de la sous-unité 

ARN matriciel au sein du complexe télomérase. L’expression de vTR permet l’allongement 

des télomères et conduit à l’immortalisation de la cellule infectée.        

 

2.1 Description du virus de la maladie de Marek  

 

Le virus de la maladie de Marek, Marek’s Disease Virus-1 (MDV-1 ou aussi nommé 

GaHV-2) appartient à la famille des Herpesviridae et de la sous-famille des 

Alphaherpesvirinae. Selon le comité international de taxonomie des virus (ICTV), MDV-1 

appartient au genre Mardivirus et à l’espèce Gallid herpesvirus 2 (Robinson, Hunt, Cheng, & 

Delany, 2010). Dans le genre Mardivirus, il existe trois sérotypes différents de MDV dont la 

pathogénie et les antigènes sont différents. Sur base de ces deux critères une classification a 

été réalisée (Tableau I). Le sérotype capable d’induire des lymphomes chez le poulet est 

MDV-1. Dans ce sérotype, il existe des souches avec un degré de virulence variable c’est-à-

dire qu’il existe des souches hypervirulentes telles que la souche 684A mais il existe aussi des 

souches atténuées avec un pouvoir non oncogénique. Ces souches atténuées telles que la 

souche Rispens) servent à la vaccination. Les souches n’induisant pas de lymphome et sans 

pouvoir pathogénique sont regroupée sous le sérotype de MDV-2. Ces souches sont 

également utilisées lors de la vaccination. Le dernier sérotype est aussi utilisé en vaccination 

et regroupe les virus spécifiques de la dinde (meleagrid herpesvirus-1 ou MeHV-1) 

(Muylkens & Thiry, 2010; Shamblin, Greene, Arumugaswami, Dienglewicz, & Parcells, 

2004).  

 
Tableau I Classification des trois sérotypes du genre Mardivirus (Muylkens & Thiry, 2010) 

Sérotype viral Espèce virale (hôte naturel)  Propriété de virulence 

MDV-1  

Marek’s disease virus- 

Sérotype 1 

GaHV-2 

Gallid herpesvirus 2 

(poulet) 

Souches oncogènes isolées 

chez des poulets atteints de 

la maladie de Marek  

MDV-2  

Marek’s disease virus- 

Sérotype 2 

GaHV-3 

Gallid herpesvirus 3 

(poulet) 

Souches non oncogènes 

isolées chez le poulet 

MdV-3 

Marek’s disease virus- 

Sérotype 3 

MeHV-1 

Meleagrid herpesvirus 1 

(dinde) 

Souches non oncogènes 

isolées chez la dinde 

 

 

2.1.1  Structure et organisation génétique 

 

Comme d’autres Herpèsvirus, MDV-1 a un génome constitué d’une longue molécule 

linéaire d’ADN double brin contenue dans une capside icosaédrique. La capside est entourée 

de protéines formant un tégument, lui-même entouré d’une enveloppe lipidique contenant un 

pannel de 10 glycoprotéines (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gK, gL et gM) (Fig.14). Le génome 

de MDV-1 a une longueur d’environ 180.000 paires de bases.  Il est subdivisé en 2 séquences 

uniques et 4 sous-unités répétées (Fig.15) (Shamblin et al., 2004). Les 2 séquences uniques 

sont réparties en une longue (Unique long, UL) et une courte (Unique short, US). Ces 

séquences sont chacune entourées par deux répétitions inverses, une terminale (Terminal 

repeat, TR) et une interne (Internal repeat, IR). Donc la séquence UL possède à chaque 
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extrémité une TRL et une IRL. C’est la même distribution pour US sauf que les répétitions sont 

appelées TRS et IRS (Coupeau, 2011).  

 

2.2 Le cycle infectieux 

 

La pathogénie MDV-1 décrit 4 phases distinctes selon le type d’infection entre le virus et 

la cellule avec laquelle il interagit (Tian, Luo, Zhang, Chang, & Song, 2012). La première 

phase correspond à l’infection primaire au cours de laquelle le virus se réplique (phase 

cytolytique précoce). La seconde phase correspond à une inhibition de la multiplication virale 

(phase de latence). Au cours de la troisième phase, le virus subit des réactivations de sa 

réplication (phase cytolytique tardive). Finalement, la quatrième phase décrit le mécanisme de 

la transformation cellulaire subie par une partie des cellules infectées de manière latente. 

  

i) Phase cytolytique précoce 

 

L’infection commence tout d’abord par l’inhalation du virus présent dans les débris de 

follicules plumeux contenant les virus infectieux. Afin de comprendre le cycle de 

multiplication virale du virus de MDV-1, le modèle est basé sur celui de l’herpès simplex 

virus 1 (HSV-1). Le modèle de l’herpèsvirus HSV-1 a été très étudié et est caractérisé. 

Comme les gènes nécessaires à la multiplication virale sont conservés chez les herpèsvirus, le 

modèle de HSV-1 peut être appliqué à MDV-1. A l’échelle cellulaire (Fig.16), l’ancrage du 

virus se fait via les glycoprotéines gB et gC présentes sur la surface de l’enveloppe du virus 

qui si lient aux glycosaminoglycanes (GAGs) de la cellule et gD qui se fixe sur un récepteur. 

Un autre complexe de glycoprotéines (gH, gK et gL) entraine la fusion des membranes 

conduisant à l’entrée du virus et des protéines tégumentaires dans la cellule. Le génome de 

MDV-1 va alors migrer jusqu’au noyau via le réseau de microtubules. En effet, une protéine 

tégumentaire, UL34, serait la liaison entre la dynéine des microtubules et la capside et 

permettrait la migration. Le passage dans le noyau se fait par les pores nucléaires. L’ADN 

viral est circularise et débute alors la transcription et la réplication grâce à l’intervention des 

protéines du tégument stimulant les éléments transcriptionnels. L’ARN polymérase II de la 

cellule hôte transcrit l’ADN viral afin d’exprimer dans un premier temps les gènes très 

précoces (immediate early gene : IE). Ces gènes permettront l’activation des gènes précoces 

(early gene : E) qui inhiberont l’expression des gènes très précoces. Lorsque les gènes 

précoces sont exprimés, ils seront activateurs à leur tour des gènes tardifs (late gene : L). Ce 

système correspond à un modèle d’interrupteur, les gènes sont actifs puis éteints. 

L’expression des gènes précoces permettant la réplication de l’ADN viral se fait avant 

l’expression des gènes tardifs correspondant aux protéines de capside afin que l’infection soit 

efficace et qu’il y ait un taux d’ADN viral qui corresponde au taux de protéines de capside. La 

formation de la capside et l’encapsidaion de l’ADN ont lieu dans le noyau. L’enveloppe est 

acquise lors de la sortie du virus. Le virus passe par le réticulum endoplasmique et l’appareil 

de Golgi. Le virus sort par bourgeonnement de l’appareil de Golgi et c’est lors de cette étape 

que le virus est enveloppé pour ensuite atteindre la membrane plasmique et sortir de la cellule 

(Coupeau, 2011; Muylkens, 2006). 

Après l’inhalation, le virus est localisé à la hauteur des poumons où se produit une 

infection des macrophages ou des cellules dendritiques. Les cellules infectées vont passer des 

poumons à la circulation sanguine et transmettre l’infection, notamment aux lymphocytes B et 

T.  La phase cytolytique précoce se produit de deux à sept jours après l’infection du poulet. 

L’infection s’étend aux tissus lymphoïdes secondaires mais le thymus et la bourse de 

Fabricius montrent également une atrophie associée à un état d’immunosuppression (Abdul-

Careem et al., 2008; Hu et al., 2012). 
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ii) Phase de latence 

 

Après la phase cytolytique précoce, le virus entre dans une phase de latence. Cette phase 

correspond à l’intégration du génome dans celui de la cellule hôte et à l’arrêt de la production 

de particules virales de nouvelle génération. L’intégration du génome de MDV-1 se fait 

principalement dans les régions télomériques des chromosomes. De plus, le génome est 

localisé dans les deux chromatides sœurs laissant supposer que le virus va être répliqué 

comme le génome de l’hôte de manière semi-conservative. Le mécanisme par lequel l’ADN 

va s’intégrer n’est pas encore connu mais une hypothèse est basée sur la séquence 

correspondant à des répétitions télomériques (5’-ggttag-3’) retrouvée dans le génome de 

MDV-1. En effet, cette région localisée entre les TRL et IRL pourrait être ciblée et intégrée 

durant l’élongation télomérique par la télomérase (Fragnet, Blasco, Klapper, & Rasschaert, 

2003; Kaufer, Jarosinski, & Osterrieder, 2011; Morissette & Flamand, 2010; Robinson et al., 

2010). La latence se caractérise par trois étapes qui sont l’établissement, la maintenance et la 

réactivation de MDV conduisant à une nouvelle phase cytolytique.  

 

iii) Phase cytolytique tardive 

 

Dans une partie des cellules latentes, le virus est réactivé. Les stimuli naturels induisant la 

réactivation du virus ne sont pas élucidés à ce jour. Lors de la phase cytolytique tardive, les 

organes lymphoïdes souffrent d’une atrophie plus sévère. La réactivation touche plus 

d’organes tels que le proventricule, les glandes surrénales, les reins et l’épithélium des 

follicules plumeux. L’infection des follicules plumeux produit un grand nombre de particules 

virales qui sont dispersées dans l’environnement attaché au débris d’épithélium afin de 

recommencer le cycle infectieux avec d’autres individus (Coupeau, 2011).   

 

iv) Transformation virale des cellules infectées 

 

D’autres cellules latentes ne montreront aucune réactivation du virus mais entreront dans 

un mécanisme de transformation. La transformation néoplasique se produit principalement 

dans les lymphocytes T CD4
+
. Les cellules transformées n’entrent pas dans une phase de 

réactivation du virus et ont un potentiel prolifératif élevé. 

Les lésions nerveuses vont être engendrées par la migration des cellules néoplasiques 

jusqu’aux nerfs. La migration des cellules cancéreuses dans le corps du poulet conduit à la 

formation répandue de lymphomes constitués majoritairement de cellules T CD4
+
 

transformées par MDV-1 (Yao et al., 2008).     

 

2.3 Les gènes impliqués dans le cycle infectieux de MDV-1 

 

 La transcription des gènes viraux est dépendante de la phase du cycle infectieux.                               

Il y a trois différentes catégories de gènes.  La première intervenant dans le cycle est celle des 

gènes très précoces. Ils correspondent à des transactivateurs exprimés très rapidement lors de 

l’infection de la cellule. La deuxième catégorie est celle des gènes précoces. Ces gènes 

encodent des enzymes nécessaires dans le métabolisme des acides nucléiques et la synthèse de 

l’ADN viral en vue d’en assurer sa réplication. La troisième et dernière catégorie est celle des 

gènes tardifs correspondant aux protéines structurales utilisées dans la formation des 

particules virales de nouvelle génération (Nair, 2004). 
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2.3.1 Gènes impliqués dans le cycle infectieux et la latence du virus 

 

Les gènes clés de l’initiation de l’infection cytolytique précoce et tardive 

 

Les polypeptides de cellules infectées ICP4, ICP22 et ICP27  

 

Ces gènes sont exprimés en premier dans la phase cytolytique précoce et sont de puissants 

trans-activateurs. Agissant comme des facteurs de transcription, ils interagissent avec des 

facteurs de transcription cellulaires et assurent le recrutement et l’activation de l’ARN 

polymérase II du poulet. 

ICP4 est une phosphoprotéine composée de 1415 acides aminés. La fonction de cette 

protéine est d’activer les gènes exprimés dans la phase cytolytique (IE et E). Deux des gènes 

activés sont pp38 et pp24. En plus d’activer d’autres gènes, ICP4 maintient sa propre 

activation. Par ailleurs, il existe une coopération entre ICP4 et ICP22 conduisant à l’activation 

de la transcription du messager d’ICP27 (Coupeau, 2011). 

L’association entre ICP22 et la kinase UL13 permet la phoshorylation de l’ARN 

polymérase II. Ceci a pour conséquence de favoriser la transcription des gènes viraux au 

dépourvu des gènes cellulaires. ICP27 est une protéine de 473 acides aminés dont l’action 

peut être activatrice ou répressive. Par exemple, ICP27 agit comme un activateur pour les 

gènes pp38 et pp24, en plus de l’activation par ICP4. Par contre, il est un répresseur du gène 

de la thymidine kinase (UL23). La répression et l’activation de gènes viraux entraine les 

différentes étapes du cycle infectieux. ICP27 agit également comme une protéine modulatrice 

de l’épissage. Ceci a pour effet de perturber la maturation des ARNm cellulaires (Amor et al., 

2011). 

 

Phosphoproteins: pp38/pp24 

 

La transcription des gènes pp38 et pp24 n’a lieu que lors des phases cytolytiques 

tardives ou précoces. Ce sont des phosphoprotéines qui forment ensemble un complexe dont 

la fonction n’est pas encore connue. L’importance de ces gènes est soulignée par le fait que 

leur mutation réduit de manière significative les lésions nerveuses et les tumeurs viscérales 

induites par les souches virales délétées (Coupeau, 2011; Nair, 2004). 

 

Gène clé dans l’établissement de la latence 

 

Latency-associated transcript: LAT 

 

 Le gène LAT, correspondant à un long ARN non codant, est exclusivement exprimé 

lors de la phase de latence du virus MDV-1. Son transcrit est l’anti-sens de l’ORF d’ICP4. La 

fonction de ce transcrit est encore peu connue mais il est nécessaire à la phase de latence 

(Nair, 2004).  

Le transcrit LAT contient un cluster de 4 miARN viraux (miR-6, -7, -8, -10) fortement 

exprimés pendant la latence et la tumorigenèse. Deux cibles fonctionnelles ont été identifiées 

pour un des miR du cluster de LAT, miR-7-5p le plus exprimé au sein du cluster. Il s’agit des 

deux transcrits codant des gènes IE ICP4 et ICP27 (Amor et al., 2011). Leur inhibition post-

transcriptionnelle pourrait participer à l’établissement de l’infection latente. L’expression de 

LAT est sous la dépendance d’un promoteur particulier transactivé par la protéine p53 



12 

 

(Grégoire Stik et al., 2010). Ce promoteur est absent des souches non oncogènes qui 

expriment les miRs du cluster LAT à un taux très réduit. 

 

 

Gènes clés dans la transformation cellulaire 

 

Meq 

 

 Meq est une oncoprotéine de la famille bZIP caractéristique de MDV-1 et conduisant à 

la transformation de la cellule. Meq est capable de se dimériser avec d’autres protéines bZIP 

du poulet telles que les facteurs de transcription Jun, Fos, ATF et C/EBP. L’action de ces 

dimères sur l’expression des gènes peut être soit répressive ou activatrice (Fig.17). Par 

exemple, les gènes cytolytiques tels que pp38 et pp24 sont réprimés alors que Meq assure son 

auto-activation. De plus, Meq interagit directement avec p53 en inhibant son activation pro-

apoptotique et conduisant à la survie cellulaire (Deng et al., 2010; Nair, 2004).  

 

 

2.5 Impact de MDV-1 sur l’épigénétique de la cellule hôte 

 

Les herpèsvirus sont connus pour induire des modifications de l’épigénome comme EBV 

et KSHV cité précédemment. Deux études ont démontré que MDV-1 pouvait induire des 

modifications épigénétiques au niveau des histones. En effet, des marques répressives et 

activatrices du profil des histones ont été identifiées au niveau d’un pannel de gènes réprimés 

ou surexprimés au cours de l’infection par MDV-1 (Luo et al., 2012; Mitra et al., 2012; Tian 

et al., 2012). 

Ces études préliminaires ne permettent pas de définir le rôle précis de l’infection virale 

dans l’établissement des marques épigénétiques. Ces observations soulèvent de nombreuses 

questions, notamment celle de l’intervention d’un facteur viral dans le processus, mais aussi 

celle du ciblage des régions génétiques modifiées. A la lumière des fonctions régulatrices 

jouées par les miARNs en amont de remodelage chromatiniens, il serait intéressant d’étudier 

l’interaction possible entre ces miRs exprimés par MDV et les promoteurs des gènes sur 

lesquels des marques épigénétiques répressives ont été identifiées. 

 

3. miR-126 
 

3.1 Le gène hôte de miR-126  

 

Dans les cellules humaines, le gène hôte de miR-126 est le gène Endothelial Growth 

Factor Like-7 (EGFL7). Ce gène possède 10 exons et la séquence du prémiR-126 se situe 

dans le 7
ème

 intron (Fig.18) (Soncin et al., 2003). Le prémiR-126 se trouve notamment dans 

un îlot CpG.  

Au niveau de la transcription, il a été précédemment démontré par l’équipe de Saito 

que le gène d’EGFL7, qui est exprimé dans les cellules endothéliales (Nikolic et al., 2013; 

Nikolic, Plate, & Schmidt, 2010; Schmidt et al., 2007), est transcrit de différentes manières. 

En effet, un long transcrit a été identifié, recouvrant la région codante du gène. Un transcrit 

court et un alternatif ont été également découverts. Le transcrit court débute au 7
ème

 exon 

tandis que le transcrit alternatif part d’un exon alternatif localisé dans le 1
er

 îlot CpG de 

l’intron 2  et recouvre la région codante du gène (Saito et al., 2009). 
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La protéine EGFL7 encodée par ce gène est destinée à la sécrétion et possède plusieurs 

domaines distincts. Le premier correspond au peptide signal de sécrétion. Celui-ci est suivi 

par un domaine Emilin-like (EMI). Attaché au domaine EMI, deux domaines EGFL-like sont 

présents donnant son nom à la protéine.  Le dernier élément de la protéine est le domaine de 

liaison au Ca
2+

 localisé dans la partie C terminale (Nikolic et al., 2010).  

La fonction associée à la protéine EGFL7 est la maturation des vaisseaux sanguins.  

En effet, EGFL7 est impliqué dans la migration et l’adhésion des cellules endothéliales entre-

elles afin de former de nouveaux vaisseaux. 

L’expression d’EGFL7 est surtout importante dans le développement du système 

vasculaire de l’embryon. C’est pour ça qu’EGFL7 est surexprimé au stade embryonnaire et 

néonatal. Ensuite, il est réprimé dans les vaisseaux sanguins matures. La réexpression 

d’EGFL7 à l’âge adulte est, soit liée à une blessure nécessitant le renouvellement des 

vaisseaux sanguins, soit lié au tissu tumoral pour la formation des nouveaux vaisseaux 

tumoraux. Par contre, EGFL7 reste exprimée dans les tissus sains à haute prolifération 

(Schmidt et al., 2007). 

 

3.2 Importance de miR-126  

 

Mir-126, ainsi que la protéine encodée par son gène hôte, EGFL7, ont une fonction 

pendant l’angiogenèse et principalement durant l’embryogenèse. La question se pose quant à 

l’importance relative des deux partenaires (microARN versus protéine) dans cette fonction 

pro-angiogénique. 

Pour y répondre, l’équipe de Kuhnert a produit deux groupes de souris transgéniques. 

Un groupe de souris a subit une délétion du gène EGFL7 en maintenant l’expression de miR-

126 et l’autre groupe a subi uniquement la délétion de miR-126. Ces délétions se font via 

l’insertion d’un site loxP dans la séquence (Fig.19A). Les souris dont EGFL7 est délété 

présentent un taux élevé de viabilité par rapport aux souris délétées pour miR-126. En effet, la 

délétion de miR-126 conduit à la formation d’œdèmes car les vaisseaux sanguins sont 

perméables (Fig.19B). Comme les vaisseaux sanguins ne sont pas complètement développés, 

des hémorragies sont observées dans la région sous-cutanée et jugulaire de l’embryon. Dans 

50% des cas, la délétion de miR-126 entraine la mort de l’embryon alors que les souris sans 

EGFL7 présentent des phénotypes quasi normaux. 

Le problème observé chez les souris sans miR-126 est une angiogenèse défectueuse au 

niveau de la tête, de la rétine et de la cornée. Tous ces résultats démontrent l’importance de 

miR-126 dans le processus d’angiogenèse au stade embryonnaire et à l’âge adulte par rapport 

à EGFL7 (Kuhnert et al., 2008).  

 

3.3 Régulation de l’expression de miR-126 

 

La régulation de l’expression de ce microARN a été abordée dans deux études 

différentes dans le modèle humain. La transcription du messager d’EGFL7 alternatif, dont le 

TSS est localisé dans le premier îlot CpG, correspondrait à la forme majoritaire de la 

production de miR-126 (Saito et al., 2009). En accord avec l’étude de Saito, l’équipe de 

Watanabe a démontré, cette fois, l’impact de la méthylation des îlots CpG sur l’expression de 

miR-126. Lorsque l’îlot CpG entourant le premiR-126 est méthylé, il n’y a aucun changement 

d’expression de miR-126 observé. Cependant lorsque la méthylation a lieu dans le 1
er

 îlot 

CpG, une diminution de miR-126 est détectée. Cette situation pourrait correspondre à 

l’inhibition de la transcription du messager alternatif (Watanabe et al., 2012). 

Pour l’expression de miR-126, deux éléments de réponse assurant la fixation des 

activateurs Ets-1 et Ets-2 ont été identifiés. Ce ne sont pas les seuls car lorsque leur 
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expression est inhibée par siRNA (petit ARN interférant), il subsiste un niveau d’expression 

basale (Harris, Yamakuchi, Kondo, Oettgen, & Lowenstein, 2010). Dans la même étude, 

Krueppel-like factor 2 (KLF2) a également été identifié comme transactivateur de 

l’expression de miR-126 (Harris et al., 2010). De plus, une étude de Monteys donne la preuve 

que miR-126 possède un promoteur intronique permettant partiellement la transcription du 

transcrit court. Pour démontrer que cette région correspond en effet au promoteur de miR-126, 

un plasmide contenant le premiR-126 a été transfecté dans une cellule n’exprimant pas miR-

126. Lorsque le plasmide contenant uniquement la séquence du prémiR-126 est transfecté, il y 

a une très faible expression de miR-126. En revanche, si la construction transfectée contient la 

région supposée promotrice, une augmentation significative de l’expression de miR-126 est 

observée (Monteys et al., 2010).   

 

3.4 Les fonctions de miR-126 

 

Dans les conditions normales, miR-126 est principalement exprimé dans les cellules 

endothéliales.  Les organes qui expriment miR-126 sont le cœur, les poumons et les reins (Qin 

et al., 2012). La principale fonction de miR-126 est de participer à l’angiogenèse.  Mais miR-

126 prend aussi part à l’inflammation et à la carcinogenèse (Harris et al., 2010).  

 Dans l’angiogenèse, miR-126 est un régulateur du signal du Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF). Lorsque l’organisme ne nécessite pas la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins, la voie de signalisation induite par la 

liaison de VEGF à son récepteur est inhibée directement par la Sprouty-related 

EBH1 domain containing protein 1 (SPRED1) et la Phosphatidylinositide 3-

Kinase Regulatory Subunit 2 (PI3KR2).  Dans les conditions où l’angiogenèse est 

requise, miR-126 cible SPRED1 et PI3KR2 levant ainsi l’inhibition qu’ils 

induisent sur la voie de signalisation de VEGF (Fig.20) (Fish et al., 2008). La 

répression de PI3KR2, appelé aussi p85β, est réalisée par l’inhibition 

traductionnelle qu’induit miR-126 sur son transcrit. La répression de cette sous-

unité régulatrice permet à la sous-unité catalytique Phosphatidylinositide 3-kinase 

(PI3K) de devenir active (Guo et al., 2008; Sessa et al., 2012; Zhang et al., 2008).  

 Afin de réguler la structure des vaisseaux sanguins, miR-126 a un 

double impact sur la voie du VEGF. Ceci est dû au fait qu’au début du 

développement, le signal de VEGF seul n’est pas capable de donner des vaisseaux 

structurés. Si la voie de VEGF est promue au stade embryonnaire de manière 

isolée sans ses partenaires, cela entraine une perméabilité plus élevée des 

vaisseaux associée à la formation d’œdèmes. Pour éviter ce cas de figure, la 

maturation des vaisseaux est effectuée par une autre protéine appelée 

Angiopoiétine-1 (Ang-1). L’équipe de Sessa a montré l’importance de cette 

protéine dans la maturation. De plus, Ang-1 a sa signalisation promue lorsque 

miR-126 est exprimé et induit l’inhibition de p85 (Sessa et al., 2012).   

 L’expression de miR-126 est aussi retrouvée dans les cellules 

hématopoïétiques mais sa fonction est différente. En effet, il a été démontré dans 

le modèle du poisson zèbre que miR-126 est un facteur déterminant pour le 

développement des cellules érythrocytaires. L’engagement de la cellule 

hématopoïétique souche vers cette voie de différenciation se fait par l’inhibition 

du facteur c-Myb. Deux miRs sont impliqués dans cette inhibition : miR-126 et 

miR-150. Une régulation fine des concentrations de miR-150 et miR-126 à 

différentes étapes du développement favorise la production des thrombocytes ou 

des érythrocytes. La cellule deviendra un érythrocyte si miR-126 est plus exprimé 
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par rapport à miR-150. Le ratio physiologique des concentrations miR-126/miR-

150 évolue selon la cinétique suivante dans le modèle du poisson zèbre. Il est de 6 

au troisième jour suivant la fertilisation et atteint une valeur de 10 au quatrième 

jour. Si cette concentration accrue de miR-126 ne se produit pas, la cellule 

deviendra un thrombocyte (Grabher et al., 2011).  

  

3.5 Rôle potentiel de miR-126 comme suppresseur de tumeur 

 

 La répression de miR-126 dans de nombreux cancers a conduit à l’hypothèse que miR-

126 aurait un rôle suppresseur de tumeur. Un premier exemple est une forme de carcinome 

pulmonaire dans laquelle la baisse d’expression de miR-126 semble impliquée dans la 

progression tumorale. Dans ce carcinome pulmonaire, V-Crk sarcoma virus CT10 oncogene 

homologue (Crk) qui est une cible fonctionnelle dont l’expression est régulée par miR-126, 

présente un niveau d’expression élevé. La surexpression de Crk a été identifiée comme un 

facteur important dans la transformation des cellules en cellules malignes et est associée à un 

mauvais pronostic de la durée de vie du patient. 

Les cellules ayant une surexpression de Crk sont caractérisées par un haut potentiel 

migratoire, d’invasion et d’adhésion. Lorsque miR-126 est transfecté dans ces cellules 

cancéreuses, la protéine Crk est réprimée. Les conséquences de la répression de Crk se 

traduisent par une diminution de la migration cellulaire et de l’invasion des tissus (Crawford 

et al., 2008; Sriram & Birge, 2011). Un autre exemple de l’importance de miR-126 contre la 

formation de tumeur est le carcinome hépatocellulaire. La récurrence de ce cancer est associée 

à la répression de miR-126 (H. Chen et al., 2013; Han et al., 2012). La rechute des patients 

due à une faible concentration en miR-126 est aussi valable pour les patients souffrant de 

carcinomes rénaux (Slaby et al., 2012).  

 L’inhibition de miR-126 est également associée au cancer du côlon et particulièrement 

dans les cellules à haut potentiel métastatique. Le cancer du côlon est promu par la 

surexpression de Ras homolog gene family, member A (RhoA) et Rho-associated protein 

kinase (ROCK). Ces deux protéines sont les cibles de la régulation négative induite par miR-

126. RhoA est connu pour augmenter l’invasion cellulaire et la formation de métastases via la 

désorganisation des jonctions adhérentes permettant à la cellule de se séparer de la tumeur 

primaire et d’envahir d’autres tissus. L’invasion d’autres tissus est possible grâce aux MMPs 

(Matrix Metalloprotease). Or, ces MMPs sont contrôlées par RhoA. ROCK est une protéine 

kinase multifonctionnelle induite par la voie de RhoA. ROCK favorise entre autre 

l’expression de la Myosine phosphatase targeting protein (MyPT) et la Myosine light-chain 

kinase (MLC) dont les formes phosphorylées participent à l’invasion des cellules cancéreuses 

et à la formation des métastases (Brozovich, 2002; Hogg, Laschinger, Giles, & McDowall, 

2003).  

Comme dans le cas des cellules du carcinome du poumon, miR-126 a été transfecté dans 

des cellules cancéreuses du côlon. La réexpression de miR-126 permet d’inhiber l’activité des 

deux kinases. Ceci prouve que miR-126 agit comme un suppresseur de tumeur en bloquant 

l’axe RhoA/ROCK (N. Li et al., 2013). 

Cependant, la baisse de l’expression de miR-126 ne peut pas être généralisée à tous les 

cancers. Comme l’a montré l’équipe de Fulci, les leucémies aigües lymphoblastiques à 

cellules B ou à cellules T n’ont pas le même niveau d’expression pour miR-126. Le taux 

d’expression varie en fonction des aberrations moléculaires observées. Par exemple, dans les 

leucémies avec le réarrangement Break Cluster region/Abelson murine leukemia viral 

oncogene homolog 1 (BCR/ABL), il y a une surexpression de miR-126. Au contraire des 

cellules ayant les aberrations moléculaires E2A/PBX1 et mixed-lineage leukemia 

(MLL/AF4), l’expression de miR-126 est réprimée (Fulci et al., 2009).    
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En plus d’avoir une action angiogénique dans des conditions normales de 

développement, miR-126 peut avoir un rôle suppresseur de tumeurs. Ce rôle se base toujours 

sur l’inhibition de PI3KR2. En effet, une ischémie peut être observée quand il y a une 

surexpression de miR-126 dans un tissu tumoral (Qin et al., 2012).  

3.6 Fonction pro-tumorale de miR-126   

 

Comme présenté précédemment dans certaines formes de leucémies, miR-126 peut 

être  surexprimé dans certains cancers, ce qui suggère que miR-126 possède aussi un rôle pro-

tumoral. Dans le cas de leucémie aigüe myéloïde (AML), miR-126 a un rôle dans la survie 

des cellules cancéreuses in vitro. Les lignées cellulaires utilisées pour l’expérimentation sont 

les THP-1 et ME-1. Ce sont respectivement des cellules dérivées de leucémies aigües 

monocytaires et de leucémies myélomonocytaires à éosinophiles (Tohoku et al., 1998; 

Yanagisawa, Horiuchi, & Fujita, 1991). En comparaison avec la situation contrôle, la 

surexpression de miR-126 diminue l’apoptose dans les deux lignées cellulaires et donc 

augmente la viabilité cellulaire. Par contre, un traitement anti-miR-126 diminue la survie 

cellulaire en augmentant l’apoptose des cellules tumorales. Ces données plaident en faveur 

d’une propriété proto-oncogène de miR-126 dans l’AML bien que ses fonctions anti-

tumorales soient plus documentées (Z. Li & Chen, 2011).  

 

 

4. OBJECTIFS 
 

Lors d’une infection par MDV-1, certains gènes cellulaires se trouvent surexprimés 

tandis que d’autres voient leur expression réprimée. Plusieurs études ont étudié l’impact de 

l’infection de MDV-1 sur le profil d’expression des miRs cellulaires. Trois études réalisées à 

partir d’échantillons représentant différents stades d’avancement de la lymphomagenèse 

induite par MDV-1 ont déterminé les miRs surexprimés et réprimés lors de l’infection par 

MDV-1. Dans ces trois études différentes, miR-126 apparaît réprimé lors de cette infection 

(Tableau II) (Stik, Dambrine, Pfeffer, & Rasschaert, 2013; Tian et al., 2012; Yao et al., 

2009).  
Tableau II MiRs répertoriés comme surexprimés et réprimés dans 3 études différentes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Stik et al, 2013        Tian et al, 2012         Yao et al, 2009 

Répression des microARNs cellulaires * 

gga- miR-26a      0     0,7         1 

gga- miR-155      0           ND         3 

gga- miR-126     2,5           0,9         2 

gga- miR-181a      2       2       ND 

gga- miR-223      4            0,7         5 

 

Surexpression des microARNs cellulaires * 

gga- miR-146a    ND    - 1,3       ND 

gga- miR-146b     0      ND         3 

gga- miR-146c     5      ND       ND 

gga- miR-21     2    - 0,7       ND 

gga-miR-221    3, 5      0,8        4 

ND signifie non déterminé. * Les chiffres indiqués représentent les facteurs de surexpression ou 

de la répression évalués dans les 3 études référées. 
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Dans le cadre de ce mémoire, l’étude c’est portée sur miR-126. Ce miR a été choisi car 

dans certains cancers humains, miR-126 est réprimé. En effet en plus de l’angiogenèse, la 

fonction attribuée à miR-126 est la suppression de tumeur, d’où sa répression dans de 

nombreuses cellules cancéreuses. 

L’hypothèse poursuivie suggère que la répression de miR-126 dans les cellules 

infectées par MDV-1 résulte des modifications épigénétiques et plus particulièrement de la 

méthylation de l’ADN. En effet, MDV-1 est connu pour induire des variations épigénétiques. 

MDV-1 pourrait induire une méthylation de certains gènes cellulaires afin de les réprimer. 

L’objectif principal de ce mémoire est de caractériser les profils de méthylation de deux 

régions différentes du gène EGFL7, gène hôte de miR-126, dans les cellules infectées par le 

virus MDV-1. Ceci a pour but de vérifier l’hypothèse de départ qui tient la méthylation de 

l’ADN pour responsable de la répression de miR-126 dans les cellules infectées. 

Le premier objectif de ce mémoire est de caractériser le gène hôte de miR-126 chez le 

poulet. Une cartographie comparative avec son homologue humain, partiellement décrit, 

permettra de localiser la séquence de miR-126 et de visualiser les similitudes potentielles. La 

seconde étape de la cartographie visera à localiser les îlots CpG sur les gènes poulet et 

humain. 

Le second objectif est la détermination du profil de méthylation du (des) promoteur(s) 

pilotant l’expression de miR-126 dans le modèle aviaire. MDV-1 est connu pour induire des 

modifications épigénétiques durant son cycle infectieux (Mitra et al., 2012). De plus, certains 

herpèsvirus sont connus pour induire des modifications épigénétiques telles que la 

méthylation de l’ADN. Une des modifications épigénétiques induite par l’infection de MDV-

1 serait l’augmentation de la méthylation conduisant à la répression de l’expression de 

certains gènes. La méthylation d’EGFL7 et/ ou de miR-126 serait peut-être la cause de 

l’inhibition de miR-126. Afin de vérifier cette hypothèse, le profil de méthylation sera 

caractérisé lors de la phase de latence du virus. Ces profils de méthylation venant des cellules 

infectées seront comparés à des profils venant d’organes de poulets sains. Pour établir ces 

profils de méthylation, la cartographie des îlots CpG sera utilisée dans l’obtention d’amorces 

de PCR adaptées au séquençage ciblé de région d’ADN traité au bisulfite. Le niveau 

d’expression dans les cellules infectées et les différents organes sera aussi mesuré à l’aide 

d’une PCR quantitative en temps réel (qRTPCR). 

Si le profil de méthylation des cellules infectées de manière latente se révèle être 

hyperméthylé, un traitement avec un agent déméthylant sera réalisé afin d’en mesurer les 

conséquences sur le niveau d’expression de miR-126. Cette manipulation utilisera la 5-

Azacytidine, un inhibiteur des méthyltransférase et elle est aussi connue pour induire une 

réactivation de MDV-1. Cet agent est utilisé dans les chimiothérapies pour induire 

l’expression de gènes réprimés dans les cellules cancéreuses. Une cinétique d’expression sera 

mesurée afin de détecter le niveau d’expression de miR-126 au cours du traitement. 

Le troisième objectif est l’évaluation de l’expression de miR-126 dans des organes de 

poulets non-infectés par MDV-1 afin de comparer le niveau d’expression de miR-126 à celui 

obtenu lors de l’infection de MDV-1. En parallèle, le profil de méthylation est comparé au 

niveau d’expression de miR-126 afin d’établir une corrélation entre le niveau d’expression de 

miR-126 et le profil de méthylation de son gène.  

Le dernier objectif de ce mémoire est de déterminer le site d’initiation de la 

transcription (transcription start site : TSS) d’EGFL7. En effet, ce site a été étudié chez 

l’humain mais rien n’apparait dans la littérature quant au TSS du gène du poulet. Afin de 

localiser le(s) sites(s) d’initiation du premiR-126, la RACE PCR sera utilisée sur de l’ARN 

venant d’un organe de poulet sain exprimant le microARN d’intérêt. 
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Matériels and méthodes 
 

1. Culture cellulaire 

 

La lignée cellulaire utilisée durant cette étude est la lignée MSB-1. Ce sont des 

lymphocytes transformés par MDV-1 dont le génome viral est intégré dans celui de la cellule 

hôte. En plus de l’infection de MDV-1, les MSB-1 sont co-infectés par la souche MDV-2 

(Yao et al., 2008). Les MSB-1  sont isolées à partir de lymphomes de rate de poulet. Ces 

cellules sont cultivées dans un milieu RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640). 

Des constituants sont ajoutés au milieu RPMI ; 10% de sérum fœtal de bovin, 5% de sérum de 

poulet, 2% de pénicilline (5000 U/ml) et de streptomycine (5000 μg/ml), 1% d’acides aminés 

non essentiels (10 mM) et 1% de sodium pyruvate (100 mM). Les MSB-1 sont cultivés à 

37°C et en présence de 5% de CO2. La culture cellulaire est passée deux fois par semaine à 

une densité de 200.000 cellules par ml.   

2. Extraction d’ADN et d’ARN  

 

Deux méthodes sont employées afin d’extraire l’ADN. La première utilise un kit 

nommé Genomic DNA from Blood (Macherey-Nagel). Après centrifugation, 5.10
6
 cellules 

sont resuspendues dans du PBS (phosphate buffer saline). La première étape de l’extraction 

correspond à la lyse cellulaire par l’action de la protéinase K et des tampons de lyse. Après la 

liaison de l’ADN à la membrane de silice de la colonne par centrifugation et deux lavages au 

moyen d’un tampon approprié, l’ADN est élué dans de l’eau milliq. 

La seconde méthode est celle de l’extraction au phenol chlorophorme. Les cellules ou 

le broya d’organes sont mis en suspension dans du PBS après une centrifugation à 4 °C et 

1000 g pendant 8 minutes. La lyse cellulaire est réalisée par la protéinase K dans une solution 

de TE-SDS (Tris HCl pH 8.0, EDTA 0.5 M et SDS 6%). Une solution de chloroforme/alcool 

isoamyl (49:1) est ajoutée au lysat cellulaire. Après centrifugation à 14000 g pendant 10 

minutes, la phase aqueuse est prélevée. De l’acétate de sodium (NaAc) 3 M est ajoutée à un 

dixième du volume de la phase aqueuse pour précipiter l’ADN à l’aide de 2 volumes 

d’éthanol 100 %. Le tube est stocké à -20 °C pendant 1 heure. Le culot d’ADN obtenu après 

centrifugation est lavé à l’éthanol 70 % pour ensuite être suspendu dans une solution de TE 

(Tris HCl pH 8.0, EDTA 0.5 M). Avant la suspension du culot, l’éthanol doit être enlevé 

précautionneusement.  

L’extraction d’ARN commence par la suspension des 5.10
6 

cellules ou le broyat 

d’organes dans du PBS. A ce mélange est ajouté un 1 ml de Tri Reageant afin d’isoler l’ARN. 

Après 5 minutes d’incubation, le chlorophorme est ajouté pour débarrasser l’ARN des 

composés phénoliques par une incubation de 15 minutes. Une centrifugation de 15 minutes à 

4 °C et 12000g est réalisée sur la solution afin de séparer la phase aqueuse de la phase 

contenant les déchets phénoliques. La phase aqueuse est prélevée. Un volume équivalent 

d’isopropanol y est ajouté. La solution est placée pendant 2 heures à -80 °C pour favoriser la 

précipitation de l’ARN par l’alcool. Ensuite une centrifugation à 12000 g et 4 °C pendant 15 

minutes est réalisée pour précipiter le l’ARN sous forme de culot. Un lavage du culot à 

l’éthanol 70 % est réalisé par centrifugation à température ambiante pendant 5 minutes à 7500 

g. Tout l’éthanol doit être enlevé avant de suspendre le culot dans 30 µl d’eau milliq.  

La concentration d’ADN et d’ARN est déterminée par un NanoDrop 1000 

spectrophotomètre v3. Les ratios entre l’absorbance à 260 nm par les acides nucléiques, à 280 

nm par les protéines et à 230 nm par les sels et autres contaminants phénoliques déterminent 

le niveau de pureté de l’ADN ou de l’ARN extrait.  
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3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

Cette technique est utilisée pour l’amplification des séquences ciblées d’ADN via des 

cycles répétés de dénaturation de l’ADN, d’hybridation des amorces et d’élongation. La 

réaction nécessite une complémentarité parfaite entre les amorces et la séquence d’ADN ciblé 

afin d’éviter l’amplification d’ADN non désiré. Les amorces sens et anti-sens doivent avoir la 

même gamme de températures d’hybridation à 5 °C près. Quand l’ADN est traité au bisulfite, 

la séquence amplifiée ne doit pas excéder 500 paires de bases afin d’avoir une amplification 

correcte car le traitement à un effet délétère sur l’ADN qui est sous forme simple brin. 

L’élongation est effectuée par une polymérase thermorésistante, la Taq polymérase. Dans le 

cadre de ce mémoire deux Taq polymérases différentes ont été utilisées. La première est la 

Taq-NEB DNA polymerase venant de la firme New England BioLabs. Le mix PCR utilisé est 

composé d’un tampon fourni par le producteur, des amorces sens et antisens à une 

concentration de 0,25 µM, des dNTP à 0,05 mM, de l’eau distillée, du chlorure de magnésium 

(MgCl2) à 1,875 mM et 1 unité de Taq-NEB DNA polymerase. A ce mix PCR est ajouté 25 

ng d’ADN. Le programme du cycler commence par 3 minutes à 94 °C. Après l’étape 

d’activation de la Taq polymérase, il y a 30 à 35 cycles répétés dont la première étape est la 

dénaturation des doubles brins d’ADN par une incubation du mélange réactionnel pendant 30 

secondes à 94 °C. La seconde étape de 30 secondes correspond à l’hybridation des amorces 

sur les brins dénaturés d’ADN. La température d’hybridation est dépendante du couple 

d’amorces utilisées. La dernière étape du cycle est celle d’élongation durant 1 minute à 72 °C. 

Lorsque tous les cycles sont terminés, la solution va rester pendant 4 minutes à 72 °C pour 

terminer l’élongation.    

Pour les screen PCR sur les colonies bactériennes, la Go-Taq polymérase de la firme 

Promega est utilisée. Le mix PCR est composé de 0,2 µM de chaque primer, de 0,08 mM de 

dNTP, d’eau milliq, d’un tampon fourni par le producteur et de 0,25 unité de Go-Taq. Dans ce 

cas-ci 20 ng sont ajoutés au mix PCR. Comme le programme de la Taq-NEB polymérase, la 

première étape dure 3 minutes à 94 °C et est suivie des cycles répétés. La taille des produits 

PCR est ensuite déterminée par migration sur un gel d’électrophorèse. 

 

4. Traitement bisulfite : bisulfite genomic sequencing analysis (BGSA)  

 

Le but du traitement bisulfite est de détecter la méthylation de l’ADN à la base près 

(Li and Tollefsbol 2011; Kantlehner et al. 2011). Le kit EZ DNA Methylation-GoldTM de la 

firme Zymo research est utilisé pour réaliser ce traitement. L’ADN génomique (une quantité 

de 200 à 500 ng) est ajouté à la solution de CT conversion reagent qui induit la transformation 

des cytosines (C) non méthylées en uraciles (U) (Fig.21). Les cytosines méthylées sur le 

carbone 5 sont insensibles à la conversion par le traitement. Les échantillons sont placés dans 

un cycler qui commence par une étape de 10 minutes à 98 °C correspondant à une 

déshybridation des brins d’ADN pour qu’il y ait conversion de C en U car elle n’a lieu que de 

l’ADN simple brin. Ensuite, pendant 150 minutes à 64 °C, la conversion se produit. Après 

cette première étape et grâce à la centrifugation des colonnes du kit contenant la solution, 

l’ADN pré-traité est récupéré. L’ADN est lié à la membrane de silice de la colonne et subit la 

suite du traitement. Le traitement de désulphonation est alors réalisé avec le M-

desulphonation buffer. Après lavages, l’ADN est élué par le M-elution buffer. 
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5. PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) 

 

Une méthode de RT-PCR quantitative adaptée à la détermination du taux d’expression des 

miARN est utilisée. La qRT-PCR est utilisée dans la détection du niveau d’expression de 

miR-126 dans les cellules MSB-1 ou dans les organes prélevés. Afin de pouvoir réaliser la 

quantification, une transcription inverse est réalisée au préalable sur l’ARN extrait. Les 

volumes d’ARN sont calculés pour avoir 500 ng. Les ARNs et le primer spécifique de miR-

126 (Tableau III) concentré à 0,5 µM et 10 mM de dNTP, contenant la queue universelle, 

sont chauffés pendant 5 minutes à 65 °C. Cette étape permet la liaison entre le primer 

spécifique et miR-126. Ensuite, sur glace, le mix de l’enzyme SuperScript III est préparé et 

contient l’enzyme SuperScript III, 0,1 M de DTT, de la RNase OUT et de l’eau milliq. Le mix 

est ajouté aux ARNs et la solution va être chauffée une nouvelle fois à 55 °C pendant 30 

minutes. A la fin de ce laps de temps, les échantillons sont placés à 70 °C pendant 15 minutes. 

Après l’obtention des ADN complémentaires (ADNc), un mix de qRT-PCR est préparé. 

Celui-ci contient un primer LNA (Locked Nucleic Acid) à 0,8 µM, d’un primer 

complémentaire à queue universelle concentré à 0,8 µM, d’eau et du mastermix SYBER 

green. Le programme de la qRT-PCR commence par 3 minutes à 95 °C. Ensuite un cycle 

composé de 3 étapes différentes est répété 40 fois. La première étape dure 30 secondes à 95 

°C et est suivi d’une étape de 30 secondes à 50 °C. Le cycle se termine par 30 secondes à 72 

°C. Lorsque les 40 cycles sont terminés, la température remonte à 95 °C pendant 30 secondes  

pour ensuite redescendre à 55 °C pendant 15 secondes. Pour terminer, la température remonte 

d’un degré toutes les 15 secondes pour déterminer la température de déshybridation des 

amorces afin de détecter les éventuelles contaminations. L’échantillon utilisé pour la courbe 

d’étalonnage est un primer identique à la séquence du miR-126 3p. Celui-ci est dilué en série. 

 
Tableau III Séquences des amorces utilisées lors de la reverse transcription et la qRT-PCR.  

Amorces Séquences (5’ 3’) 

Queue universelle 

spécifique de miR-126 

CATGATCAGCTGGGCCAAGATGCGCATTATT 

 

LNA TLGTECCGTGAGTA 

Primer universel CATGATCAGCTGGGCCAAGA 

Primer miR-126 3p CATGATCAGCTGGGCCAAGATGCGCATTATTACTCACGGTACGA 

 

 

6. Détermination du site +1 : Rapid Amplification cDNA Ends PCR (RACE PCR) 

 

 Ce kit GeneRacer de la firme Invitrogen permet d’identifier les extrémités 5’ d’un 

transcrit. Dans ce mémoire, l’intérêt est porté sur le site d’initiation de la transcription et donc 

la caractérisation de l’extrémité 5’ (Fig.22). La première étape de cette expérimentation 

consiste en la séparation des ARN messagers, coiffés, des ARN tronqués, non coiffé tels que 

les microARNs. L’enzyme Calf Intestinal Phosphatase (CIP) sert à faire cette séparation entre 

ARN. Pour ce faire, CIP déphosphoryle les extrémités des ARNs non coiffés. Les ARNs 

coiffés sont quant à eux insensibles à l’action de la CIP dû à la présence de la coiffe. Après 

l’obtention des ARNs, il y a précipitation de ceux-ci et une inactivation de la CIP. La seconde 

étape nécessite l’enzyme Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) qui clive le lien ester entre la 

coiffe et l’ARNm, laissant une extrémité libre avec un phosphate en 5’. Après inactivation de 

la TAP et la précipitation de l’ARN, il y a liaison d’un oligonucléotide ARN GeneRacer 5’ 

(Tableau IV). Cette étape nécessite une ligase qui va en présence d’ATP établir le lien entre 

le phosphate à l’extrémité 5’ et l’extrémité 3’ de l’oligonucléotide possédant un groupement 
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OH. Il y a de nouveau une étape de précipitation de l’ARN suivie de reverse transcription de 

l’ARN en ADNc. Ceci est suivi de la PCR nichée utilisant les amorces du kit s’hybridant à 

l’oligonucléotide GeneRacer et les amorces designées en 3’ localisées dans l’exon 4, l’exon 3 

et l’intron 7 (Tableau IV). La température d’hybridation lors de la première PCR est de 60 °C 

et pour la seconde un gradient de température sera réalisé. 

 
Tableau IV Amorces utilisées lors de la PCR nichée sur les produits de RACE 

Amorces Séquences (5’ 3’) 

Oligonucléotide de RT GGTGGTGAGGTAGGGCAGGTACAC 

Oligonucléotide GeneRacer 5’ 
CGACTGGAGCAGAGGACACCTGACATGGACTGAA

GGAGTAGAAA 

GeneRacer 5’ CGACTGGAGCAGAGGACACCTGA 

GeneRacer 5’ niché GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 

Amorce intron 7 AAGCAGGCAGTGTTTGGGACGCATG 

Amorce intron 7 niché CATGTAGATGGCTCTCCCAGGCGTT 

Amorce exon 4 GACTCGGTGTGGGTGGCTGT 

Amorce exon 3 niché CGGGCAAAGCTGTCAGTGCTGGTGG 

Amorce exon 4 AGGTACACAGGCTGCACGTGGGACTC 

Amorce exon 4 niché GTGGGACTCGGTGTGGGTGGCTG 

 

7. Traitement des cellules induisant la déméthylation de l’ADN  

 

Afin d’induire la déméthylation de l’ADN, un agent déméthylant nommé la 5-Azacytidine 

est utilisée sur les cultures de cellules MSB-1. La source 5-Azacytidine est une préparation 

clinique chimiothérapeutique, le Vidaza. La 5-Azacytidine est un inhibiteur des DNMTs 

(DNA methyltransferases) et entraine une hypométhylation globale du génome. La 5-

Azacytidine a été récupérée au niveau de la pharmacie de l’hôpital Mont-Godine. Deux 

conditions sont comparées, une culture non-traitée servant de contrôle appelée mocq et une 

culture recevant le traitement. La culture traitée reçoit deux fois le traitement à une 

concentration de 5 µM. Une fois au temps 0, lors du démarrage de l’expérimentation et 24 

heures après. Les cellules sont prélevées toutes les 12 heures en commençant au temps 0.   

 

8. Dissection de poulets  

 

Trois poulets sains issus d’élevage ont été sacrifiés afin de prélever les organes. Les 9 

organes prélevés sont le cœur, la rate, les poumons, les reins, les testicules, le thymus, le foie, 

le cerveau et cervelet. Ces organes ont été broyés puis stocké à -80 °C dans du PBS. 

 

9. Clonage et séquençage des produits PCR 

 

Les produits PCR sont clonés dans des bactéries Escherichia coli après purification. 

Avant la transformation bactérienne, les produits PCR purifiés sont ligués dans des plasmides 

pGEM-T easy de la firme Promega. Les amplicons sont mélangés avec la ligase T4 DNA, le 

plasmide (50 ng) et le tampon 2X. La ligation reste pendant toute une nuit à 12°C. Les 

bactéries compétentes sont transformées par le produit de ligation via un électroporation 

(voltage 1250 V/mm, 25 μF). Les bactéries transformées sont étalées sur un milieu contenant 

du X-gal (240 μg/ml) et de l’IPTG (160 μg/ml) pour la détection des bactéries possédant le 

plasmide recombinant et de l’ampicilline (200 μg/ml) pour la sélection des bactéries 
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résistantes. Les colonies transformées avec le plasmide contenant l’insert ont une couleur 

blanche alors que les colonies possédant le plasmide vide sont bleues. Une PCR sur les 

colonies blanches permet de déterminer si les bactéries possèdent le plasmide avec l’insert 

attendu. Cette PCR nécessite des amorces M13 sens et anti-sens dirigées sur les extrémités du 

plasmide (Tableau V). Les clones identifiés pour l’insert voulu sont envoyé à la firme GATC 

pour le séquençage. 

 
Tableau V Amorces utilisées pour la PCR sur colonie. 

Amorces Séquence (5’3’) 
Position sur le plasmide 

pGEM-T (pb) 

Température 

d’hybridation (°C) 

M13 forward GTAAAACGACGGCCATG 2949-2972 
55 

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC 176-197 
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Résultats  
 

1. Analyse bioinformatique du locus miR-126 et de son gène hôte EGFL7 

 

Le but de cette étude est de caractériser le niveau de méthylation du gène EGFL7 dans les 

cellules de poulet afin d’observer l’impact de l’infection virale sur le profil de méthylation du 

gène hôte de miR-126. Une comparaison entre le profil de méthylation d’EGFL7 de poulet et 

son homologue humain était initialement prévue. En raison de la pertinence du modèle poulet 

et de la lymphomagenèse viro-induite par le virus MDV-1 associé à une chute de l’expression 

de miR-126 chez les poulets infectés, l’étude s’est entièrement portée sur EGFL7 aviaire. 

Néanmoins une comparaison bioinformatique entre les gènes humains et aviaires a été 

réalisée grâce aux banques de données avant de commencer l’expérimentation. L’organisation 

du gène est utilisée pour ensuite localiser avec précision les zones présentant une 

concentration en cytosines potentiellement méthylées au sein des motifs CpG. Les 

informations sont résumées et viennent des bases de données Ensembl Genome Browser 

(http://www.ensembl.org/index.html), pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) et 

miRBase (http://www.mirbase.org/). Elles ont été alignées par le logiciel Geneious et les îlots 

CpG sont localisés à l’aide du programme EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools 

/emboss/cpgplot/).  

La portion transcrite du gène EGFL7 humain (Fig.23A) a une longueur de 13822 paires de 

bases et est composée de 10 exons dont 3 non-codants. Ces exons non-codants se trouvent aux 

deux premières positions ainsi qu’à la dernière position. En utilisant la base de données de 

miRBase, la taille de la séquence du premiR-126 ainsi que sa position au sein du gène est 

cartographié. Le premiR-126 humain a une séquence comportant 85 nucléotides et est situé 

dans la première partie d’un îlot CpG. Cet îlot correspond au deuxième îlot du gène et est 

localisé dans l’intron 7. L’étude menée par Saito en 2009 a démontré la présence de 3 

transcrits différents. Le premier transcrit commence à l’exon 1 non-codant et couvre la totalité 

du gène. Le second commence par un exon dit alternatif dans le premier îlot CpG. Ces deux 

transcrits se terminent à la fin du gène et encode la même protéine. Le dernier observé par 

cette équipe est court et part de l’exon 7. Le transcrit alternatif semble corréler avec 

l’expression de miR-126 (Saito et al., 2009). Tous ces transcrits sont retrouvés dans les 

cellules HUVEC (cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine) tandis que les 

cellules cancéreuses des lignées T24 (cellules épithéliales de vessie), HeLa (cellules utérines 

propagées à partir d’un cancer du col utérin) et MCF7 (cellules d’adénocarcinome mammaire) 

possèdent les transcrits alternatifs et courts (Saito et al., 2009).  

En comparaison à EGFL7 humain, le gène du poulet (Fig.23B) est un peu plus long. Il 

comporte 14627 paires de bases. Ce gène est composé de 9 exons dont le premier est non-

codant et seule la moitié de l’exon 9 est non-codante. Le premiR-126 se trouve dans l’intron 

6. De plus la séquence du premiR n’est que de 84 nucléotides. 

L’utilisation du logiciel EMBL-EBI a permis de localiser avec précision les différents 

îlots dans les gènes humain et poulet. Deux îlots sont localisés chez l’homme, un dans l’intron 

2 est le second dans l’intron 7 là où se trouve le premiR-126. Chez le poulet un seul îlot CpG 

a été détecté. Il se trouve dans l’intron 1 et représente une des principales différences entre les 

deux gènes. Chez le poulet, le premiR-126 ne se trouve pas dans un îlot CpG. Cependant la 

région entourant le premiR sera considérée comme un îlot CpG non canonique car elle 

comporte une concentration de CpG plus élevée par rapport au reste du transcrit (56% de GC 

et 12 CpG). 

En plus de la comparaison de l’organisation de ces deux gènes, l’analyse in silico est 

étendue à la définition des pourcentages d’identité nucléotidique et peptidique existant entre 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.mirbase.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools%20/emboss/cpgplot/
http://www.ebi.ac.uk/Tools%20/emboss/cpgplot/
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l’ORF (open reading frame) d’EGFL7 poulet et humain (Tableau VI). L’identité de séquence 

nucléotidique est également calculée pour les premiR-126. La résultante démontre une 

conservation de 100 % entre les brins matures miR-126-5P et miR-126-3p. Les 2 prémiR 

montrent une identité élevée (90 %) contrairement à l’identité entre les 2 ORF qui est 

relativement basse. En effet, la conservation nucléotidique est de 58 % alors que l’identité de 

séquence en acide aminé entre l’humain et le poulet est de 51,3 %. En dépit de ces faibles 

taux d’identité, la comparaison de la cartographie d’EGFL7 humain et poulet montre une 

certaine conservation de l’organisation génomique. 

 
Tableau VI : Pourcentage d’identité nucléotidique et peptidique des ORF de l’EGFL7 entre l’homme 

et le poulet. Calcul de l’identité nucléotidique des différentes portions constituant le premiR-126.   

Alignement Conservation humain entre poulet 

EGFL7 ORF acides aminés 51,3 % identité 

EGFL7 ORF nucléotides 58 % identité 

premiR-126 90,5 % identité 

miR-126 5p* 100 % identité 

miR-126 3p 100 % identité 

Boucle 100 % identité 

 

 

Une recherche des sites de liaison de facteurs de transcription a été également réalisée 

pour les deux locus riches en CpG étudiés par la suite. Des sites de liaison tels que les E-Box, 

GC-BOX, E2F-myc, KLF2, AP1 et MAF, NFB et AP2 ont été identifiés. Des sites de 

liaisons aux signaux de transcription activateurs et répresseurs, à l’AMPc et à myc associé aux 

motifs en doigts de zinc ont également été prédits.  

 

 

2. Mise au point d’une technique d’analyse des îlots CpG du gène EGFL7 du poulet 

par BGSA 

 

Dans le cadre du mémoire, nous avons décidé de nous focaliser sur les deux îlots CpG du 

gène EGFL7 chez le poulet. L’hypothèse de départ est que la méthylation des îlots CpG 

pourrait être associé à une répression de miR-126. Pour l’analyse des profils de méthylation, 

l’ADN extrait est traité au bisulfite qui convertit les C non méthylées en U et laisse intacte les 

C méthylées. Afin de pouvoir mesurer l’effet de cette conversion et d’évaluer par séquençage 

les positions des C méthylées, la portion d’ADN cible doit être amplifiée et séquencée. 

 

i) Élaboration d’amorces appropriées à l’analyse d’ADN traité au bisulfite  

  

 Pour l’amplification par PCR de l’ADN, des amorces adaptées sont designées (Tableau 

VII). Lorsque la PCR est réalisée sur de l’ADN bisulfité, la conversion des cytosines non 

méthylées en uraciles doit être prise en compte pour le choix des couples d’amorces. Sur le 

brin sens, tous les C isolés sont convertis en T. Seulement les C précédant un G peuvent être 

méthylés. Si les C sont méthylées, elles conserveront leur identité alors que les C non-

méthylées deviendront des T. Comme la méthylation ne peut être prévue, un Y (C ou T) sera 

placé dans la séquence de l’amorce. Le Y indique la place d’une potentielle méthylation. La 

firme Eurogentec produira la moitié des amorces contenant un T à la place indiquée par le Y 

et l’autre moitié aura un C. Sur le brin anti-sens, la démarche inverse est appliquée. C’est-à-
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dire que les G isolés seront convertis en A et lorsqu’il s’agit d’un CpG la lettre R (G ou A) 

sera mise dans la séquence. Afin d’avoir une bonne hybridation des amorces à l’ADN, il faut 

éviter des homopolymères trop étendus (pas plus de 5 bases). De même, les lettres Y et R 

seront placées au maximum 2 fois dans la séquence.  

 
Tableau VII : Séquences des amorces de PCR permettant l’amplification des locus L1 et L2 du gène 

EGFL7 chez le poulet. Les lettres en gras représentent les bases modifiées et adaptées à l’hybridation 

sur de l’ADN traité au bisulfite. 

Amorces Séquences (5’-3’) 

Positions 

dans le gène 

EGFL7 (pb) 

Températures 

d'hybridation 

(°C) 

CpG 1 L1 F1 GTTGTTTGGTTAGTATAGAGAGAAATTTA 4704-4732 
60 

CpG 1 L1 R1 ATTTCCTCCCCCCCAARCCA 5153-5172 

CpG 1 L1 F2 TTYGGTTATTGTATYGGTGATGGGATTTTA 4734-4763 
60 

CpG 1 L1 R2 ATCCCTCCRCCCCRACCCAATAAA 5124-5147 

CpG 2 L2 F1 GTATAAGTTTAGGTTTTGTAGGG 11717-11739 
55 

CpG 2 L2 R1 TTCRTACCTTTACTATCAACAAATA 12059-12083 

CpG 2 L2 F2 TTGTAGGGGTGATAAAGTTTGGTTG 11732-11756 
55 

CpG 2 L2 R2 TATCAACAAATAAATTAACACTCATATCTTCC 12039-12070 

 

 

Initialement nous avions essayé, sans succès, d’amplifier l’entièreté du premier îlot CpG. 

Pour augmenter les chances de succès, l’îlot a été subdivisé en 3 parties faisant 

respectivement 414 paires de bases (pb), 398 pb et 298 pb. Seule la première partie a été 

étudiée car les deux dernières parties de l’îlot n’ont donné aucun résultat exploitable. Cette 

portion est dénommée le locus L1 par la suite.  

Au niveau de l’intron du gène EGFL7 contenant le prémiR-126, l’îlot non canonique de 

339 paires de bases a pu être amplifié en une fois (Fig.24A). Cette région est dénommée le 

locus L2 dans la suite. 

 

ii) Adaptation des conditions de PCR pour l’analyse d’ADN bisulfité 

 

L’amplification des locus a nécessité des mises au point telles que l’adaptation de la 

température d’hybridation et la détermination du nombre de cycles. Tout d’abord, la PCR sur 

ADN bisulfité doit être nichée. En effet, les amplicons ne sont pas détectables lors de la 

première PCR. Il n’y a détection de l’ADN qu’au terme de la seconde PCR (PCR 2) qui 

utilise comme matrice une portion de produit obtenu à l’issue de la première PCR (PCR 1) 

(Fig.24B). Afin de ne pas saturer la PCR, le nombre de cycle de la PCR 1 est inférieur à la 

PCR 2. La PCR 1 est réalisée en 30 cycles tandis que la seconde comporte 35 cycles. Des 

gradients de températures s’étendant de 50 à 60 °C ont permis de trouver la température 

optimale d’hybridation des amorces qui est de 60 °C pour le locus L1 et de 55 °C pour le L2 

(Fig.24C et 24D).   
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3. Analyse des profils de méthylation des îlots CpG du gène EGFL7 dans des cellules 

infectées de manière latente et transformées par le virus MDV-1 

 

L’analyse du profil de méthylation a montré une hyperméthylation de l’ADN dans les 

cellules MSB-1 infectées de manière latente par le virus (Fig.25A et 25B). Le premier locus 

(L1) contient 42 dinucléotides CpG tandis que locus L2 correspondant à l’îlot non canonique 

n’en possède que 12. La méthylation globale de L1 est de 86 % et L2 est méthylé à 95 %. 

Dans les 10 clones obtenus pour chaque locus, une conservation de la méthylation pour 

certains CpG est observée. Par exemple, les dinucléotides CpG 31 et 38 sont méthylés dans 

tous les clones tandis que le CpG à la position 80 n’est méthylé qu’à 10 %. Cette 

hyperméthylation du gène EGFL7 à ces deux locus pourrait être associée à la répression de 

miR-126.  

Lors du séquençage, le locus L2 n’a posé aucun problème. En comparaison, le séquençage 

du locus L1 était difficile. Pour tenter d’expliquer la raison de la difficulté des séquençages, la 

séquence attendue a été étudiée par le logiciel mfold 

(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/dna-folding-form). Cette analyse in silico a permis de 

visualiser la structure secondaire de l’ADN du L1. Celui-ci se replie en une structure 

secondaire complexe posant problème pendant le séquençage (Fig.26).  

 

 

4. Profils de méthylation des îlots CpG du gène EGFL7 dans des cellules isolées à 

partir d’organes de poulets non infectés.  

 

Le niveau de méthylation de L1 et L2 a été déterminé dans l’ADN extrait de cellules 

isolées à partir de divers tissus prélevés sur des poulets adultes. Pour cela, les organes de 3 

poulets ont été prélevés immédiatement post-mortum. L’analyse du profil de méthylation a été 

réalisée sur 9 organes différents par poulet (le cœur, le cerveau, le cervelet, le poumon, le foie, 

le thymus, les reins, les testicules et la rate). Le choix des organes a été notamment dirigé en 

vue d’établir une corrélation entre les niveaux de méthylation entre le gène hôte de miR-126 

et le niveau d’expression de miR-126 dans ces organes. En effet, un atlas d’expression des 

microARNs dans un large panel de cellules humaines et de rongeurs (Landgraf et al., 2007), a 

montré que miR-126 est principalement exprimé dans le système cardiovasculaire. En moins 

grande proportion, miR-126 est exprimé également dans le système reproducteur, le foie et le 

système respiratoire. Par contre, le cerveau possède des zones spécifiques d’expression élevée 

et de répression de miR-126.  

Le problème du séquençage de L1 n’a pas permis d’avoir une collection complète pour 

chaque organe par individus. Comparé au L2, l’obtention de clones pour L1 était beaucoup 

plus difficile. De plus, l’obtention de clones dans les tissus prélevés chez le poulet 3 n’était 

pas aisé, ne donnant que quelques clones pour certains organes. Le pourcentage de 

méthylation a été calculé pour les organes ayant au moins 5 clones. Lorsque le nombre de 

clones obtenus est inférieur à 4, les séquences brutes sont mises dans la figure. C’est 

notamment le cas pour le rein et le thymus du poulet 2. 

- Les clones obtenus pour le premier locus CpG étudié au niveau de L1 permettent de 

dégager les premières observations suivantes : en comparaison avec le profil de 

méthylation de L1 chez les MSB1, le locus L1 est globalement peu méthylé dans les 

différents organes. Le foie et le thymus montrent les niveaux de méthylation les plus 

faibles dans la portion du gène EGFL7 ciblée. En effet, l’ADN isolé du foie du poulet 2 ne 

présente que 2 cytosines méthylées pour tous les clones et deux autres cytosines sont 

méthylées dans 50 % des cas. L’ADN du thymus ne présente qu’une cytosine où la 

méthylation est conservée chez tous les clones. A partir de l’ADN isolé de la rate, le clone 

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/dna-folding-form
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obtenu montre un niveau de méthylation élevé avec 38 cytosines méthylées sur les 42 

présentes. Un plus grand nombre de clones sera nécessaire à la validation de ces 

observations (Fig.27A).  

- La comparaison entre les organes pour le locus L2 (Fig.27B) montre que les ADN extraits 

des poumons et du coeur chez les trois poulets ont un niveau de méthylation moins élevé 

qu’au niveau de l’ADN des autres organes. Le faible taux de méthylation est plus marqué 

pour le cœur chez le premier poulet. Le cerveau et le testicule ont un plus haut niveau de 

méthylation de leur ADN que les autres organes. En analysant la séquence, une 

conservation de méthylation pour deux cytosines est observée entre les différents organes. 

Il s’agit des cytosines 155 et 157. 

 

5. Effet du traitement des cellules infectées et transformées par MDV-1 au moyen 

d’un agent de déméthylation de l’ADN 

 

a. Courbe de croissance des MSB-1 contrôles et traitées 

 

Les cellules MSB-1 ensemencées à 500.000 cellules/ml sont traitées avec de la 5-

azacytidine au temps 0 et 24 heures plus tard. Une récolte est effectuée toutes les 12 heures 

dans les 2 conditions (traitées et non traitées). Les cellules sont traitées deux fois car la 5-

Azacytidine a un temps de demi-vie de 4 heures. La répétition du traitement permet d’avoir 

une déméthylation totale de l’ADN (données non publiées, Carole Mignion). Les cellules 

cultivées en présence de la 5-azacytidine montrent une diminution significative de leur 

prolifération comparée aux cellules non traitées (Fig.28A).  

b. Cinétique d’expression de miR-126 

 

L’expression de miR-126 est évaluée par une méthode de PCR quantitative réalisée sur les 

ADN complémentaires. L’expression cinétique est mesurée durant les 48 heures qui suivent 

l’exposition à la 5-azacytidine. Les cellules traitées à 12 heures ont un CT moyen de 25 en 

comparaison aux cellules contrôles sortant à un CT moyen de 24. Après 24 et 48 heures de 

traitement, un recul de 2,4 et 1,5 unités de cycle seuil est respectivement observé dans les 

cellules traitées par rapport aux cellules non traitées prélevées dans les mêmes conditions. 

Une analyse statistique des données de cycle seuils par une Anova II mesurant l’effet du 

traitement et du temps met en évidence une différence significative des cycles seuils mesurés 

pour les cDNA de miR-126 après 24 et 48 heures de traitement. Ces résultats sont normalisés 

à l’aide du gène rapporteur de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) 

(Fig.28B) 

 

6. Analyse des séquences identifiées dans la région proximale de transcrits amplifiés à 

l’issue d’une ligation sur les extrémités décappées d’ARN 

 

Afin de déterminer le TSS d’EGFL7 et de miR-126, une RACE PCR a été réalisée sur de 

l’ARN extrait de cellules de poumons. La température nécessaire à l’amplification en PCR1 

était de 59,8 °C pour l’amorce localisée dans l’intron 7 et 56,9 °C pour celle localisée dans 

l’exon 4. La PCR2 nécessitait une température de 63,2 °C pour l’amorce nichée dans l’intron 

7 et 68,9 °C pour l’amorce localisée dans l’exon 3 (données non montrées). Le clonage en 

bactéries compétentes montrait un insert allant de 80 à 120 paires de bases. L’analyse des 

séquences a donné des résultats surprenants. La région entre l’oligonucléotide de GeneRacer 
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niché en 5’ et l’amorce anti-sens en 3’ correspond à l’amorce utilisée pour la transcription 

inverse. Une hybridation entre les 2 amorces permet d’expliquer ce phénomène.  

De nouvelles amorces ont été designées pour les PCR1 et 2. La première PCR effectuée 

sur les ADNc obtenus a été réalisé avec une température d’hybridation de 60 °C tandis qu’un 

gradient de température pour obtenir des amplicons lors de la PCR 2. La température idéale 

pour cette amplification en PCR 2 est de 57 °C (Fig.29). Les produits obtenus avaient une 

longueur de 150 paires de bases. Après le séquençage des amplicons, les résultats ne 

correspondaient pas à celui attendu. Les TSS du gène de la dynéine à chaine lourde 5 et d’un 

transcrit d’un gène mitochondrial du poulet ont été identifiés. Ces résultats ne correspondaient 

pas à la séquence attendue. Ils démontrent néanmoins que toutes les étapes de la préparation 

des ARN, du retrait de la coiffe et de la ligation au niveau du premier nucléotide à l’extrémité 

5’ ont fonctionné.  
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Discussion 

 
La maladie de Marek est causé par un alphaherpèsvirus aviaire appelé MDV-1. Ce virus 

est capable d’induire des lésions nerveuses et des lymphomes à cellules T CD4
+
. La 

pathogénie de MDV-1 procède en 4 phases suite à l’infection du poulet. La première phase se 

traduit par de la lyse et de la nécrose cellulaire qui induit une inflammation permettant la 

propagation du virus aux autres cellules immunitaires telles que les lymphocytes. Après cette 

phase, le virus s’intègre dans la région télomérique et rentre en latence. Ceci se traduit par un 

arrêt de production d’antigènes viraux. Certains virus en latence vont se réactiver et 

provoquer une infection plus étendue. Cette phase est appelée la phase cytolytique tardive. 

Les autres virus en latence n’entrent pas dans la voie lytique. La transformation des cellules 

par le virus conduit à la formation de lymphomes. Durant les différentes étapes du cycle viral, 

des gènes cellulaires sont surexprimés par le virus alors que d’autres ont leur expression 

inhibée. C’est par exemple le cas de miR-126. Ce microARN, en plus d’intervenir dans 

l’angiogenèse et la maturation des vaisseaux, est impliqué dans plusieurs cancers humains où 

il est réprimé. 

Les expériences menées dans le cadre de ce travail de master voulaient investiguer les 

modifications épigénétiques potentiellement responsables de la répression de miR-126 dans le 

lymphome induit par MDV-1. Le travail s’est focalisé sur la détermination des signatures de 

méthylation observées au niveau du gène hôte exprimant le prémiR-126. Les observations 

obtenues ont permis de montrer que : 

 l’organisation du gène exprimant le prémiR-126 au sein du gène hôte EGFL7 

montre des similitudes entre le poulet et l’homme ; 

 les deux îlots CpG identifiés dans le gène exprimant miR-126 montrent une 

hyperméthylation de l’ADN dans des cellules infectées de manière latente et 

transformées par MDV-1 ; 

 le niveau de méthylation de ces deux îlots CpG dans les cellules transformées par 

MDV-1 dépasse le niveau de méthylation observé dans 9 populations de cellules 

isolées à partir d’organes différents prélevés sur des poulets non infectés ; 

 le traitement des cellules transformées par MDV-1 à l’aide d’un agent 

chimiothérapeutique déméthylant l’ADN semble restaurer l’expression de miR-

126 dans les cellules et induit une inhibition de la prolifération cellulaire ; 

 le site d’initiation de la transcription du prémiR-126 demeure inconnu chez le 

poulet. 

 

1. Organisation et comparaison des gènes EGFL7 humain et aviaire 

 

Afin de vérifier l’hypothèse de l’augmentation de la méthylation comme cause de la 

répression de miR-126, une analyse d’ADN traité au bisulfite de deux locus du gène EGFL7 

poulet a été réalisée. Au préalable, une étude bioinformatique a été réalisée pour cartographier 

le gène et localiser les îlots CpG. Les deux locus correspondent à la première partie de l’îlot 

CpG situé dans l’intron 1 et à l’îlot CpG non canonique entourant la séquence de miR-126. 
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Dans certains cas, il existe une conservation entre les microARNs humains et aviaires 

dans leur localisation. C’est le cas de miR-21, qui se trouve en aval du gène TMEM49 dans les 

cellules humaines et aviaires. Le promoteur est conservé à 79,4 % entre les deux espèces 

(Grégoire Stik, Dambrine, Pfeffer, & Rasschaert, 2012). MiR-126 n’a pas une conservation 

totale mais la disposition du gène montre des similarités. L’étude de la régulation chez le 

poulet de ce gène codant pour un microARN associé à la tumorigenèse peut donc constituer 

un bon modèle. Les mécanismes de régulation qui seraient identifiés pourraient être 

transposés à l’humain. 

 

2. Profil de méthylation des îlots CpG dans les cellules infectées par MDV-1  

 

Les Herpèsvirus KHSV et EBV sont connus pour induire des modifications épigénétiques 

telles que la modification des marques répressives ou permissives des histones et la 

méthylation de l’ADN (Allday, 2013; Shamay et al., 2006). MDV-1 est aussi capable 

d’induire des modifications des histones. La répression de miR-126 pourrait résulter de 

l’hyperméthylation identifiée au niveau de l’ADN du gène hôte du microARN, EGFL7. 

L’influence de la méthylation du gène hôte de miR-126 sur le niveau d’expression de miR-

126 a été étudiée dans deux contextes pathogéniques chez l’homme. Une étude menée Saito et 

ses collaborateurs suggère que l’inhibition de miR-126, identifiée dans les cellules de cancer 

urologique humain, est due à une hyperméthylation du gène hôte EGFL7. En effet, lorsqu’un 

traitement induisant la déméthylation de l’ADN est réalisé sur ces cellules, miR-126 est 

exprimé (Saito et al., 2009). Dans un autre contexte, une déméthylation du promoteur de miR-

126, identifiée chez des patients souffrant de lupus érythémateux systémique (SLE) a été 

associée à une expression accrue de ce miR. Dans cette étude, la surexpression de miR-126 a 

été identifiée comme une cause de la progression de la maladie. En effet, une des cibles de 

miR-126 est l’ARNm codant pour la DNMT1. L’inhibition de la DNMT1 provoque une 

déméthylation du promoteur de gènes normalement réprimés dans les lymphocytes T CD4
+ 

que sont les facteurs TNFSF7 et ITGAL. Ces gènes encodent respectivement les protéines 

CD11a et CD70. Ces deux protéines sont impliquées dans l’adhésion des cellules 

immunitaires entre elles et la production d’anticorps. L’hypothèse de la déméthylation de 

l’ADN associée à SLE a été validée par la reproduction in vitro de la maladie (Lu, Wu, & 

Richardson, 2005; Zhao et al., 2011). 

Les profils de méthylation des deux locus obtenus pour les cellules infectées de manière 

latente montrent une hyperméthylation. De plus, lorsque les sites de liaison des facteurs de 

transcription sont comparés aux profils de méthylation, il apparait que certains sites 

comportent des CpG méthylés. Il s’agit des sites E-Box, GC-box, Ets-1 et les E2F-myc pour 

le locus L1. Pour le locus 2, ce sont les sites AMPc, Ets-1, MAF et AP1 qui possèdent des 

dinucléotides CpG dont la cytosine est méthylée. L’impact fonctionnel de la méthylation de 

ces éléments de réponse sur la liaison avec facteurs de transcription constitue une perspective 

de recherche. 
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3. Comparaison du niveau de méthylation des îlots CpG dans les cellules non-infectées 

par MDV-1 venant de différents organes 

 

Afin de comparer le profil de méthylation des MSB-1 à des cellules saines, 9 organes ont 

été analysés pour ces deux locus. Les profils de méthylation pour les organes ont une 

méthylation moins importante que les MSB-1. Les locus L1 des organes sont globalement 

déméthylés. Plus de clones sont nécessaires pour l’obtention de profils pour chaque organe de 

chaque poulet. Malgré les 1105 clones analysés pour les trois poulets, les profils complets 

pour le poulet 1 ne correspondent qu’au thymus et au cerveau. Pour le poulet 2, les profils du 

foie et du cervelet ont été obtenus. Les 3 clones du poulet 3 n’ont été obtenus que pour les 

testicules et le cervelet. La raison pour laquelle le locus 1 n’a pas pu être évalué de manière 

complète s’explique par la présence d’une structure secondaire complexe rendant le 

séquençage difficile et dans certains cas impossible. Lorsque une plaque 96 puits est envoyée 

au séquençage, seulement 50 % des clones sont séquencés. 

L’étude du profil de méthylation dans les différents organes de poulet est un moyen 

d’avoir une vue globale de la méthylation de l’ADN à ces différents locus. Les MSB-1 ne sont 

pas tout à fait comparables aux cellules isolées de ces organes car ce sont des lymphocytes T 

CD4
+ 

transformées. Afin d’obtenir un modèle de comparaison, il faudrait analyser les profils 

de méthylation des cellules T CD4
+
 triées venant de sang périphérique (PBL) de poulets sains. 

Une infection contrôlée de plusieurs poulets par le virus MDV-1 pourrait être envisagée afin 

d’établir une cinétique où les profils de méthylation seraient analysés à différents moments de 

l’infection. Une analyse du profil de méthylation dans des cellules de vaisseaux sanguins 

embryonnaires pourrait être réalisée. Ceci a pour but d’identifié le niveau de méthylation 

basale des vaisseaux sanguins et servir de contrôle lors d’analyse sur des organes.  

 

4. L’effet de la déméthylation de l’ADN des cellules infectées de manière latente et 

l’impact sur l’expression de miR-126 

 

Une des hypothèses de la répression de miR-126 dans les cellules MSB-1 est que les sites 

de liaison des facteurs de transcription ne sont pas accessibles, ce qui inhibe la transcription 

du gène. Pour conforter cette hypothèse, un traitement déméthylant est effectué sur les 

cellules infectées par MSB-1 de manière latente. Une cinétique de la réexpression de miR-126 

a été réalisée par qRT-PCR. Après 24 heures de traitement, une restauration de l’expression 

de miR-126 a été détectée. Afin de pouvoir conforter cette observation, l’expression 

relativisée à d’autres gènes rapporteurs est essentielle. De plus, la prolifération des cellules 

traitées par rapport aux cellules contrôles montre une chute.   

Lors de la déméthylation de l’ADN, un aspect à ne pas négliger est que l’effet observé 

n’est peut-être pas lié au gène ciblé, miR-126. En effet, l’ensemble de l’ADN est déméthylé 

entraînant l’expression de nombreux gènes cellulaire et viraux. MiR-126 semble avoir subi 

une surexpression (à confirmer) mais la diminution de la prolifération cellulaire ne peut pas 

être rapportée à miR-126 seul. Les gènes viraux du cycle cytolytique subissent une 

réactivation (Carole Mignion, données non publiées) et sont peut-être la cause de la 

diminution du potentiel réplicatif. Les cellules devraient être observées au niveau 

morphologique afin de détecter d’éventuelles lyses cellulaires.  
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5. Localisation du site d’initiation de la transcription d’EGFL7 

 

Pour la détermination du TSS, trois amplifications différentes ont été réalisées. Tout 

d’abord, le site d’initiation de la transcription du prémiR-126 a été recherché. Les amorces de 

la PCR nichée étaient localisées dans l’intron 7. Après le séquençage et analyse des résultats 

aucune séquence cible d’ARN n’a été détecté entre les deux amorces. Le début de l’ARNm 

d’EGFL7 a également été recherché. Pour ce TSS, une première amorce en 3’ était localisée 

dans l’exon 4 et l’amorce de la deuxième PCR était dans l’exon 3 (Fig.30). Sur base du 

produit de séquençage obtenu, les séquences se trouvant entre l’oligonucléotide GeneRacer en 

5’ et l’amorce nichée correspondent à d’autres gènes ciblés par l’oligonucléotide de 

transcription inverse. En effet, l’oligonucléotide de transcription inverse possède 5 bases à 

l’extrémité 5’ complémentaires (GGTGG) avec les 5 derniers nucléotides de l’amorce de la 

PCR nichée. L’amorce de la PCR 2 était plus spécifique de l’amorce de RT entraînant son 

amplification. Ces résultats indiquent que les quelques bases complémentaires doivent être 

prises en compte lors du choix des amorces. De nouvelles amorces nichées en 3’ ont été 

utilisées. Ces amorces n’ont pas permis l’amplification d’une région d’EGFL7. Les produits 

de séquençage correspondaient à l’amplification de l’extrémité 5’ d’un gène mitochondrial de 

poulet et de la dynéine à chaine lourde 5. L’amplification n’a pas généré les résultats attendus 

pour le gène EGFL7 mais l’obtention d’extrémité 5’ de gènes de poulet, celle-ci a démontré 

que les étapes en amont de la PCR nichées ont fonctionné.  

Les cellules du tissu pulmonaire ont été utilisées pour cette manipulation comme cet 

organe contient un vaste réseau de vaisseaux sanguins. L’obtention des transcrits 

correspondant à EGFL7 est difficile à obtenir. L’utilisation de vaisseaux sanguins 

embryonnaires conduirait peut-être à de meilleurs résultats que des cellules venant d’un 

broyat d’organe, ceci diminuerait le bruit de fond apporté par les cellules du tissu conjonctif 

n’exprimant pas ce gène.  
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Conclusion et perspectives 
 

En conclusion, les deux régions riches en dimères de CpG étudiées au niveau du gène hôte 

de miR-126 montre un niveau de méthylation très élevé dans le contexte de l’infection par 

MDV-1. Ces cellules possèdent, aux régions étudiées, une méthylation globale de 86 % pour 

le premier locus et 95 % pour le deuxième. Le résultat de la comparaison entre les profils de 

méthylation obtenus pour les cellules isolées à partir d’organes et de cellules infectées de 

manière latente par le virus indique une hyperméthylation des locus venant de MDV-1 par 

rapport aux organes montrant un faible taux de méthylation et ce particulièrement dans le 

locus 1. Afin de pouvoir réellement comparer la méthylation de gènes cellulaires tels 

qu’EGFL7 des cellules MSB-1, un meilleur modèle doit être établi. Pour cela, les 

lymphocytes T CD4
+ 

triées seraient un bon modèle étant donné qu’il s’agit du même type 

cellulaire.  

Les conséquences de la déméthylation de l’ADN  et de mesure de l’expression de miR-

126 dans ces cellules traitées doivent être validées. Ceci implique la recherche du meilleur 

gène rapporteur et la comparaison à la réexpression d’autres gènes viraux afin de pouvoir 

corréler ou non la diminution de la prolifération des cellules immortalisées à la réexpression 

de miR-126.  

La recherche du site d’initiation de la transcription demeure inconnue.  

Enfin, la recherche de la fonctionnalité de miR-126 sur des cibles traductionnelles et 

transcriptionnelles constitue une perspective plus générale. Elle permettra de mieux 

comprendre le rôle que joue la répression de ce microARN dans le lymphome aviaire induit 

par MDV-1.  
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Figure 2. Répression du gène BIM lors d’une infection par le virus d’Epstein-Barr. Les antigènes nucléaires 

d’EBV (EBNA3A et EBNA3C) induisent le recrutement du complexe polycombe constitué de EED (embryonic 

ectodermic development), SUZ12 (suppressor of zeste 12) et EZH2 (enhancer of zeste) et de protéine chaperone 

RbpA 46/48 et la protéine JARID2 reconnue comme étant un signal de recrutement du complexe polycombe. Les 

polycombe induisent une triméthylation des lysines 27 de l’histone 3. Par un mécanisme encore mal connu, les 

protéines EBNA3A et EBNA3C inhibent la cycline kinase 7 (TFIIH) et inhibe la phosphorylation de la sérine 5 

de l’ARN polymérase située sur le TSS (Transcriptional start site) du gène BIM. L’inhibition de la 

phosphorylation empêche l’initiation de transcription (Allday, 2013). 

Figure 1. Différent niveau de compaction de l’ADN. L’ADN simple brin est d’abord enroulé autour d’un 

nucléosome constitué d’un octamère d’histones. Le nucléosome et l’ADN sont maintenus grâce à la liaison de 

l’histone 1. L’enroulement des nucléosomes permet un niveau de compaction supérieur allant jusqu’à la 

formation de chromosome (http://www.nature.com/scitable/content/chromatin-has-highly-complex-structure-

with-several-18847). 
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Figure 3. Méthylation des Cytosines. Les CpG sont définis comme étant une cytosine (C) suivie d’un (G) dans le 

sens 5’ vers 3’. L’ADN méthyltransferase (DNMT) 3 est capable d’induire une méthylation de la cytosine de novo. 

La DNMT1 permet le maintien de lu profil de réplication sur le brin néo formé lors de la réplication mais n’induit 

pas la méthylation de novo (Biologie du développement, Gilbert, édition 2010). 

Figure 4. La méthylation des cytosines par les DNMTs et le co-facteur SAM. Le groupement méthyl est 

transféré de S-adénosyl-L-méthionine (SAMe) à la cytosine par une catalyse réalisée par les DNMTs. La catalyse 

génère deux produits différents, une cytosine méthylée et une S-adénosyl homocystéine (SAH) (Espada & 

Esteller, 2010) 

Figure 5. Initiation ou répression de la transcription induite par la méthylation. Lorsque les CpG sont non 

méthylés les facteurs de transcription (TF) induisent le recrutement de l’ARN polymérase II (RNAPII), le gène 

est exprimé. La méthylation recrute des protéines telles que la methyl-CpG-binding protein (MeCP) et les 

histones déacétylases (HDAC) qui condense l’ADN. La liaison des TF n’est plus possible et le gène n’est pas 

transcrit (Reddington, Pennings, & Meehan, 2013) 



 
 

 

Figure 6. Caractérisation de la méthylation d’un gène et impact sur la transcription. 

A) Disposition des  dinucléotides CpG dans le génome.  

B) (i) La méthylation des îlots CpG empêche la liaison de CTCF (CCCTC-binding factor). Lorsque CTCF n’est 

pas lié à l’ADN, l’ARN polymérase II (RNAPII) n’est pas ralentie et ne favorise pas l’épissage alternatif. La 

liaison de CTCF à l’ADN au niveau d’un site d’épissage ralenti la RNAPII et favorise l’épissage. (ii) La 

méthylation des cytosines dans le corps du gène codant pourrait prévenir de la transcription après le site 

d’initiation pour permettre d’avoir une expression fonctionnelle.  

C) (i) Les îlots CpG orphelins seraient associés à une utilisation de promoteurs alternatifs lorsque l’ADN est 

déméthylé. (ii) Le recrutement de protéines influençant la compaction de la chromatine. Si les CpG ne sont pas 

méthylés, la protéine Y influence la décondensation de la chromatine. Lors de la méthylation des CpG, la 

situation inverse se produit  via le recrutement des protéines X.  

D) (i) La déméthylation des cytosines permet  la liaison des facteurs de transcription (TF) à l’ADN empêchant 

celle de la DNA methyltransferase (DNMT). L’inverse se produit lors de la méthylation de l’ADN. (ii) La 

déméthylation de l’ADN au site de liaison des facteurs de transcription permet l’interaction avec le TF et 

empêche la liaison des methyl-CpG-binding protein (MeCP) et des histones déacétylases (HDAC). La situation 

inverse est observée lors de la méthylation  de l’ADN  (Reddington et al., 2013) 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Mesure par qRT-PCR de gènes initialement réprimé lors d’une infection par KSHV.  

A) L’expression de gènes identifiés pour être initialement réprimés dans les cellules infectées est mesurée après 

traitement des cellules avec un agent déméthylant, la 5-azacytidine. Les cellules contrôles sont les cellules TIME-

Babe et les TIME-LANA représentent les cellules infectées. L’expression est retrouvée pour tous les gènes sauf 

pour le SMARCA3 (SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily a, 

member 3).  

B) Comparaison du traitement à la 5-azacytidine à un inhibiteur d’histone déacétylase, la trichostatine A (TSA). Le 

faible taux d’expression des gènes après le traitement à la TSA par rappott à la 5-azacytidine indique que la 

répression de ces gènes est principalement due à une hyperméthylation de l’ADN (Shamay, Krithivas, Zhang, & 

Hayward, 2006). 
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Figure 8. Localisation des miRs dans le génome.  

A) Le premiR peut être seul ou en cluster dans un transcrit propre.  

B) Le premiR est localisé au d’un gène hôte précédemment identifié dont le transcrit est un produit fonctionnel 

peptidique (ARN codant) ou non (ARN long non codant). Les premiRs peuvent être dans les introns ou dans la 

région 3’UTR d’un transcrit codants ou non codants (Du & Zamore, 2005). 



 
 

 

Figure 9. La synthèse des microARNs.  
Le gène est d’abord transcrit en un primiR (primary miRNA) correspondant à une séquence d’ARN coiffé et 

polyadénylé qui possède des tiges boucles. Ces boucles correspondent au prémiR (précurseur de microARN). La 

seconde étape nécessite l’excision du prémiR par DROSHA et DGCR8 (Di-Georges syndrome critical region 8 

homologue). La tige boucle migre vers le cytoplasme grâce à l’exportine 5 et la RanGTP. Dans le cytoplasme, le 

prémiR est maturé en duplex d’ARN par DICER. Le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) dégrade 

un des deux brins et intègre le microARN mature à son complexe (Meister & Schmidt, 2010). 

 



 
 

 

 

 

 

Figure 10. Répartition des différents modes d’action des microARN à divers étapes de la traduction.  

A) Le complexe RISC peut agir sur les ribosomes en inhibant la traduction de l’ARN messager.  

B) La protéolyse des polypeptites en cours d’élongation inhibe la production de protéines.  

C) L’inhibition de la liaison de la protéine eIF4E à la coiffe inhibe la circularisation du transcrit nécessaire à 

la traduction.  

D) Le complexe RISC empêche la liaison des sous-unités ribosomales à l’ARN messager.  

E et F) La déadénylation engendrée par le complexe RISC empêche la circularisation du transcrit ou 

entraine un enlèvement de la coiffe conduisant toujours à une inhibition de la circularisation (Eulalio, 

Huntzinger, & Izaurralde, 2008). 



 
 

Figure 11. La régulation traductionnelle induite par miR-223 lors de la différenciation granulocytaire.   

Sans différenciation, l’activation de miR-223 par la protéine NFI-A (Nuclear Factor I/A) conduit à de faibles 

concentrations de miR-223 et à une faible répression de la traduction de NFI-A. La différenciation est induite par 

un traitement acide rétinoïque (RA). La concentration de C/EBPα (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) 

augmente lors de la différenciation induite par le traitement, augmentant l’expression de miR-223. MiR-223 

inhibe la traduction de NFI-A (Fazi et al., 2005).  

  

Figure 12. Gène HoxB8 ciblé par miR-196.  

La complémentarité parfaite de la séquence du miR et de l’ARNm entraine le clivage et la dégradation du 

transcrit. Cette complémentarité se retrouve dans plusieurs espèces de vertébrés (Yekta, Shih, & Bartel, 2004). 



 
 

 

 

  

Figure 13. L’inhibition transcriptionnelle de NFI-A par miR-223.  

Lors de la différenciation granulocytaire induite par un traitement à l’acide rétinoïque (RA), miR-223 inhibe la 

transcription de NFI-A (Nuclear Factor I/A) par liaison au promoteur. La liaison de miR-223 recrute les 

complexes polycombes composés des protéines Ying Yang (YY1) et suppressor of zeste 12 (SUZ12) et augmente 

la méthylation des histones. Les marques répressives, H3K27m3 augmentent, induisant la répression 

transcriptionnelle par inhibition de la liaison de l’ARN polymérase II au site d’initiation de la transcription (+1) 

(Zardo et al., 2012). 



 
 

Figure 15. Génome du virus de la maladie de Marek.  

Les deux régions génomiques longue et courte sont entourées de répétitions internes (IR) et terminales (TR) 

(Reddy et al., 2002) 

Figure 14. Organisation structurale du virus MDV-1.  

L’ADN linéaire est enfermé dans la capside icosaédrique à 20 faces. Les protéines tégumentaires entourent la capside 

et sont également entourées de l’enveloppe lipidique possédant les glycoprotéines en surface 

(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/15.html). 

 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/15.html
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Figure 16. Infection d’une cellule par l’herpès virus simplex 1.  

Légende ci-contre 2.2.i (adapté de Flint et al., 2000) 



 
 

 

 

  

Figure 17. Interaction de l’oncogène viral Meq dans les cellules transformées par MDV-1.  

Meq se dimérise avec différentes protéines. Lorsque Meq interagit avec les protéines p53 et RB, le cycle 

cellulaire est dérégulé. La dimérisation de Meq et de Jun entraine la surexpression de gènes cibles  possédant un 

site de liaison AP-1. Un des gènes ciblés est celui encodant l’antigène de surface CD30. Le dimère de Meq et  

Myc ainsi que celui formé avec CtBP entrainent le recrutement de la sous-unité TERT de la télomérase et la sous-

unité d’ARN virale (vTR)  (Osterrieder, Kamil, Schumacher, Tischer, & Trapp, 2006) 



 
 

 

 

  

Figure 18. Organisation du gène EGFL7 humain.  

Ce gène possède 10 exons dont 3 sont non-codants. Le premiR-126 est localisé dans l’intron 7. La protéine 

EGFL7 est encodée par ce gène et son expression corrèle avec celle de miR-126 (Meister & Schmidt, 2010). 

Figure 19. Génération de deux mutants K.O. pour EGFL7 et pour miR-126.  

A) La génération de mutant a nécessité l’insertion de sites loxP aux extrémités de la région à exciser. Le mutant 

n’exprimant que le miR-126 a été réalisé par excision des exons 5, 6 et 7. Le mutant qui ne possédant pas le miR-

126 fonctionnelle mais qui exprime la protéine EGFL7 a été muté par insertion du site loxP dans l’intron 7.   

B) Les embryons de souris sauvages sont comparés aux mutants. Des œdèmes sont visibles chez les embryons 

mutants pour miR-126. Les mutants EGFL7 présente un phénotype équivalent aux embryons sauvages (Kuhnert 

et al., 2008)  

A)                                                                  B) 



 
 

 

 

 

  

Figure 20. Voie de signalisation de VEGF.  

Le miR-126 permet de rendre cette voie, initialement réprimée par PIK3R2 et SPRED1, active. Le miR-126 

induit une inhibition des inhibiteurs de la voie. L’inhibition de SPRED1 permet l’activation de RAF1 par le 

récepteur VEGFR2 et de phosphorylé ERK. Tandis que l’inhibition de PI3KR2 permet à la sous unité catalytique 

PI3K d’être active ainsi que la voir PI3K/AKT (Fish et al., 2008). 



 
 

 

Figure 21. Traitement de l’ADN au bisulfite.  

A) La déshybridation de l’ADN correspond à la première étape permettant l’action du bisulfite.  

B) Les cytosines sont converties en uracile en trois étapes. La première étape correspond à la sulfonation des 

cytosines isolées. Lors de la seconde étape, la cytosine-sulphonat va être transformée en uracil-sulphonat par une 

réaction de déamination. Pour finir, l’étape de désulphonation résulte en une base uracile (Schumacher’s 

protocol). 

A) B) 



 
 

  

Figure 22. Les différentes étapes réalisée lors de la recherche d’extrémité 5’ de transcrits.  

La manipulation commence par une discrimination des ARN tronqués des ARN possédant une coiffe. Cette étape 

est réalisée par la protéine Calf Intestinal Phosphatase (CIP) qui déphosphoryle les extrémités 5’ phosphate. La 

CIP est inactive sur la coiffe. La seconde étape permet un enlèvement de la coiffe par l’enzyme Tobacco Acid 

Pyrophosphatase (TAP) laissant une extrémité 5’ phosphate libre. La liaison de l’oligonucléotide GeneRACER à 

l’ARN décoiffé est réalisée par l’enzyme T4 RNA ligase. La liaison s’effectue entre l’extrémité OH de 

l’oligonucléotide et l’extrémité phosphate de l’ARN. Une transcription inverse est réalisée pour obtenir un ADN 

complémentaire.  



 
 

 

 

  

Figure 23. Analyse bioinformatique du locus miR-126 et de son gène hôte EGFL7. 

A) Comparaison des gènes EGFL7 humain et poulet : le gène EGFL7 humain possède 3 transcrits différents et le 

promoteur intronique de miR-126 est localisé dans l’intron 4. EGFL7 poulet n’a qu’un îlot CpG et aucun transcrit n’a 

été identifié.  

B) Localisation des sites de liaisons de facteurs de transcription des locus L1 et L2 

A) 

B) 

A) 



 
 

 

 

 

  

Figure 24. Adaptation des conditions de PCR pour l’analyse d’ADN bisulfité. 

A) Localisation des amorces nichés utilisés sur les îlots CpG. La région amplifiée et attendue après la deuxième PCR 

(nichée) est de 414 paires de bases pour le locus L1 et de 339 paires de bases pour le locus L2. Mise au point des 

conditions de PCR sur l’ADN traité du locus L1 et L2.  

B) Résultats des amplicons de PCR1 et PCR2 sur gel d’électrophorèse pour le locus L1.  

C) L’amplicon du L1 est obtenu à 60 °C et le gradient va de 48 à 60°C. 

 D) L’amplification du L2 est obtenue à 55 °C.  

 

A) 
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Figure 25. Profils de méthylation des 10 clones MSB1 obtenu pour les locus L1 et L2.  

A) Le locus L1 contient 42 CpG. La représentation d’un cercle vide indique que la cytosine n’est pas méthylée. Les cercles 

pleins indiquent que la cytosine est méthylée. 

B) Le locus L2 est un îlot CpG non canonique. Il ne contient que 12 CpG sur 282 paires de bases. Le même code est utilisé 

pour indiquer la méthylation ou non à chaque position. 

B) 



 
 

  

Figure 26. Structure secondaire du locus L1 posant problème lors du séquençage.  

La structure (dG = -104,29) est obtenue par le logiciel mfold. La structure sélectionnée est celle présentant la valeur 

d’enthalpie maximale. 



 
 

  

A) 



 
 

 

 

Figure 27. Profil de méthylation obtenus pour les deux locus classé par poulet et par organes.  

Les pourcentages de méthylation sont réalisés sur 4 individus au minimum. A) Locus L1 B) Locus L2. 

B) 
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Figure 28. Effet du traitement au moyen d’un agent déméthylant sur la croissance cellulaire et le niveau 

d’expression de miR-126 dans des cellules infectées de manière latente par MDV-1. 

A) Densité cellulaire au cours du temps des cultures de MSB-1 contrôle et traitées à la 5-Azacytidine. Les deltas calculés 

par Anova 2 entre les densités cellulaires ont montré une différence hautement significative pour les temps 24h, 36h et 48h 

entre les cultures cellulaires.  

B) Comparaison de l’expression de miR-126 dans les cellules traitées à la 5-azacytidine et des MSB-1 contrôles.  

L’expression relative est obtenue par la méthode de ΔΔ CT. Le gène de référence utilisé est le gène GAPDH de poulet. 

B) 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Analyse des produits de RACE PCR en vue de déterminer le TSS du primiR-126.  

Gel d’électrophorèse montrant les produits PCR obtenus par gradient de températures allant de 52 à 62 °C. Les 

produits PCR ne sont plus obtenus à partir de 58 °C. 



 
 

 

 

 

 

 

Figure 30. Détermination du site d’initiation de la transcription d’EGFL7. 

A) Situation attendue lors de la RACE PCR à partir d’amorces designées à partir de l’exon 3 et 4. La flèche 

bleue représente l’oligonucléotide de transcription inverse (RT). La paire de flèches rouges représente les 

amorces utilisées en PCR 1. La 3’ est designée sur l’exon 4 et l’amorce de l’extrémité 5’ est fournie par la firme 

Invitrogen pour s’hybrider sur l’oligonucléotide GeneRacer. Le couple d’amorces vertes représente les amorces 

nichées. L’amorce 5’ fournie est fournie par le kit et l’amorce 3’ est designée par rapport à une portion de l’exon 

3. 

B) Les résultats obtenus montent une complémentarité de séquence entre l’amorce nichée et l’oligonucléotide de 

RT.  


