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Résumé

Le cceur est un organe trés complexe, composé de plusieurs types cellulaires et dont
la principale fonction est de pomper le sang a travers I’organisme de fagon rythmique et
unidirectionnelle.  La formation du cceur requiert 1’orchestration spatio-temporelle
hautement régulée de plusieurs génes. L’étude des régions cis-régulatrices des genes
cardiaques a permis l’identification de facteurs de transcription impliqués dans la
cardiogenése. Ainsi, le promoteur du facteur natriurétique de type B (BNP) a servi a établir
le role crucial de GATA-4 dans la formation du cceur. Le BNP est une hormone cardiaque
hypotensive qui représente un marqueur précoce des cellules cardiaques durant le
développement et qui sert de marqueur clinique de I’hypertrophie ventriculaire chez
’adulte. Sur le promoteur proximal du BNP, les sites GATA c6toient un autre €lément
régulateur contenant un motif CACCC. Mon projet de maitrise consistait a identifier et
caractériser le(s) facteur(s) de transcription qui régule(nt) I’expression de BNP via la boite
CACCC. Les facteurs de transcription a doigts de zinc de la famille XKLF (X-Kriippel-
like factor) régulent la transcription génique en se liant a des boites CACCC. Quatre
membres de cette famille sont exprimés dans le cceur. Cependant, leur role dans la
régulation des génes cardiaques n’a jamais été étudié. Puisque le transcrit de FKLF-2
(fetal-KLF-2) a une expression restreinte au cceur, aux muscles squelettiques et a la moelle
osseuse et que cette protéine est capable de lier et d’activer les génes via une boite CACCC,
notre étude a porté sur ce membre de la famille XKLF. Afin d’établir le patron
d’expression de FKLF-2 durant le développement cardiaque, un anticorps hautement
spécifique a été généré contre la partie N-terminale de FKLF-2.  L’analyse
immunohistochimique a montré la présence de FKLF-2 tot dans les cellules cardiaques et la
persistance de cette expression durant la cardiogenése ainsi que chez I’adulte. Dans le
cceur, FKLF-2 est fortement exprimé dans le myocarde mais également dans les valves, tant
dans les coussins cardiaques embryonnaires que dans les valves adultes, suggérant un role
dans le développement de diverses structures cardiaques incluant la formation valvulaire.
Des études fonctionnelles ont montré que FKLF-2 active le promoteur du BNP en se liant
directement & la boite CACCC. De plus, I’activation du BNP par FKLF-2 est potentialisee
par I’ajout de GATA-4 et cette potentialisation est dépendante des doigts de zinc de GATA-
4. L’interaction fonctionnelle entre ces deux facteurs de transcription implique une

interaction physique directe. L’ensemble de ces résultats montre pour la premiére fois



v
qu’un membre de la famille XKLF est impliqué dans la régulation des génes cardiaques et
qu’il agit de concert avec GATA-4. L’étude suggere fortement un rdle pour FKLF-2 dans
le développement du cceur et souléve la possibilité d’un lien entre I’expression de FKLF-2

et certaines malformations congénitales

Mots-clés : développement cardiaque, Kriippel-like factor, BNP, FKLF-2, facteurs
de transcription, sites CACCC



Abstract

The main function of the heart is to rhythmically pump the blood in a unidirectional
way into the entire body. Only a highly regulated development can lead to the formation of
a heart able to fulfil its roles. The identification of transcription factors essential for
cardiogenesis had been improved by studying the cis-regulatory regions on cardiac genes.
The B-type natriuretic peptide (BNP) was used as a model to identify GATA-4 as an
important factor for cardiac development. BNP is a cardiac hypotensive hormone which
serves as an early marker for cardiac cells as well as a clinical marker for ventricular
hypertrophy in adult. Cardiac specific transcription of BNP gene is controlled by several
cis-regulatory elements within its proximal promoter like GATA elements and CACCC
motif. My Master’s project was to identify and characterize the factor(s) that regulate(s)
the BNP gene through the CACCC site. The XKLF (X Kriippel-like factor) regulate gene
transcription through CACCC site. Four XKLFs are expressed in the heart. However, their
cardiac function has not been established yet. The FKLF-2 (fetal KLF-2) transcript has a
restricted expression pattern in the heart, skeletal muscles and bone marrow and it can
activate genes via a CACCC box, our studies focused on this transcription factor. To
determine the expression pattern of FKLF-2 during heart development, a highly specific
antibody was generated against the N-terminal part of FKLF-2. The immunohistochemistry
studies showed that FKLF-2 is expressed early in the heart and its expression continues
throughout development and in the adult heart. FKLF-2 is expressed in the myocardium
and also in cardiac cushions and adult valves. This pattern of expression suggests a role for
FKLF-2 in development of cardiac structures including the valves. Functional studies have
shown the activation of the BNP promoter by direct binding of FKLF-2 on the CACCC
site. Moreover, FKLF-2 synergistically activates BNP with GATA-4 and this functional
interaction depends on the zinc fingers of GATA-4. The synergistic activation of BNP
implies a physical interaction between the two transcription factors. For the first time, our
study shows a role for the XKLF family in regulation of cardiac genes and its interaction
with GATA-4. These results strongly suggest a role for FKLF-2 in cardiac development

and a possible link between the expression of FKLF-2 and congenital heart malformations.

Keywords : cardiac development, Kriippel-like factors, BNP, FKLF-2, transcription
factors, CACCC sites



vi

Table des matieres

INTRODUCTION 1
1 DEVELOPPEMENT CARDIAQUE CHEZ LES MAMMIFERES ET MALFORMATIONS CONGENITALES .........ccoei 1
2 REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE AU COURS DU DEVELOPPEMENT CARDIAQUE .....coiiininniiiiniiiiciene 5

2.1 Facteurs de transcription impliqués dans le développement cardiaque.......................c.ccoooovvivrninnnns 7
2.1.1 Formation du tube cardiaqUe...........coiiuiiiiiiiiiiriiiiiiie et 7
2.1.1.1 Les facteurs de transcription de la famille GATA ... 7

B 0 0 T T €7 N - O O OO PO OO UO PP TP PTOPSTP PPN 8

2 L L 2 GAT A ettt e e bbbt be e a et aeeae s 8

2.1.2 Segmentation du tube cardiaqUe .......cccooooviviiiiiiii e 9
2.1.2.1 Les facteurs de a famille @ DOTE Toovoiieeriierririi e vt 9

0 e T T o5& T OO O OO ST UUP PO 10
2.1.2.2 Les facteurs de la famille DHLH ......oooioinniniiiiirn e 11
2.1.0.2.1 @HANd @t dRANA ..ot e et e 12
210123 TROQUOIS 4 oot b e bbb bbb 12

2.1.2 MOIphOZenEse COTQIAGUE ....ccvvveviiiiiticiiect et ca et ha bbb 13
2.1.2.1.1 Les facteurs de la famille MEF2......cocoiiiiiiiiien e 13

2.1.2.1.1 Les facteurs 3 hOmMEodOmMaINES. .. cc.oevirieirireirreie ettt e e

2.1.3 Formation du cceur adulte avec ses quatre cavités distinctes
2.1.3.1 Les facteurs de la famille GATA

2.1.3.1.2 GATAG .o

2.1.3.2 Les facteurs de la famille NF-AT

3 ELEMENTS CIS-REGULATEURS IMPLIQUES DANS LA REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DES GENES

CARDIAQUES ...veteeteieetctiesetr ettt ee et ee s st s bebe s ae st s h s s r e st e b e ae s 2a s e b s e be ek ea b e A b e s b e b e e R e e e ke e Rt s bR ettt 17
4 PEPTIDES NATRIURETIQUES CARDIAQUES .....cevtiiiieiiiiiiitiniinies st sttt 19
4.2 Régulation transcriptionnelle du peptide natriurétique de type B.................ccoooooioiiiiiniiinne 21

5 LES MEMBRES DE LA FAMILLE XKLFS ..ottt s 23
5.0 Nomenclature des XKLFS ......ooooiviiviiii it 24
5.2 Structure conservée entre les membres XKLFS ... 24
5.3 Importance biologique des XKLFS ...........c.cccccoiiiiiiiiiiiiii s 28
5.3.1 Différenciation et prolifération cellUlaires ..o 28

5.3.2 Régulation du cycle cellulaire et implication dans les Cancers........c.coooeiiii i 29

5.3.3 Contrdle de la transcription par les XKLFS ... 30

5.3.4 Expression tissu-spécifique des XKLFS.....cooooiiiiiii 31

5.4 XKLFS @Xtra-CArdiQuUes..........c....cccccocooviiiiiiiiiiiiiiiie e 32

L T B =1 S O OO PP OO O SO OT PPV PP PPPIROT 32
5.4.1.1 Interaction entre EKLF €t GATA-] .ot s 33

I A | ) SO O OO OO OSSO U PO UP PO TUTU ORI 33

R T 1 50 OO OO OO TP O OO TUOTROPUTPIOPOPUPPPPS 34

S FILF oo e e e et b e b e bbb 34



3.5 Facteurs XKLFs exprimés dans 1 CRUP ..o 35

LT T I = ) G 1 OO OO PO OO OO PSSO PO OO TSP POPASUP PO 35

T TR €] Q1 OO OO PO TSP U O SUPU TSRO PSPPI 36

LT T 10 51 0 SO OO U PO PO O TP OO OO OSSOSO OV TP PRSPPI 37

S 5 FILE =2 oottt et e bbb et e e e e ae bt e b et e et e e 38

6 OBJIECTIF DU TRAVALL t1tevtevt ettt ettt ettt esssassassssas s st eeaeebess e absebsebsabeebeabsbaess et s sh et ebbstaa s et e st rentas 43
RESULTATS 44

A ROLE FOR A TISSUE-RESTRICTED MEMBER OF THE XKLF FAMILY OF TRANSCRIPTION FACTORS IN CARDIAC

DEVELOPMENT ..ottt stee st eneesesrestese e tste st eat s ae o b e e b e e s ma e e b e et ea b e e e ke ek s e et e ke d e b s ab e e b e s e deba ek e e bbb 44
ABSIFACE ..ottt 45
Material and MEHNOMS ...t 51
ROSUIIS .ot ettt et 38
ACKIOWICAGEIMEIIS ...tk 69

DISCUSSION 88

XKLFS DANS LE DEVELOPPEMENT CARDIAQUE .eoiiiiiieiieiieiiieter e e s e sseseiner et eeeseeesnesimmnenenneneassesasasbasnassnens 88
Malformations des valves cardiQques. ... 90

CONSERVATION DES KRUPPEL A TRAVERS LES ESPECES.......ooviiiiiiiiiiti ittt 91

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DU GENE BNP ..o 93

REGULATION DES GENES PAR LES XK LES ..ottt ettt e rirecne s st s ssman e st s e e s e e e s nanes 96
Réles fonctionnels de FKLF-2 . ... 96
Spécificité ou redondance des XKLFS ... 98

SYSIEIMNE BIVINIOTAC ...ttt ettt bbb 99
LYMIPROCYICS T oo 100

SYSICINE CAFAIAQUE ...ttt bbb e 101

Réles putatifs de FKLF-2 dans les tissus extra-cardiQques.................cccocooooiviiiiiniiinininic s 103
PERSPECTIVES 1..vucitetete st stesnestetesteeeeneseenesassh st sas s h s ae s s e ebe e b s sae s s a4 e e 4seh st e et e b e as e es et e e b e s b es b eb b et st e s st e b et et e b s et 104
CONCLUSION 107

BIBLIOGRAPHIE 108




viil

Liste des tableaux

TABLEAU 1.1 BASE GENETIQUE DES MALADIES CONGENITALES CARDIAQUES CHEZ L’HUMAIN
ASSOCIEES A LA MUTATION D UN GENE .....vviiiiiieiirieeeiereeeeiireeesanreeessiveessareeeseneneesssannanens 4

TABLEAU 1.2 FACTEURS DE TRANSCRIPTION IMPLIQUES DANS LE DEVELOPPEMENT
CARDIAQUE +.utvtvrieiiee et ieiiettet et e e esttesraeeeeeaessessararaaereaataeeeeseaesaa s saasaassanbbebeaeeeeeseeesssssassurans 6

TABLEAU 1.3 ELEMENTS CIS-REGULATEURS IMPORTANTS POUR LA REGULATION DE GENES
CARDIAQUES .ovvviiiiiiieiiiiitrereeee e e s eeutrereaeeaesse et et ereetaeaeaesaessasaeenasnnansrebenstassosasasinsseeaans 18

TABLEAU 1.4 CLASSIFICATION ET FONCTIONS DES FACTEURS XKLFS ...ccovviiieeiiiieeeenn. 25



1X
Listes des Figures

Introduction

FIGURE 1.1 CONTROLE TRANSCRIPTIONNEL DU DEVELOPPEMENT CARDIAQUE CHEZ LES

MAMMIFERES ....viittiteieteeeiteeseeeseeeseeseeeueastasssessaesesenseeeesaseebse st e eeneeastebessstesesssesrsenaesenns 2
FIGURE 1.2 STRUCTURE DES DEUX PEPTIDES NATRIURETIQUES.......cuvttiiiirerenireennieeeenreeeeeens 18
FIGURE 1.3 PROMOTEUR PROXIMAL DEBNP......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiene e 22
FIGURE 1.4 STRUCTURE CONSERVEE ENTRE LES MEMBRES DE LA FAMILLE XKLF............. 26
FIGURE 1.5 ARBRE PHILOGENIQUE DES XKLFS ...ciiioiiiiiieieiiiieee et 26

FIGURE 1.6 ALIGNEMENT DES TROIS DOIGTS DE ZINC CONSERVES ENTRE LES MEMBRES DE LA

FAMILLE XEKLE ..ottt ettt s ettt et e e s aba b e e e e s aba e e e essaanabens 27

FIGURE 1.7 DOMAINES FONCTIONNELS DE FKLF-2...ccociiiiiiiiiiiiiiiiinnie 40
Article

FiGURE 2.1 STRUCTURAL ORGANISATION OF THE RBNP PROMOTER ......ccccccoviiiniiiniinnnnnnn, 74
FIGURE 2.2 EXPRESSION OF THE XKLF’S IN CULTURED CARDIOMYOCYTES .....ccc0eevuvirrnnnns 75
FIGURE 2.3 GENERATION OF A SPECIFIC FKLF-2 ANTIBODY ....oveciiniiiiiiiiiiiiniiienniiee e, 76
FIGURE 2.4 FKLF-2 IS EXPRESSED DURING CARDIAC DEVELOPMENT .....cvviiiiiiiiniiiininnenen. 77
FIGURE 2.5 FKLF-2 IS EXPRESSED IN THE ADULT HEART ....ctvttiiiiiriiiieiiiiiiinic e 79
FIGURE 2.6 EXPRESSION OF FKLF-2 OUTSIDE THE HEART DURING DEVELOPMENT............. 80
FIGURE 2.7 THE BNP CACCC ACTIVITY IN CULTURED CARDIOMYOCYTES .....cccc0ceenuvrnnenn. 82

FIGURE 2.8 FKLF-2 BINDS SPECIFICALLY TO THE CACCC BOX OF THE BNP PROMOTER .. 83
FIGURE 2.9 FKLF-2 ACTIVATES THE BNP PROMOTER THROUGH THE CACCC MOTIF ....... 84
FIGURE 2.10 FKLF-2 CAN ACTIVATE OTHER CARDIAC PROMOTERS BUT TO A LESSER EXTENT
THAN THE BINP PROMOTER ...eeiiiiitiieiiiitiire ettt e e snittteeesesiierees e s sesanesaessssssnsssssssannnessessens 85
FIGURE 2.11 FKLF-2 ACTS SYNERGISTICALLY WITH GATA-4 TO ACTIVATE THE WILD TYPE
PROXIMAL RBINP PROMOTER ...ocoeiiiiuiiiiieieeeeeeeiiiiiteerteeeeeeeraneeemibansassasessnsasssessnannnnnses 86

FIGURE 2.12 FKLF-2 PHYSICALLY INTERACTS WITH GATA-4 ..o 87



Liste des sigles et des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ALAS : 5’ aminolevulinate synthase

ANF : facteur natriurétique de type A

ARN : acide ribonucléique

ARNmMm : acide ribonucléique messager

BHLH : facteurs basiques hélice-boucle-hélice
BKLF: basic Kriippel-like factor

BMP-4 : protéine morphogénique des os 4
BNP : peptide natriurétique de type B

BTEB: basic transcription element binding protein
CHO : cellules d’ovaires de hamster chinois
CGMP : guanosine monophosphate cyclique
CTnC : troponine cardiaque C

CYP1A1 : cytochrome P450 1A1

EKLF : erythroid Kriippel-like factor

EZF : doigt de zinc épithélial

FC: ferrochelatase

FGF : facteur de croissance des fibroblastes
FKLF: fetal Kriippel-like factor

FKLF-2: fetal Kriippel-like factor 2

FOG-2: friend of GATA-2

GFP: glycophorine

GKLF: gut Kriippel-like factor

HB-EGF : facteur de croissance épithéliale
HGNC : Comité de la nomenclature des génes humains
IKLF: intestinal Kriippel-like factor

Irx4 : Iroquois 4

LKLF: lung Kriippel-like factor

MADS: MCM1, agamous, deficiens and SFR
MEF2: myocyte enhancer binding factor 2

MEL : cellules érythrocytaires de souris



X1
min : néoplasies multiples intestinales
oMHC : chaine lourde de la myosine o
BMHC : chaine lourde de la myosine 3
Mlc2v : chaine légére de la myosine ventriculaire 2
PBGG : porphobilinogen deaminase
PCAF: p300/CBP associated factor
PECAM-1 : molécule d’adhésion des plaquettes et des cellules endothéliales 1
PDGFp : facteur § de croissance dérivé des plaquettes
PDGFRp : récepteur du facteur B de croissance dérivé des plaquettes
PPAY : récepteur y peroxysome activé
TEF1: transcription enhancer factor-1
TGF-B1: transforming growth factor-beta-1
RANTES: Regulated on Activation Normal T cells Expressed and Secreted
RAR : récepteurs rétinoiques acides
RFLAT-1: RANTES Factor of Late Activated T Lymphocytes-1
RXR : récepteurs rétinoiques X
SRF : facteur de réponse au serum
Tie-1 : récepteur tyrosine kinase spécifique aux cellules endothélilaes-1
Tie-2 : récepteur tyrosine kinase spécifique aux cellules endothélilaes-2
TIEG-2: transforming growth factor B-regulated gene 2
UKLF: ubiquitous Kriippel-like factor
VEGF: facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires

XKLF : membre de la famille des Kriippel-like factor



Xil

A mes parents
et

ma soeur



X1il

Remerciements

J’aimerais premiérement remercier la directrice du laboratoire le Dr Mona Nemer de
m’avoir accueillie au sein de son équipe et je voudrais aussi la remercier pour son support

financier.

Je voudrais également présenter ma reconnaissance au Dr Georges Nemer qui m’a
montré les bases de la science a mon arrivée au laboratoire. J’ai beaucoup de gratitude
envers le Dr Sophie Debrus qui m’a aidée énormément au point de vue technique et avec
qui j’ai eu de longues discussions qui m’ont permis d’apprendre énormément sur la fagon
de penser scientifique. Il y a aussi le Dr Bruno Delorme qui a pris le temps de m’aider a
découvrir la science. Je voudrais sincérement remercier toutes les personnes du laboratoire
du Dr Nemer qui ont fait de ce lieu d’apprentissage un endroit agréable a travailler ou les
discussions scientifiques cotoient la camaraderie en particulier Pooja Jain, Rana Temsah,
Loulwa Rahbani, Sophie Debrus et Romain Georges. Je voudrais également souligner
’aide de Chantal Lefebvre qui est toujours la avec un sourire. Je tiens a exprimer ma
gratitude a Lise Laroche pour son assistance dans la préparation du manuscrit et sa grande
disponibilité. Je voudrais souligner ’aide précieuse de Rana Temsah et Romain Georges

dans la critique constructive de ce mémoire.

Je voudrais particuliérement remercier mes parents Gilles et Yolande ainsi que ma
sceur Julie qui m’ont toujours soutenue durant mon cheminement et sans qui je n’aurais pas

pu parvenir a atteindre mes objectifs.

A tous, un grand merci!



Introduction

1 Développement cardiaque chez les mammiféres et

malformations congénitales

Le cceur est le premier organe & se former durant le développement embryonnaire.
En effet, chez la souris, au jour embryonnaire 8 (E8), le tube cardiaque est déja forme et il a
méme commencé a exercer sa fonction de pompe.l Les cellules précurseurs cardiaques
proviennent du mésoderme latéral antérieur. Apreés la gastrulation, le mésoderme antérieur
latéral se replie pour former le croissant cardiaque dans le coté antérieur de 'embryon. Le
croissant fusionne pour donner lieu au tube cardiaque sur la ligne ventrale de ’embryon
selon I’axe antéro-postérieur. C’est a ce moment que les cellules cardiaques commencent a
se contracter, premiérement de maniere péristaltique et par la suite, les battements
deviennent rythmiques.”® Au niveau du tube cardiaque, il y a déja une segmentation, il est
possible d’identifier les cellules précurseures des oreillettes et des ventricules."*” Le c6té
droit et le coté gauche du cceur sont également déterminés lorsque le tube cardiaque se
forme. Les cellules qui deviendront le sac aortique et les voies d’éjections (conotroncus)
sont aussi identifiables 4 ce moment.> A ce stade, les cellules qui se différencieront en
cellules auriculaires se trouvent sur le coté postérieur de I’embryon. Sur le c6té antérieur,
on retrouve les cellules qui formeront les ventricules. Un important remodelage
morphologique et génétique survient et le tube cardiaque fait une boucle vers la droite,
c’est la morphogenése cardiaque (looping cardiaque) amenant ainsi les oreillettes sur le
coté antérieur et les ventricules sur le coté postérieur.“?‘;3 Les quatre cavités du coeur sont

maintenant morphologiquement identifiables (Figure 1.1).

Un cceur adulte posséde quatre chambres bien distinctes qui se contractent de
maniére synchronisée entre elles et font circuler le sang de maniére unidirectionnelle pour
.. . 4 . N \ . .
distribuer le sang dans l’organisme.” Suite & la morphogenése cardiaque, il y a un

1;2:4,6

remodelage a l'intérieur du cceur afin d’obtenir un organe mature. Les septums

musculaires et membranaires sont formés ainsi que les valves, le coussin endocardique et le



Figure 1.1 Controle transcriptionnel du développement cardiaque chez les mammiféres

Les facteurs de transcription nécessaires a chaque étape du développement sont indiqués.

Les jours embryonnaires représentent le développement chez la souris.
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D’aprés Srivastava,D.Nature. 2000; 407 : p.221-226
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systéme vasculaire autour du cceur. Les parois des quatre chambres, les septums et les
valves proviennent du coussin cardiaque.*™ Les cellules épithéliales de la matrice extra-
cellulaire (gelée cardiaque) se différencient en cellules endocardiques. Ces derniéres
deviendront des cellules mésenchymateuses qui formeront le coussin cardiaque.”* Les
cellules du coussin cardiaque migrent pour former les valves atrioventriculaire et
ventriculoartériale et elles interviennent dans la formation du septum atrioventriculaire.*
Le myocarde, c’est-a-dire la partie musculaire du cceur, est formé progressivement selon un
ordre déterminé. Le myocarde formant le septum atrioventriculaire est développé en
premier.”’ Ensuite, le myocarde est formé entre les oreillettes et les ventricules pour
séparer le coté antérieur du coté postérieur.z;7 Aprés toutes ces étapes de différenciation, le

cceur a maintenant atteint sa morphologie adulte.

Différents tissus forment le cceur dont ’endocarde, le myocarde et le systeme de
conduction.  L’interaction entre ces différents types cellulaires est essentielle au
développement normal du cceur. La dérégulation du nombre ou de I’état de différenciation
de ’'un ou l’autre de ces types cellulaires affecte la formation ou le fonctionnement du
cceur. Ce n’est donc pas surprenant de constater que des mutations au niveau de certains
génes importants pour la différenciation ou la survie des divers types cellulaires cardiaques
meénent a des malformations congénitales (Tableau 1.1). Les maladies cardiaques sont une
des premiéres causes de décés dans les pays industrialisés. Malheureusement, les
mécanismes moléculaires qui causent ces maladies ne sont pas enticrement élucidés. Les
malformations surviennent lorsqu’il y a un déséquilibre dans la régulation des génes reliés
au développement ou au fonctionnement cardiaque. Ces génes sont régulés a plusieurs
niveaux: la stabilité de ’ARN, les régulations post-transcriptionnelles (phosphorylation,
glycosylation), la localisation cellulaire des protéines ainsi qu’au niveau transcriptionnel.
Une mauvaise régulation a ’une ou ’autre de ces étapes peut entrainer une malformation
cardiaque. Une mutation dans un facteur de transcription I’empéche d’activer ou d’inhiber
le geéne cible et est donc susceptible de causer des malformations cardiaques

, . 4
congénitales. 8
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Tableau 1.1 Base génétique des maladies congénitales cardiaques chez ’humain associées

a la mutation d’un gene

Maladie et symptomes Génes mutés responsables références
Tétralogie de Fallot avec une JAG-1 Doffet al.”
sténose pulmonaire Nkx2.5 Benson et al."’
Persistance du canal artériel TFAP2B Satoda et al."”
Syndrome de William, sténose | Elastin Curran et al."*
aortique supravalvulaire
Syndrome de Marfan, fibrillin Dietz et al.””
anévrisme aortique
Défaut du septum atrial et des NKx2.5 Schott et al."
valves tricuspides
Syndrome de DiGeorge Tbx1 (délétion) Merscher et al >
Syndrome de Holt-Oram Tbx5 Basson et al.'°
Maladies cardiaques GATA-4 Pehlivan et al."’
congénitales
Cardiomyopathies B-MHC, c¢TnT, Seidmanetal. '
hypertrophiques atropornyosine, cardiac Marian et al.lg ,
mbpC, canaux potassium Sadamatsu etjal. 20
voltage-dépendant, Poetter et al. *'
PARAG?, isoleucine tRNA | Satoh et al. .
glycine tRNA, actine
cardiaque, troponine 1,
chaine légere de la myosine,
titin
Cardiomyopathies dues a une ¢TnT, actine cardiaque, - Seidman et al. °
dilatation MHC, lamine A/C, desmine,
dystrophine, tafazzin
Syndrome long de QT Protéines sarcomériques Keller et al. =
(arrytmie) Canaux cardiaques Na+ et Wehrens et al.*,
K+

A noter que la majorité des patients atteints du syndrome de DiGeorge ont une délétion au
niveau de la région chromosomique dans laquelle est inclus le géne de Tbx1.

Abréviations: B-MHC: chaine lourde B de la myosine, cTnT: troponine cardiaque T,
cardiac mbpC: protéine C de liaison a la myosine cardiaque, PARAG2; sous-unité non
catalytique de I’AMP-activé gamme 2 de la protéine kinase A, canaux cardiaques Nat et
K+ : canaux cardiaques au sodium et au potassium



2 Régulation transcriptionnelle au cours du développement

cardiaque

Pour que les cellules du mésoderme latéral migrent, se différencient et forment un
cceur mature, de nombreux geénes régulés par des facteurs de transcription sont requis a des
moments et des endroits bien précis dans le cceur (Figure 1.1). Les facteurs de transcription
jouent un réle important dans la régulation génique et leur étude aide a mieux comprendre
les mécanismes d’expression des génes. La régulation transcriptionnelle cardiaque se fait
par I’entremise de plusieurs facteurs de transcription qui peuvent étre catégorisés en deux
groupes distincts: le premier regroupe les facteurs de transcription qui sont impliqués dans
le développement du cceur ainsi que dans le développement d’autres organes tandis que le
deuxiéme groupe comprend les facteurs de transcription qui régulent spécifiquement le
développment cardiaque (Tableau 1.2). La majorité des facteurs de transcription du
premier groupe ont une expression ubiquitaire comparativement a ceux du deuxiéme
groupe qui sont principalement exprimés dans le cceur. Dans le premier groupe, on
retrouve les facteurs de transcription des récepteurs de I’acide rétinoique (RAR et RXR),
TEF1 (transcription enhancer factor-1), N-mye, c-myc, et Hox1.5. L’étude de ces facteurs
chez la souris a révélé leur importance lors du développement cardiaque. En effet, les
souris n’exprimant pas le géne RXRa ont des malformations au niveau du myocarde et au

. . 5612522
niveau oculaire.> %>

® Ces souris souffrent d’hypoplasie des ventricules marquée par des
parois ventriculaires trés minces et des défauts des septum ventriculaires.”’ Ce phénotype
ressemble beaucoup a la déficience en vitamine A chez la souris, ce qui suggére que les
récepteurs rétinoiques soient impliqués dans la voie signalétique de la vitamine A lors du
développement cardiaque.”’ Les mécanismes moléculaires lors de I"hypertrophie cardiaque
ressemblent souvent au programme génétique embryonnaire. En plus d’avoir un réle lors
du développement, les RXRa semblent impliqués dans I’induction de I’hypertrophie
cardiaque in vitro en induisant ’accroissement de la taille des cardiomyocytes et
’induction de PANF.*® L’ANF est une hormone cardiaque présente trés tot dans le
développement cardiaque et son expression diminue considérablement chez 1’adulte pour
augmenter de nouveau lors d’hypertrophie cardiaque.®”° Un autre facteur de transcription

ubiquitaire joue un réle déterminant lors du développement cardiaque. Lorsque TEF-1

n’est pas exprimé chez la souris, la cardiogenese est initiée normalement mais la paroi
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2526, .
32631 1 es protooncogénes de

ventriculaire est plus mince que chez les animaux normaux.
la famille myc, N-myc et c-myc, semblent aussi impliqués dans le développement
cardiaque. Effectivement, lorsque N-myc est inactivé, le myocarde est plus mince et la
morphogenése des bronches pulmonaires est interrompue.® La surexpression de c-myc
dans les myocytes provoque l’accroissement de la masse cardiaque causé par la
prolifération accrue des cardiomyocytes.”® Les génes Hox sont également importants lors
de la cardiogenése. Ces geénes participent a la spécification des cellules tres t6t dans
l’embryogem‘ase.34 Les souris n’exprimant pas le gene hox1.5 présentent différents
problémes, entre autres leur cceur et leurs artéres sont mal formés et elles ont des
déformations craniofaciales.>® Les souris hox1.5”" présentent sensiblement les mémes
symptdmes que les humains atteints du syndrome de DiGeorge.>*  Cette maladie
autosomale dominante est caractérisée par une hypotrophie thymique et parathyroidienne,

3 Toutes ces études sur ces différents

des malformations craniofaciales et cardiaques.
facteurs de transcription montrent leur importance durant le développement cardiaque
méme si leurs roles ne sont pas restreints au coeur. L’expression généralement ubiquitaire
de ces facteurs favorise leur implication dans la régulation de génes retrouvés dans tous les

types cellulaires.

Le deuxiéme groupe est formé de quelques facteurs de transcription qui régulent
spécifiquement le développement cardiaque. La majorité de ces facteurs a une expression
enrichie dans le cceur. Ces protéines cardiaques formant le deuxieme groupe de facteurs de
transcription impliqués dans la formation du cceur feront I’objet d’une étude plus détaillée

dans la prochaine section.

Tableau 1.2 Facteurs de transcription impliqués dans le développement cardiaque

Stage du développement Facteurs de transcription | Facteurs de transcription
impliqués dans le | qui controlent le

développement du cceur et | développement cardiaque
d’autres organes

Formation du tube cardiaque GATA-4

Segmentation du tube ehand, dHand, Tbx5, Irx4
cardiaque

Morphogenése cardiaque MEF2C, Nkx2.5

Formation des quatre cavités | TEF-1, hox1.5, RXRa, N-|GATA-4, NFATc, Tbx5
distinctes myc, c-nmyc




2.1 Facteurs de transcription impliqués dans le développement cardiaque

La cardiogeneése est régulée par des facteurs de transcription appartenant a plusieurs
familles différentes comme la famille GATA, les facteurs de la famille & boite T, les
facteurs de la famille possédant un domaine bHLH (basique hélice-boucle-hélice), les
facteurs de la famille MEF2, les facteurs 8 homéodomaines et les facteurs de la famille NF-
AT. Toutes ces familles de facteurs de transcription sont impliquées dans au moins une des
quatre étapes cruciales au développement cardiaque: la formation du tube cardiaque, la
segmentation du tube cardiaque, la morphogenese cardiaque et la formation du cceur adulte

avec ses quatre cavités distinctes.

2.1.1 Formation du tube cardiaque

L’inactivation des membres de la famille GATA a montré leur importance dans le
repliement et la fusion du croissant cardiaque pour former normalement le tube

cardiaque.”>°

2.1.1.1 Les facteurs de transcription de la famille GATA

La famille de facteur de transcription GATA est nécessaire pour que le tube
cardiaque puisse se développer normalement. Les membres de cette famille sont des
protéines possédant deux doigts de zinc dans leur partie C-terminale. Ces doigts de zinc
sont impliqués dans la liaison a I’ADN au niveau du motif (A/T)GATA(A/G).2 Iy aune
grande homologie au niveau des doigts de zinc entre les membres de cette famille. 11y a
également conservation de la famille GATA entre les différentes espéces puisque les
facteurs GATASs se retrouvent autant chez les invertébrés que chez les vertébrés.”’ Cette
famille se divise en deux sous-familles; 1’une restreinte aux cellules hématopoiétiques
(GATA-1,2,3) tandis que I’autre regroupe les membres exprimés dans le cceur (GATA-
4/5/6).2%% Les facteurs GATA-1, 2 et 3 sont trés importants dans la différenciation des
lignées hématopoiétiques et ont des roles non-redondants dans la spécification des lignées

22538 1 o5 facteurs GATA-4, 5 et 6 sont exprimés dans le mésoderme

érythrocytaires.
précardiaque et jouent divers roles dans le développement cardiaque. GATA-4 est I’'un des

. , . 25
premiers marqueurs des cellules précurseurs cardiaques.™



2.1.1.1.1 GATA-4

GATA-4 est présent dans le mésoderme cardiaque au jour E7.5 et son expression
persiste tout au long de I’embryogenése et chez I’adulte.”®?® Chez I’adulte, GATA-4 est
exprimé dans le myocarde et I’endocarde.®® L’inactivation du géne GATA-4 chez la souris
est 1étale et conduit 2 une cardia bifida, c’est-a-dire que le croissant cardiaque ne fusionne
pas pour donner le tube cardiaque et qu’il y a formation de deux ceeurs.”>”® Le phénotype
est corrigé suite a I’ajout de la protéine GATA-4, ce qui supporte I’hypothése que GATA-4
est nécessaire et suffisant & la formation du tube cardiaque.**® De plus, GATA-4 active la
transcription de génes cardiaques tel que les facteurs natriurétiques cardiaques de type AY
et B (respectivement ANF et BNP), les chaines lourdes o'l et B42 de la myosine (cMHC

4344

et BMHC) et la troponine cardiaque C (cTnC) ce qui montre la contribution importante

de GATA-4 dans le développement cardiaque.

2.1.1.1.2 GATA-5

Chez le poisson zebrafish, I’inactivation de I’homologue de GATA-5 a le méme
phénotype que les souris n’exprimant pas GATA-4, c’est-a-dire une cardia bifida.”
GATA-S se retrouve sur le locus faust du poisson. Une mutation au niveau de ce locus
révele que GATA-S est nécessaire pour la migration du croissant cardiaque vers la ligne
ventrale de I’embryon, pour le maintien de ’expression de génes myocardiques ainsi que
pour la formation des ventricules.”> La conservation des fonctions des protéines GATAs
entre les espéces suggere que GATA-5 joue un rdle déterminant dans la formation du ceeur
chez les mammiféres. Effectivement, GATA-5 est présent trés tot durant I’embryogenese
au moment ol les cellules sont définitivement entrées dans la voie de différenciation de
cellules cardiaques. A ce moment, GATA-5 est exprimé dans I’endoderme primitif et le
mésoderme précardiaque.’® GATA-5 présente un patron d’expression différent des deux
autres GATAs cardiaques (GATA-4/6). GATA-5 est un activateur de génes cardiaques in
vitro®® et il est essentiel pour la différenciation des cellules cardiaques précurseurs en
cellules endocardiques cardiaques en interagissant avec le facteur NF-Atc.”” GATA-5
continue d’étre exprimé dans le cceur adulte. Le patron d’expression grandement regulé
durant la cardiogenése de GATA-5 et sa capacité a activer des genes cardiaques font de ce
facteur de transcription un bon candidat pour I’établissement de la lignée cellulaire

. 4
endocardique. 8
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GATA-5 est trés similaire 3 GATA-4 et en plus de ces deux facteurs de
transcription a doigts de zinc, un troisi¢éme membre de la famille, GATA-6, est présent dans
les cellules cardiaques. Par contre, GATA-6 semble étre impliqué dans la différenciation
plus tardive des cardiomyocytes. Les trois membres de la famille GATA sont également
retrouvés dans d’autres organes que le cceur et chaque membre posséde un patron bien
défini.*® GATA-4 est détecté dans les intestins et les ovaires tandis que GATA-5 est
exprimé dans ’estomac, le petit intestin, les poumons et la rate.” GATA-6 est présent dans
les poumons, le foie et les ovaires. Par contre I’expression de GATA-4/5/6 est
prédominante dans le cceur. La présence de GATA-4/5 est requise pour que le tube
cardiaque se forme sur la ligne ventrale de ’embryon et puisse ensuite se segmenter pour

donner lieu aux différentes régions du cceur.

2.1.2 Segmentation du tube cardiaque

Dés sa formation, le tube cardiaque est segmenté selon un axe antéro-postérieur.
Les cellules sont déja prédestinées & former un compartiment précis du cceur adulte selon
leur emplacement dans le tube cardiaque.l;‘“5 Jusqu’a ce jour, on a identifié un membre de
la famille des protéines a boite T, deux facteurs possédant un domaine bHLH ainsi qu’un
membre de la sous-famille Iroquois (des protéines a homéodomaine) comme étant

nécessaires a la segmentation normale du tube cardiaque.

2.1.2.1 Les facteurs de la famille a boite T

Les facteurs de la famille & boite T se retrouvent chez les invertébrés et les
vertébrés.”® A ce jour, il y a 15 membres connus chez le nématode Caenorhabditis elegans
et au moins 20 membres identifiés chez les vertébrés. Ces facteurs de transcription jouent
un role important durant le développement, plus précisément au niveau de la spécification
du type cellulaire ainsi que la morphogen‘ese.50 Brachyury, un geéne essentiel pour la
segmentation du mésoderme, est le membre fondateur de cette famille et il a premierement
été identifié chez la souris.”’ Les membres de cette famille partagent une boite T d’environ
180 acides aminés dont I’homologie entre les différents membres est d’au moins 70%. Ce
domaine est impliqué dans la liaison & PADN ainsi que dans ’homodimérisation de
certains membres (par exemple Brachyury) et sert également d’interface d’interaction avec

d’autres facteurs de transcription. Brachyury lie un site palindromique qui est également
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reconnu par la majorité des autres membres de la famille. Des mutations au niveau de
certains de ces facteurs de transcription a boite T sont associées a des maladies
congénitales. Chez la souris, I’invalidation de tbx1 entraine des malformations similaires a
celles retrouvées dans le syndrome de DiGeorge chez I'humain® caractérisé par
d’importants problémes développementaux incluant des anomalies des voies d’éjection
cardiaques, des malformations faciales et des problemes au niveau de la glande thyroide. "
Tbx3 est quant a lui associé au syndrome de «ulnar-mammary» qui est caractérisé par une
hypoplasie de la phalange terminale pouvant mener & ’absence des mains ou des membres
supérieurs et a un développement anormal des dents, de la poitrine et des organes
génitaux.”> De nombreuses mutations retrouvées au niveau de Tbx5 engendrent le
syndrome d’Holt-Oram qui se caractérise par des malformations des membres supérieurs et

. . 52-5
d’une mauvaise septation du ceeur.’*>?

2.1.2.1.1 Tbx5

Tbx5 est exprimé tot durant le développement, au niveau du croissant cardiaque.’ 493
Son expression persiste durant la formation du tube cardiaque puis elle se restreint
progressivement a la région postérieure de tube cardiaque qui va former les oreillettes et le
ventricule gauche. Son expression continue durant le développement et chez 1’adulte, son
expression est prédominante dans les oreillettes ainsi que dans le ventricule gauche. Chez
les souris transgéniques qui surexpriment tbx5 dans les ventricules embryonnaires sous le
contrdle du promoteur de la chaine p lourde de la myosine (B-MHC), certains embryons ne
parviennent pas a effectuer le repliement cardiaque et ceux qui y parviennent montrent des

4 T
> Ces embryons transgéniques

anomalies dans la morphogenese des cavités cardiaques.
perdent I’expression de geénes spécifiquement ventriculaires et la morphogenese des
ventricules est retardée. La diminution de ’expression de la chaine légere 2v de la
myosine(Mlc2v) qui est un marqueur spécifique des ventricules, montre bien I’incapacité
des embryons a développer normalement les ventricules. Puisque les ventricules ne se
forment pas complétement, le tube cardiaque n’est pas en mesure d’effectuer le repliement
nécessaire a la morphogenése des quatre cavités. Ce phénotype suggere que Tbx5 soit
impliqué dans la différenciation initiale des chambres cardiaques. Lorsque les souris

n’expriment pas Tbx5, le ventricule droit se développe mais il y a une sévere hypoplasie

des oreillettes et du ventricule gauche.”> De plus, des génes spécifiques aux ventricules
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sont diminués entre autres Mlc2v et Irx4 (Iroquois 4).>* Ces résultats d’invalidation de
Tbx5 peuvent sembler contradictoires avec les données obtenues par sa surexpression dans
les ventricules en développement. Dans les deux cas, les marqueurs spécifiques aux
ventricules sont diminués, ce qui suggére que Tbx5 agit de fagon dose-dépendante et qu’il
coopére avec un co-facteur qui se trouve limitant lors de la surexpression de Tbx5. Toutes
ces observations montrent bien le réle important de Tbx5 dans la différenciation précoce
entre les oreillettes et les ventricules dans le tube cardiaque. La fonction de Tbx5 n’est pas
restreinte a la différenciation des cardiomyocytes, il est également nécessaire pour la

morphogenése des cavités cardiaques.

Tbx5 est aussi impliqué dans la spécification plus tardive des cavités cardiaques.
Chez la souris, ’haploinsuffisance de Tbx5 entraine la mort des embryons au jour E9.>
Ces souris hétérozygotes ont une sévére hypoplasie des oreillettes et du ventricule gauche
et ’expression de plusieurs marqueurs cardiaques est diminuée incluant NKx2.5, GATA-4,
Mlc2v, PANF et la connexin 40. Tbx5 est un facteur essentiel pour le développement

cardiaque.

2.1.2.2 Les facteurs de la famille bHLH

Les facteurs de transcription de la famille basique hélice-boucle-hélice (b HLH) sont
également requis pour que le tube cardiaque se replie et positionne les ventricules sur le
cOté postérieur de I’embryon. Les facteurs eHand et dHand, aussi appelés respectivement
Hand1 et Hand2, font partis de la famille bHLH et ils sont exprimés dans le mésoderme
latéral ainsi qu’au niveau du tube cardiaque.”” Ces génes sont présents chez tous les
vertébrés et leur expression cardiaque est restreinte au compartiment antérieur du tube qui
va donner naissance aux ventricules.”*” Ils sont exprimés de fagon complémentaire, c’est-
a-dire que ehand marque la région présomptive du ventricule gauche alors que dhand se
retrouve dans la région présomptive du ventricule droit.*> Chez I’embryon de poulet,
’inhibition de I’expression des deux protéines hand par des antisens empéche la formation

des ventricules.”®



2.1.1.2.1 eHand et dhand

Chez la souris, I'inactivation de eHand méne a une 1étalité embryonnaire due aux
malformations du placenta.’’ Cependant, la correction de ce phénotype par des chimeéres
tétraploidiques a mis en évidence un probléme de segmentation et de repliement
cardiaque.”™ Cette incapacité a effectuer le repliement cardiaque est aussi observée suite a
I’inactivation d’un autre facteur de transcription, NKx2.5, qui semble controler 1’expression
de ehand.””

D’autre part, I’inactivation de dHand chez la souris résulte en une hypoplasie du
segment du tube cardiaque qui va donner lieu au ventricule droit ce qui empéche le
développement normal du cceur.’’ De plus, I’expression de GATA-4 diminue lorsqu’il n’y

a pas d’expression de dHand. Ainsi, les deux protéines Hand semblent importantes pour la

spécification et la formation des deux ventricules.

2.1.1.2.3 Iroquois 4

La famille de facteurs de transcription a homoédomaine Iroquois (Irx) comprend six
membres qui sont impliqués dans la spécification de différents tissus chez les vertébrés.
Les facteurs Irx possédent tous la méme boite Iro composée de 13 acides aminés qui
caractérisent cette famille.> Les protéines Irx sont retrouvées du nématode a I’humain et
chez les mammifeéres, elles sont divisées en deux groupes chromosomiques : Irx1/2/4
retrouvées sur le chromosome 8 et Irx 3/5/6 sur le chromosome 13.°* Les facteurs Irx sont
nécessaires autant pour les étapes précoces du développement que pour la différenciation
finale des cellules.”’ En effet, chez le poulet, Irx2 est exprimé dans la plaque neurale et il a
un effet antagoniste sur BMP-4 (protéine morphogénique des os 4).%* BMP-4 réprime la
voie de différenciation neurale au profit des cellules épidermiques, il est donc nécessaire
d’avoir une diminution de 1’activité de BMP-4 pour la formation de la plaque neurale, Irx2
est donc favorable a la différenciation neurale. La plaque se différencie en tube neural qui
acquiére un patron dorso-ventral qui est entre autre régulé par Irx2.*> Les membres de la

famille Irx sont bien impliqués dans le développement neural.

Irx4 est présent des le jour E7.5 chez la souris. Son expression est restreinte aux
régions du cceur qui donneront naissance aux ventricules et persiste chez les ventricules
4 . . . . .
adultes.®® Chez les souris qui n’expriment pas Irx4, les marqueurs auriculaires sont

augmentés dans les ventricules tandis que les marqueurs ventriculaires sont diminués
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suggérant que Irx4 est requis pour établir le patron d’expression ventriculaire.” Irx4 semble
étre dans la voie signalétique de dhand/NKx2.5 puisque son expression est diminuée en
’absence de I’'un ou [’autre de ces génes.‘“65 Toutes ces observations suggerent que Irx4
joue un rdle important dans la spécification et la différenciation des ventricules et que ce
facteur de transcription spécifique au cceur est un effecteur situé en aval de Nkx2-5 et

dHand.

2.1.2 Morphogenese cardiaque

Lorsque le tube cardiaque s’est positionné selon 1’axe antéro-postérieur, il effectue
un repliement afin d’amener les oreillettes sur le coté antérieur et les ventricules sur le cote
postérieur. En plus de la différenciation adéquate des cellules auriculaires et ventriculaires,
la morphogenése cardiaque dépend de la prolifération différentielle et de la communication
appropriée entre les divers types cellulaires cardiaques. La présence d’un facteur de la

. 52 e . N . . . \ , ;59
famille MEF2%>% ainsi qu’un facteur 2 homéodomaine semble requise & cette etape.“’5

2.1.2.1.1 Les facteurs de la famille MEF2

Les facteurs de transcription de la famille MEF2 appartiennent a la grande famille
des MADS (MCM1, amagous, deficiens, and serum response factor SRF).2 Le domaine
MADS permet a la protéine de lier des sites AT-riche présents sur les promoteurs de
génes.” Plusieurs génes cardiaques possédent cette région cis-régulatrice qui fut au départ
identifiée sur les génes des muscles sugelettiques. Il y a quatre membres dans la famille
MEF: MEF2A, MEF2B, MEF2C et MEF2D. MEF2C est principalement exprime dans les
muscles squelettiques et le cceur. Son expression cardiaque est détectée peu de temps apres
celle de GATA-4.> Bien que MEF2C soit exprimé t6t durant le développement cardiaque,
I’inactivation de ce géne n’arréte pas la différenciation des cardioblastes et n’entraine pas
de probléme dans la mise en place du croissant cardiaque ou du tube cardiaque.®® Par
contre, le développement cesse lors de la morphogenese cardiaque et I’expression de
marqueurs cardiaques comme I’ANF et I’aMHC est diminuée. Les ventricules semblent se
différencier davantage en un ventricule gauche puisque le facteur eHand est exprime plus
largement et le facteur dHand a une expression plus restreinte. MEF2C pourrait €tre un co-
facteur de dHand et il semble prendre une place importante dans la morphogenese

2;25;26;66

cardiaque. De plus lors de l’inactivation de MEF2C, I’expression de genes
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importants pour la vasculogenése notamment l’angiopoietine et VEGF (facteur de
croissance des cellules endothéliales vasculaires) est inhibée dans les myocytes ce qui

pourrait influencer la différenciation de I’endocarde et des vaisseaux du ceeur.”’

2.1.2.1.1 Les facteurs a homéodomaines

Le facteur de transcription a homéodomaine Nkx2.5 est nécessaire a la
morphogenése cardiaque. Les membres de la famille NK2 ont une hélice conservée dans
leur homéodomaine et ils possédent une tyrosine a la position 54, ce qui caractérise la
famille.®®  Cette tyrosine pourrait servir aux membres NK2 a reconnaitre le motif
T(C/T)AAGTG sur ’ADN.? L’étude de la drosophile a permis I’identification du premier
élément essentiel a la formation du ceeur.® Effectivement, la protéine tinman, ’homologue
de Nkx2.5, est nécessaire pour la spécification précoce de la lignée cardiaque chez la
mouche au niveau du mésoderme latéral.  Tinman est le premier marqueur des
cardioblastes.®® Lors de I’inactivation de tinman, les embryons de la mouche ne
parviennent pas a former un cceur, ce qui démontre I’importance de ce facteur de
transcription dans la cardiogenése. Chez les vertébrés, plusieurs homologues de tinman ont
été identifiés.®® Certains membres de la famille ont des patrons d’expression qui se
chevauchent, par exemple, le cerveau exprime Nkx2.1 et Nkx2.2, la langue Nkx2.5 et
Nkx2.6 tandis que les poumons expriment Nkx2.1 et Nkx2.6. Dans le cceur, on retrouve

plusieurs membres NK2 : Nkx2.5, Nkx2.3, Nkx2.7 et Nkx2.8.

Chez la souris, Nkx2.5 est le membre de la famille le plus étudié. Il est exprime tot

’ Le patron

dans le mésoderme latéral qui donnera lieu aux cellules cardiaques.
d’expression de GATA-4 est trés similaire a celui de NKx2.5, ce qui fait de ces deux
facteurs de transcription des marqueurs précoces des cellules cardiaques.”® L’expression de
NKx2.5 persiste durant le développement et durant la vie adulte. Son role dans le
développement cardiaque a été mis en évidence par I’inactivation génique chez la souris.®’
En I’absence de NKx2.5, le tube cardiaque se forme et commence a battre mais il
n’effectue pas de repliement cardiaque et le développement s’arréte apres la formation du
tube cardiaque. Le tube se forme mais les cardiomyoblastes ne parviennent pas a se

différencier complétement. Ils n’expriment pas a des niveaux normaux les marqueurs

cardiaques que sont I’ANF et le BNP et les facteurs de transcription cardiaques eHand et
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dHand ont également une expression plus faible. Des mutations du géne Nkx2.5 chez
I’humain sont associées a des malformations cardiaques congénitales entre autres a la
tétralogie de Fallot et a d’autres défauts de septation.” Nkx2.5 semble agir avec des
cofacteurs pour permettre la différenciation des cardioblastes. Un de ces cofacteurs est
GATA-4. Les deux facteurs de transcription ont le méme patron d’expression et sont
requis pour transmettre les signaux de facteurs cardiogéniques comme FGF (facteur de
croissance des fibroblastes) et BMP et activent de fagon synergique des génes cibles tel que
’ANF."%%3%7" 1y yitro, ils sont suffisants pour induire la formation de cardiomyocytes a

partir de cellules souches.”*"

2.1.3 Formation du cceur adulte avec ses quatre cavités distinctes

Chez les mammiféres, le cceur adulte est composé de quatre cavités qui ont des
propriétés morphologiques, contractiles et biochimiques différentes. Ces chambres sont
séparées par des septums et par des valves. Pour arriver a cette différenciation tardive du

ceeur, les facteurs de la famille GATA,*®" de la famille NF-AT **77*7 et de la famille des

protéines a boite T sont requis.

2.1.3.1 Les facteurs de la famille GATA

Les facteurs GATA ont été décrits précédemment. Ils sont impliqués dans les
premicres étapes du développement cardiaque ainsi que dans les étapes plus tardives.
GATA-4 est nécessaire a la différenciation finale des cardiomyocytes. En effet, des études
in vitro ont montré I'importance de GATA-4 dans la différenciation des cellules.”” Les
cellules P19 sont des cellules embryonnaires pluripotentes pouvant se différencier en
cardiomyocytes. Suite a la transfection d’un plasmide contenant un anti-sens de GATA-4
dans les cellules P19, ces derniéres ne parviennent plus a se différencier totalement en
cardiomyocytes et beaucoup de cellules précardiaques entrent en apoptose. Au contraire, si
GATA-4 est surexprimé dans les cellules P19, celles-ci se différencient plus rapidement en
cardiomyocytes. GATA-4 est aussi requis dans les cardiomyocytes post-natals.3 ¥ Lorsque
les cardiomyocytes de rats de quatre jours sont infectés avec des adénovirus contenant
’anti-sens de GATA-4, I’expression de plusieurs génes cardiaques endogenes est diminuée

dont ’ANF, le BNP, la troponine cardiaque C, la B-MHC, I’a-MHC et le récepteur du
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facteur B de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRP).*® Pour démontrer le rble de
GATA-4 in vivo dans la formation du cceur, ’invalidation du géne de GATA-4 chez la
souris est limitant puisque c’est 1étal tres tot durant le développement. Une autre stratégie a
donc été employée; une mutation a été instaurée dans le doigt de zinc N-terminal de
GATA-4 chez la souris I’empéchant ainsi d’interagir avec son co-facteur FOG-2 (friend of
GATA-2) tout en lui permettant de lier spécifiquement ’ADN.”® Cette étude révéle que
’interaction entre GATA-4 et FOG-2 est essentielle a la morphogenése du ceeur ainsi qu’a
la formation des vaisseaux coronaires. GATA-4 est requis pour la formation du ceeur et
joue donc un rdle primordial dans le développement des cardioblastes ainsi que dans le

maintien des cardiomyocytes.

2.1.3.1.2 GATA-6

GATA-6 est le troisieme membre de la famille GATA retrouvé dans le cceur.
GATA-6 est exprimé tot dans le myocarde et son expression persiste durant le
développement embryonnaire et chez I’adulte. Comme les autres facteurs GATA
cardiaques, GATA-G est capable d’activer des génes cardiaques in vitro.”® De plus, lorsque
GATA-6 est inactivé dans les cardiomyocytes post-natals, plusieurs génes cardiaques ont
une expression diminuée dont les hormones de I’ANF et du BNP.”” GATA-6 semble donc

nécessaire au maintien des cardioymyocytes différenciés.

2.1.3.2 Les facteurs de la famille NF-AT

Les membres de la famille NF-AT (nuclear factor of activated T cells) sont des
facteurs de transcription calcium-dépendent.” Le calcium active la calcinurine qui & son
tour déphosphoryle les NF-AT et induit leur translocalisation nucléaire ou ils agissent
comme facteurs de transcription.”* Lorsque la concentration de calcium est faible, les
facteurs NF-AT restent dans le cytoplasme. Un membre de la famille, NF-Atcl, est
exprimé tot dans le développement cardiaque uniquement dans les cellules qui donneront
naissance aux valves et au revétement intérieur du cceur.”’ NF-Atcl est tout d’abord
exprimé spécifiquement dans les cellules épithéliales qui deviendront des cellules
mésenchymateuses formant le coussin cardiaque. Les valves et les septums du cceur adulte
proviennent du coussin cardiaque. L’inactivation de NF-ATcl chez la souris est létale &

E13.5 du fait de ’absence de la formation des valves des voies d’éjection et que le septum
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entre les deux oreillettes ne se ferme pas complétemr.ent.75 NF-Atcl joue donc un rdle
important dans la septation cardiaque. Il est intéressant de souligner que les protéines NF-
At coopérent avec les facteurs GATA tant dans les cellules endocardiaques que

. 7
myocardiques. 8

3 Eléments cis-régulateurs impliqués dans la régulation
transcriptionnelle des génes cardiaques

Les mécanismes moléculaires intervenant dans la cardiogenese sont encore
largement méconnus.” La section précédente révéle qu’un nombre limité de facteurs de
transcription est identifié a ce jour pour jouer un réle primordial dans le développement du
ceeur. Or, la formation d’un organe complexe comme le cceur requiert une régulation
transcriptionelle trés précise tant dans le temps que dans ’espace et qui ne peut pas étre
expliquée entierement par les facteurs de transcription déja connus. Par ailleurs, ’étude
des éléments cis-régulateurs des promoteurs de geénes cardiaques suggére la présence

’ . T . 252
d’autres régulateurs importants du programme génétique cardiaque.” 6

Plusieurs éléments régulateurs se retrouvent sur différents geénes cardiaques
suggérant que ces motifs soient des joueurs-clé de la différenciation cardiaque. Les
principaux éléments cis-régulateurs cardiaques sont représentés dans le tableau 1.3. On
note que sauf pour le motif CACCC, le facteur de transcription qui lie ces €léments
régulateurs a été identifié. L’élément CACCC se retrouve sur les promoteurs des genes du
peptide natriurétique de type A (ANF), du peptide natriurétique de type B (BNP), de
’actine cardiaque, de la troponine cardiaque et de la chaine 3-lourde de la myosine. Il est
aussi intéressant de souligner que les promoteurs des génes de I’ANF et du BNP se sont
souvent avérés de trés bons modeles pour mettre en évidence des €éléments cis-régulateurs
importants pour le contrdle des génes cardiaques amenant ensuite a I’identification de
facteurs de transcription essentiels au développement cardiaque. L’élément GATA du
promoteur de BNP a permis de cloner GATA-4 et de montrer que c’est un régulateur
important de génes cardiaquesflo Les promoteurs des facteurs natriurétiques ont également
contribué & montrer I’importance des motifs NKE, CARG/SRE et TBE dans la régulation
de génes cardiaques et ces éléments sont régulés respectivement par les facteurs de

transcription cardiaques Nkx2.5, SRF et TbxS5.
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Tableau 1.3 Eléments cis-régulateurs importants pour la régulation de génes cardiaques

Eléments Protéines Promoteurs

GATA GATA-4,6 BNP*, ANF, a-MHC,
cTpC, Nkx2.5

NKE Nkx2.5 ANF*, B-MHC, MLC2,
CARP

MEF2 MEF2A,B,C,D a-MHC*, ANF, MCK,
MLC2

CARG/SRE SRF ANF*, a-Ska, a-CA, a-
MHC, MCK

TBE Tbx5 ANF* MLCI1A, o-MHC,
Cx40

CACCC ? BNP*, a-CA, p-MHC,
c¢TnC, ANF

Légende: Les astérix suivants les promoteurs des génes indiquent que ce promoteur a servi
a identifier I’élément cis-régulateur comme un régulateur important de génes cardiaques.

Abréviations: BNP; peptide natriurétique de type B, ANF; peptide natriurétique de type A,
o-MHC; chaine lourde a de la myosine, cTpC; troponine cardiaque, B-MHC; chaine lourde
B de la myosine, MLC2; chaine légére des myosines, CARP; protéine ankyrin répétee
strictement cardiaque, MCK; créatine kinase musculaire, a-Ska; actine squelettique o, o-
CA; actine cardiaque o, MLCI1; chaine légére de la myosine 1 des oreillettes, Cx40;

connexine 40

Figure 1.2 Structure des deux peptides natriurétiques

ce-hunian ANP

Human BNP

La boucle biochimique importante pour leurs activités biologiques est conservee

entre les deux hormones.



19

4 Peptides natriurétiques cardiaques

En plus d’exercer son role de pompe et de fournir le sang oxygéné a tout
I’organisme, le cceur a également une fonction endocrine.” L’ANF® et le BNP® sont des
hormones sécrétées principalement par le cceur et elles ont des propriétés diurétiques,

;82-84 . . .
298284 (Ces hormones agissent selon plusieurs actions

natriurétiques et vasodilatatrices.
pharmacologiques dont les principales sont ’inhibition du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone, I’augmentation du flux sanguin au niveau rénal, I’augmentation du taux de
filtration glomérulaire, I’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins et la
relaxation des muscles lisses vasculaires pour amener une réduction de la pression
sanguine.82 L’ANF et le BNP sont sécrétées dans les cardiomyocytes et sont libérées sous
forme de prohormones. Le proANF et le proBNP sont des peptides biologiquement inactifs
de 126 et 108 acides aminés respectivement qui vont étre coupés en ANF/NT-proANF et
BNP/NT-proBNP par une endopeptidase neutre EC3.4.24.11 (NEP).2* Les peptides NT-
proANF et NT-proBNP sont la partie N-terminale des peptides et n’ont pas d’activite
biologique connue. Les formes actives sont les peptides de I’ANF et du BNP qui
contiennent respectivement 28 acides aminés et 32 acides aminés.®> Les deux hormones
ont la méme structure biochimique comme le montre la figure 1.2. Les deux hormones
contiennent une boucle de 17 acides aminés fermée par un pont disulfure entre les deux
cystéines et qui est essentielle a leur activite biologique.** L’ANF et le BNP activent leurs
cibles en se liant & des récepteurs transmembrannaires qui contiennent dans leur partie
intracellulaire une guanylate cyclase. L’activation des récepteurs produit le second
messager intracellulaire qui est la guanosine monophosphate cyclique (cGMP).24% 11
existe trois types de récepteurs; les récepteurs de type A, B et C. Les trois récepteurs sont
exprimés dans les reins, le coeur, I’endothélium vasculaire, les muscles lisses vasculaires,
les glandes surrénales et dans le systéme nerveux central. L’ANF et le BNP lient les
récepteurs de type A et de type B mais ’ANF a une meilleure affinité pour les deux

récepteurs. Le récepteur C ne contient pas de partie guanylate cyclase et on lui attribue une

fonction de clairance.

Des animaux transgéniques ont été générés pour mieux caractériser le role des
facteurs natriurétiques. Le géne de I’ANF a été inactivé chez la souris; ces animaux ont un

cceur plus gros que la normale et ils montrent des signes d’hypertension de maniére
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dépendante au sel.’” De plus, quand I’ANF est surexprimée, les souris sont hypotendues.
Selon ces résultats, ’ANF semble avoir un rdle essentiel dans le contréle sodium-
dépendant de la pression sanguine. L’inactivation du BNP a également été faite chez la
souris; ces animaux sont normaux-tendus mais ils développent de la fibrose cardiaque.”
Au contraire, lorsque le BNP est surexprimé, les souris ont une masse cardiaque plus faible
et elles sont hypote:ndues.sg;89 Cela suggére que le BNP aurait un rdle dans le remodelage
ventriculaire et le controle de la pression artérielle dans des conditions
pathophysiologiques. L’inactivation du récepteur guanylyl-cyclase de type A (NPR-A)
chez la souris a confirmé le rdle des peptides natriurétiques cardiaques. Les souris
n’exprimant pas le récepteur NPR-A développent de la fibrose et de I’hypertrophie

90,9 . N e
990 En plus, ces animaux sont hypertendus méme dans des conditions

cardiaques.
9 \ - . .
normales de sel.” Ces modeles animaux ont permis de montrer I’importance de I’ ANF et

du BNP dans la régulation de la pression sanguine et de I’hypertrophie cardiaque.

Chez I’humain, ’ANF et le BNP représentent des marqueurs de plusieurs
pathologies chez ’adulte et les mesures des niveaux plasmatiques de ces hormones sont
maintenant couramment utilisées en clinique.””®***  1a taille de la cavité
intraventriculaire est un régulateur de la sécrétion de ’ANF et du BNP.2*%  Les
concentrations cardiaques et plasmatiques de I’ANF et du BNP augmentent lors d’un stress
ou d’un étirement de la paroi ventriculaire.”® Les peptides natriurétiques sont donc de bons
outils de diagnostique pour la défaillance cardiaque et leurs concentrations plasmatiques

8 Une dysfonction ventriculaire peut étre induite

correlent avec ’ampleur de la maladie.
par un infarctus du myocarde ou par une hypertrophie cardiaque menant a 1’augmentation
de la concentration plasmique de BNP. La concentration plasmique de BNP est utilisée en
clinique pour le diagnostique de la sévérité des défaillances cardiaques, la progression de la
fonction cardiaque suite & un infarctus ou a une défaillance et pour la détermination du
s Cge s 93 , . .
temps d’hospitalisation. D’autres anomalies cardiaques peuvent augmenter la
concentration plasmique de BNP comme c’est le cas pour les dysfonctions systolique et

% Le BNP est augmenté dans certaines

diastolique et les problemes reliés aux valves.
pathologies qui n’affectent pas directement le cceur mais qui peuvent causer des problemes
secondaires d’hypertension ou d’insuffisance cardiaque résultant ultérieurement en
dysfonction ventriculaire. Les embryons de rate souffrant de diabete de grossesse et les

fétus trisomiques qui sont souvent atteints de défaillance cardiaque entrainent une
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augmentation cardiaque du BNP.® Chez I’adulte, les maladies pulmonaires chroniques, les
maladies de la glande thyroide et les problémes rénaux chroniques ou aigus amenent tous

une augmentation de la synthese de BNP.

4.2 Régulation transcriptionnelle du peptide natriurétique de type B

L’expression de I’ANF et du BNP est fortement régulée durant I’embryogenese.
Les deux génes sont exprimés tot par les cardiomyocytes a des stades trés précoces du
développement cardiaque.’ O En effet, chez la souris au jour E8, I’ANF est détecté dans le
ceeur; au jour E9, I’ANF est retrouvé en grande quantité dans les oreillettes et dans les
ventricules ol il prédomine. Contrairement, chez 1’adulte, I’expression de ’ANF est
restreinte aux oreillettes. Par contre, d’autres organes tels que le cerveau, les vaisseaux
sanguins et les reins expriment également I’ANF mais de fagon beaucoup moins importante
que le cceur. Le géne du BNP a un patron d’expression semblable a celui de I’ ANF?® mais
il est davantage détecté dans les ventricules que dans les oreillettes. Contrairement a
I’ANF, le BNP est exprimé aussi bien dans les oreillettes que dans les ventricules du ceeur
adulte. L’expression précoce et restreinte au cceur de ces deux genes en fait de trés bons
marqueurs des cellules cardiaques durant ’embryogenése. Les changements importants
dans les patrons d’expression de I’ANF et du BNP au cours du développement feetal et
post-natal suggérent un contrdle trés précis dont le mécanisme n’est pas enticrement

¢lucideé.

Le BNP est un bon modeéle d’étude pour comprendre les mécanismes par lesquels
les geénes cardiaques sont régulés puisque I’expression de BNP est principalement
cardiaque et que BNP ne se retrouve pas dans les muscles striés.’® Le promoteur de BNP
qui est dans la partie 5> non-traduite contient plusieurs éléments cis-régulateurs potentiels
comme le montre la figure 1.3. Cette partie de 2500 paires de bases posséde trois sites
putatifs APl ((T/G)(T/G)AGTCA), six sites GATA (GATAA), un site CRE
(TGACTTCA), un site Octamer (ATGCAAAT), un site Spl (GGGCGG), neuf sites SRE-
like (CC(AT)sGG) et un site CACCC (CACCC). Tous ces sites sont des cibles potentielles
pour les facteurs de transcription. Le BNP a une expression principalement restreinte au

coeur et au cerveau. Pour obtenir cette spécificité, les éléments cis-régulateurs du
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Figure 1.3 Promoteur proximal de BNP
Le promoteur proximal du BNP est suffisant pour son expression maximale et il

contient les sites de régulation GATA, CTCCAT, CACCC et AP-1 like.

+1

-2200 pb -114 r>

BNP
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promoteur doivent contrdler ’expression du BNP. La région proximale du promoteur est
suffisante pour diriger I’expression de BNP dans les cultures primaires de
cardiomyocytes.40 Comme le montre la figurel.3, le promoteur proximal contient trois
sites GATAs qui sont régulés par GATA-4, un site de type AP-1, un élément CTCCAT qui
lie Pactivateur YY1 et un site CACCC. Les sites GATAs et CACCC sont conservés a
travers les espéces. L’organisation spatiale de deux éléments GATA prés d’un site
CACCC se retrouve aussi dans le locus distal des genes des globines o et [3.95 Ces sites
GATAs et CACCC sont d’importants régulateurs de 1’hématopoicse et de la transcription
des genes érytln‘o'l'des.% Dans le systéme érythropoiétique, ce sont les facteurs de
transcription GATA-1 et erythroid kriippel-like-factor (EKLF) qui lient respectivement les
sites GATA et CACCC.”” Dans le cas du promoteur de BNP, le role de la boite CACCC
dans la régulation de I’expression cardiaque n’a pas encore été déterminé et le facteur de

transcription qui s’y lie n’est pas identifié.

5 Les membres de la famille XKLFs

La famille grandissante de facteurs de transcription Sp/XKLF contréle la
transcription des genes dotés de motifs riches en GC et de motif CACCC.”® Ces deux
éléments régulateurs sont des motifs tres répa11dus.99 IIs se retrouvent sur les promoteurs,
les régions amplificatrices ou stimulatrices et sur les régions de contrdle des locus incluant
des génes histo-spécifiques.'® La famille peut se subdiviser en deux sous-familles; la
famille Sp et la famille XKLF.'” Malgré une grande homologie entre les deux sous-
familles, la différence majeure reste leur affinité pour les sites de liaison a ’ADN. La
famille Sp lie préférentiellement les sites riches en GC tandis que la famille XKLF lie
davantage les sites CACCC.'® Les membres de la famille Kriippel-like factors (XKLF)
sont des facteurs de transcription & doigt de zinc. Les doigts de zinc forment le motif le
plus commun parmi les facteurs de transcription, ils représentent environ 2% du génome

101 ..
Les facteurs XKLFs se retrouvent chez la levure Saccharomyces cervisiae, les

humain.

invertébrés comme C. elegans, les insectes par exemple la drosophile et chez tous les
[ , -r 99 : Ty \ . A

mammiferes étudiés.”” Cette conservation entre les différentes especes suggere un role

fondamental pour cette famille de facteurs de transcription.
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5.1 Nomenclature des XKLFs

XKLF signifie X Kriippel-like-factor et le X référe au tissu dans lequel I’expression
du facteur est la plus abondante ou le tissu a partir duquel le facteur a été clone. EKLF a
été nommé ainsi puisqu’il est exprimé principalement dans les érythrocytes.'” D’autres
nomenclatures existent afin de classer les membres de cette famille. Il y a la nomenclature
fournie par le Comité de la Nomenclature des Génes Humains (HGNC)103 et celle
provenant des chercheurs qui identifient un nouveau facteur de transcription de la famille

XKLF et ils lui donnent un nom complétement arbitraire.

Les noms donnés par l'organisation HGCN sont les KLF. Les lettres KLF
(Kriippel-like factor) sont suivies d’un numéro, de 1 a 17, représentant généralement
’ordre dans lequel les facteurs de transcription ont été clonés. Par exemple, EKLF qui est
le membre fondateur de la famille est aussi nommé KLF1 puisqu’il a été le premier
membre identifié. Cependant, plusieurs noms peuvent donc désigner la méme protéine

(Tableau 1.4).

5.2 Structure conservée entre les membres XKLFs

Les facteurs XKLFs ont trois doigts de zinc de type C2H2, un doigt de zinc étant
formé par la coordination d’un atome de zinc avec deux cystéines et deux histidines.””'?
Ces doigts de zinc de type C2H2 ont la méme configuration que la protéine Kriippel chez la
Drosophila mélanogaster d’ol la provenance du nom de la famille XKLF.'® L’atome de
zinc se retrouve au centre d’un tétraédre formé par des liaisons ioniques avec les deux
cystéines et les deux histidines.”® Cela donne une conformation tridimensionnelle de deux

brins anti-paralléles de feuillets B dans la partie amino-terminale de la protéine et d’un brin

. N ,qe 4
anti-parallele formant une hélice o.'?

La famille XKLF est caractérisée par les trois doigts de zinc formés de 81 acides
aminés et situés dans la partie C-terminale de la protéine. Une autre caractéristique de la
famille XKLF est les liens Kriippel qui relient les doigts de zinc entre eux (Figures 1.4 et
1.6).” Cet arrangement de trois doigts de zinc séparés par un nombre défini d’acides
aminés dans la partie C-terminale caractérise la famille. Jusqu’a présent 17 membres ont

été identifiés.'” L’arbre phylogénique de la figure 1.5 indique les membres connus de la
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Noms des Tissus
facteurs de exprimant roles références
transcription le facteur
) KO: 1étal 4 E15 par .
Erythrocytes, | anémie sévere, Nuez et al.
EKLF, Kifl mastocytes différentiation finale Perkins et al.'”
des érythrocytes
KO: létal a E&.5
Facteurs IKLF, KIfs, . . prolifération’cellulaire Conkright et al. 108
non- BTEB-2 Intestins intestinale, réponse au Shindo et al. '®°
cardiaques stress, remodelage '
tissulaire
UKLF, KIf7 ubiquitaire de\{elgppelllent ct Matsumotoet a.l'"’
maintien des neurones o
?1?3%:.’21{1 fit, ubiquitaire Anti-prolifération éziioe?ta?lfos
KO: viable mais
BKLF, KIf3, biquitai développement de Crossley et al.''?
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Figure 1.4 Structure conservée entre les membres de la famille XKLF

Les trois doigts de zinc dans la partie C-terminale sont conservés entre les membres
tandis que la partic N-terminale de la protéine est spécifique a chaque facteur de
transcription.
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Figure 1.5 Arbre philogénique des XKLFs

Le schéma représente la relation entre les membres connus de la famille XKLF. Ils
peuvent étre classés en quatre sous-familles, les membres d’une méme sous-famille étant
trés homologues entre eux. Les différents noms utilisés pour le méme facteur de
transcription sont indiqués.

D’aprés Bieker.J.Biol. Chem.276; 34355-8
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Figure 1.6 Alignement des trois doigts de zinc conservés entre les membres de la famille
XKLF

Les trois doigts de zinc sont délimités par les accolades (ZF1, ZF2 et ZF3). Les cystéines
et les histidines faisant parties du motif C2H2 sont soulignées en vert. Les liens Kriippel
sont soulignés en rouge. Le premier lien Kriippel relie le deuxieme doigt de zinc au
premier et le deuxieme lien Kriippel relie le troisiéme doigt de zinc au deuxieme. Les
numéros d’accesion GenBankTM sont les suivants; EKLF:Erythroid-Kriippel-like factor
AF033102, LKLF: Lung-Kriippel-like factor U25096, GKLF: Gut-Kriippel-like factor
U20344, IKLF:intestinal-enriched-Kriippel-like Factor AF079852, BKLF: Basic-Kriippel-

like factor U36340 et FKLF-2: Fetal-Kriippel-like  factor AF251796.
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famille ainsi que les différents noms attribués a chaque membre. Une des caractéristique

de la famille est I’expression tissu-spécifique de la majorité des membres.

Tous les membres de la famille possédent une région C-terminale trés conservée
dans laquelle se retrouvent les motifs en doigts de zinc (Figure 1.6).'® Par contre, la partie
N-terminale différe énormément entre les membres. Cette partie est unique pour chaque
facteur de transcription XKLF, il n’y a aucune région a I’extérieur des doigts de zinc qui
présente une homologie entre les membres de la famille XKLF. Dépendamment des
XKLFs, la partie N-terminale de la protéine peut étre riche en proline, en glutamine ou en

3

sérine.'” Les doigts de zinc C2H2 facilitent les interactions entre les facteurs de

transcription et ’ADN.” Les XKLFs peuvent également interagir avec I’ARN, des

I : , :
Outre ’homologie trouvée au niveau

protéines ou des lipides via leurs doigts de zinc.'”
des motifs C2H2, le lien Kriippel entre les doigts de zinc est identique pour tous les
membres. Ce lien est toujours composé des sept résidus suivants: TGEKP(Y/F)X.” C’est
une structure qui est trés flexible lorsque la protéine est en solution mais qui devient rigide
et aide a la stabilisation du complexe protéine-ADN suite a la liaison a I’ADN." Le lien
Kriippel a premiérement été identifié chez la drosophile et il a ét¢ montré comme un facteur
nécessaire a la différenciation et au développement de I’abdomen. Puisque les XKLFs sont
structurellement similaires & la protéine Kriippel, cela suggere que les differents XKLFs

jouent probablement un réle dans la différenciation cellulaire et le développement de divers

organes.

5.3 Importance biologique des XKLFs

5.3.1 Différenciation et prolifération cellulaires

Plusieurs membres de la famille jouent un rdle primordial autant dans la
différenciation que dans la prolifération cellulaire. En effet, EKLF, GKLF et UKLF
semblent tous impliqués dans la différenciation cellulaire. L’importance de EKLF dans la
différenciation finale des érythrocytes est bien documentée. EKLF est nécessaire pour le
changement des globines, c’est-a-dire pour I'induction globine adulte B qui remplace la
globine feetale v.'"” GKLF (gut enriched Kriippel-like factor) est impliqué dans la

différenciation finale des cellules de la peau et des cellules intestinales. Chez les souris
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n’exprimant pas GKLF, les nouveau-nés meurent quelques heures aprés la naissance car
leur épiderme ne se forme pas.''* En plus, ces souris ont une diminution de 90% du
nombre de leurs cellules caliciformes dans leur colon malgré une prolifération cellulaire
normale.'”® Les cellules ne semblent pas pouvoir parvenir a leur différenciation finale.
L’expression spatio-temporelle de UKLF (ubiquitous Kiriippel-like factor) suggere que ce
facteur est impliqué dans la différenciation des cellules nerveuses.'>° UKLF est exprimé tot
dans le développement des systémes nerveux central et périphérique. De plus, son
expression corréle avec la sortie du cycle cellulaire et la différenciation des précurseurs
neuronaux. En plus UKLF peut réguler I’expression du récepteur TrkA qui est essentiel

. . o .. " . 127
pour la maturation et la différenciation des neurones sensitifs et sympathiques.

Outre leurs roles dans la différenciation cellulaire, les XKLFs sont également
impliqués dans la croissance cellulaire. Par exemple, IKLF (Intestinal enriched Kriippel-
like factor) est exprimé dans 1’intestin, plus précisément dans les cellules de la base des
cryptes impliquées dans la régénération de 1I’épithélium intestinal.'® IKLF semble
impliqué dans la prolifération des cellules intestinales puisque son expression est
augmentée dans les vaisseaux sanguins des muscles lisses dans lesquels il y a eu induction
de la croissance.'”® IKLF est un activateur de la prolifération tandis que GKLF en est un
inhibiteur. Des études in vitro dans les cellules NIH 3T3 montrent que GKLF est exprime
lorsque les cellules sont en arrét de croissance induit par une privation de sérum ou par une
inhibition de contact.'’® La croissance cellulaire est intimement liée au cycle cellulaire.
Cette deriére fonction biologique requiert la présence de certains XKLFs pour pouvoir se

dérouler normalement.

5.3.2 Régulation du cycle cellulaire et implication dans les cancers

Chez les mammiferes, le cycle cellulaire est divisé en cinq étapes; /) la premiere
ouverture (G1) 2) la synthése de ’ADN (S) 3) la deuxiéme ouverture 2 (G2) 4) la mitose
(M) 5) la phase de quiescence (G0).'"” Le bon fonctionnement du cycle est nécessaire pour
maintenir la prolifération et la différenciation a des niveaux normaux. Il a été démontré
que GKLF est un régulateur négatif de la croissance cellulaire. GKLF est nécessaire pour
I’arrét du cycle en phase G1/S."”’ LKLF (lung kriippel-like factor) semble également avoir

un réle dans la régulation du cycle cellulaire. LKLF est diminué lors de I’activation des
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lymphocytes T et B mais sa présence est nécessaire pour maintenir les lymphocytes T
activés dans un état de quiescence.'”® Cela suggére que LKLF est aussi un inhibiteur de la

croissarnce.

Du fait de leurs rdles importants dans la prolifération et la différenciation
cellulaires, I’hypothése que certains XKLFs soient impliqués dans le développement de
tumeurs cancéreuses est trés probable. Effectivement, I’expression de GKLF est affectée
dans plusieurs types de cancers. Le niveau de GKLF est considérablement diminué dans
les intestins des souris Min (multiple intestinal neoplasia) et chez les patients atteints de
polypes adénomateux familiaux."*""'**  GKLF peut agir comme oncogéne dans les stades
précoces des tumeurs de I’épithélium et il est augmenté dans les carcinomes de la poitrine

et du pharynx.133

5.3.3 Controle de la transcription par les XKLFs

L’action des XKLFs au niveau transcriptionel implique la liaison spécifique a
’ADN via la boite CACCC. Malgré la grande homologie entre les membres, certains
XKLFs activent des génes cibles tandis que d’autres les répriment. EKLF, GKLF, FKLF
(fetal Kriippel-like factor) et FKLF-2 semblent agir comme des activateurs. EKLF active le
géne de la globine adulte  en se liant a la boite CACCC du promoteur.124 GKLF peut
activer le promoteur de la kératine 4 (une kératine associée au changement de la
prolifération a la différenciation cellulaires),'** la laminine-5 (une protéine de la matrice
extra-cellulaire)'?’ et peut méme s’auto-activer.*® FKLF et FKLF-2 peuvent activer le

promoteur de la globine feetale y.''"*'"”

Certains XKLFs agissent comme des répresseurs dont BKLF (basic Kriippel-like

> De plus, GKLF peut aussi agir

7
1’13

factor) qui est un puissant répresseur de la globine.'
comme répresseur; ainsi GKLF diminue 1’activité du cytochrome P450, CYP1A ainsi

que I’activité du promoteur de la cycline D1.'®

Pour I’instant, les mécanismes moléculaires qui font qu’une méme protéine peut
étre une fois un activateur et une autre fois un répresseur ne sont pas bien €lucidés. Le
contexte cellulaire semble influencer ’activité des XKLFs sur leurs génes cibles puisqu’ils

agissent avec 1’aide de co-facteurs; ’absence de ces co-facteurs peut affecter la régulation



31

des génes cibles. Par exemple, BKLF réprime de maniere beaucoup plus drastique un
promoteur contenant un site CACCC et des éléments de réponse aux glucocorticoides en
présence de son co-répresseur mCtBP2 que sans co-facteur.'*® Pour sa part, EKLF est un
important activateur du géne de la globine et I’activation est amplifiée par la présence des
co-activateurs CBP et P300."*? Par contre, EKLF peut physiquement interagir avec les co-
répresseurs mSin3A et HDACI pour réprimer in vitro un promoteur artificiel contenant le
domaine de liaison Gald.'”® La présence d’autres facteurs de la famille XKLFs dans la
méme cellule influence aussi la capacité d’un facteur XKLF a lier un geéne cible car si tous
les XKLFs lient le site CACCC, leur affinité est différente. En présence de deux facteurs
XKLFs, il y a compétition pour la liaison a ’ADN. Dans les cellules érythroides, EKLF et
BKLF sont présents mais EKLF a une meilleure affinité pour le promoteur de la globine f
tandis que BKLF lie préférentiellement le promoteur de la globine v.*® De plus, BKLF a
une meilleure affinité que Sp1 pour les sites CACCC des promoteurs érythroides suivants:
les sites distal et proximal de GATA-1 et PBGD (porphobilinogen deaminase).''> Le
promoteur des muscles lisse a22 est activé par FKLF-2'* mais réprimé par GKLF."" Par
contre, I’interaction entre ces deux XKLFs n’a pas encore été étudiée. Dans le contexte des
cellules en différenciation, GKLF active le promoteur de la laminin y1, une protéine de la
matrice extra-cellulaire, de fagon dépendante a Spl.'** En I’absence du facteur ubiquitaire
Spl, GKLF n’a que trés peu d’effet sur le promoteur. De plus, I’expression histo-
spécifique des XKLFs améne une spécificité d’activation ou de répression puisque in vivo

ces facteurs de transcription ne sont en contact qu’avec un nombre limité de genes.

5.3.4 Expression tissu-spécifique des XKLFs

Chaque membre de la famille a un patron d’expression spatio-temporel bien défini.
La majeure partiec des XKLFs ont leur transcrit restreint a un ou quelques tissus comme
c’est le cas pour EKLF, GKLF, FKLF, FKLF-2, IKLF et LKLF. Par contre, UKLF et
BKLF se retrouvent dans presque tout I’organisme. Certains facteurs de transcription
XKLFs ont des patrons d’expression qui se chevauchent. EKLF et BKLF sont tous les
deux exprimés dans les érythrocytes. EKLF active le géne de la globine tandis que BKLF
I’inhibe. II y a une balance entre les XKLFs pour que les génes soient exprimes
correctement. En 1’absence d’un des deux facteurs, la régulation génique est anormale et la

cellule ne pourra plus fonctionner adéquatement.
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A part le systeme érythroide, d’autres tissus expriment conjointement plusieurs
membres de la famille XKLF. Dans le cceur, les transcripts de quatre XKLFs sont présents
mais leur rdle au niveau cardiaque n’est pas encore déterminé; il s’agit de BKLF, GKLF,
LKLF et FKLEF-2. 1219143144 1 oo membres EKLF, IKLF, UKLF et FKLF n’ont aucune

expression au niveau du cceur.

5.4 XKLFs extra-cardiaques

La plupart des XKLFs se sont révélés importants pour le développement de I’organe

ol ils sont exprimeés.

5.4.1 EKLF

EKLF,(KIf1), est le membre fondateur de la famille. II est exprimé spécifiquement
dans les érythrocytes et faiblement dans les mastocytes.'® 11 est un marqueur précoce des
cellules érythroides. EKLF est détecté au jour E7.5 dans les cellules primitives des
érythrocytes et son expression se localise dans les tissus hématopoiétiques durant le
développement et chez I’adulte.'® EKLF active le géne de la globine B via le site CACCC
du promoteur et une mutation dans ce sitt CACCC empéche EKLF d’activer la globine
B.'¢ Le role de EKLF dans la différenciation terminale des érythrocytes a été mis en

106107 1 orsque le géne EKLF est

évidence par I’inactivation du gene chez la souris.
inactivé, les souris meurent in utero au jour E15. La mort des embryons est causée par une
anémie sévere trés semblable a celle des B-thalassémies chez I’humain. Par ailleurs, des
études génétiques ont révélé que les thalassémies sont souvent causées par une mutation
dans le domaine de liaison de EKLF.'” Les souris EKLF"" ne parviennent pas & exprimer
les génes de la globine adulte méme si tous les génes de la globine feetale sont fonctionnels
et présents a des niveaux normaux. EKLF semble donc important pour le passage de la
globine feetale a la globine adulte. L’expression de BKLF diminue aussi chez les souris
n’exprimant pas EKLF suggérant que BKLF soit également impliqué dans le contr6le des
genes é:rythropo'l'étiques.112 Puisqu’il y a une augmentation de la globine feetale mais une
diminution de la globine adulte, cela suggére que EKLF induit I’expression de BKLF et de

la globine adulte tandis que BKLF réprime les génes de la globine feetale. Une interaction

entre les deux XKLFs semble donc nécessaire pour la différenciation terminale de la lignée
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érythroide. En plus des facteurs de la famille XKLF, GATA-1, le membre fondateur de la

famille GATA, est impliqué dans la régulation de la globine et la différenciation érythroide.

5.4.1.1 Interaction entre EKLF et GATA-1

GATA-1 est présent dans les érythrocytes, les mastocytes et les
mégacaryocytes.w;148 Le promoteur de la globine B contient deux sites GATA pres du site
CACCC.” GATA-1 lie les sites GATAs et active le promoteur de la globine B. GATA-1
potentialise I’activation de la globine B par EKLF.” Des études d’interactions de protéines
in vitro ont permis de montrer que GATA-1 et EKLF interagissent physiquement.”” De
plus, GATA-1 lie et active le promoteur EKLF.'"? Le développement du systéme
hématopoiétique semble étre sous le contrdle d’un facteur de la famille GATA, de facteurs

de la famille XKLF et de ’interaction entre les membres de ces deux familles.

5.4.2 IKLF

IKLF (Intestinal enriched Kriippel-like factor) est aussi nommé KLFS5 et
BTEB2.'%!° IKILF est exprimé dans I’intestin et il y joue un réle dans la prolifération

128

cellulaire.' ™ IKLF est exprimé tot durant I’embryogenese et son expression est fortement

08 IKLF est détecté sur de I’ARN d’embryons entiers au jour E7 puis son

régulée.’
expression diminue jusqu’a disparaitre au jour E11. Aux jours E15 et E17, une faible
présence de IKLF est observée. Chez I’adulte, IKLF semble prédominant dans Pintestin.'%®
In vitro, IKLF peut activer le promoteur de la chaine lourde de la myosine non-musculaire,
ce demier étant un marqueur du remodelage des muscles lisses."”' L’expression de cette
myosine augmente dans les muscles lisses et les fibroblastes qui ont subi des lésions
vasculaires.'”® Lorsque IKLF n’est pas exprimé chez les souris, les embryons meurent
avant le jour E8.5.'% Les souris hétérozygotes IKLF"" ont un phénotype normal mais elles
ont une diminution des cellules du mésenchyme et des cellules de la matrice extra-
cellulaire de I’intestin. De plus, ces souris présentent moins de fibrose et d’hypertrophie
cardiaque suite & I’injection d’angiotensine II. IKLF semble donc étre un agent potentiel de

la réponse au stress extérieur et au remodelage tissulaire.
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5.4.3 UKLF

UKLF (ubiquitous Kriippel-like factor), aussi nommé KLF7, a été isolé par PCR en
utilisant des oligonucléotides dégénérés correspondants au domaine de liaison a ’ADN de
EKLF sur de ’ADN complémentaire de cellules endothéliales vasculaires humaines.'"
Peu d’études ont été faites sur ce facteur de transcription qui est exprimé dans presque tous
les tissus humains adultes et embryonnaires. Le réle de UKLF n’est pas clair mais il

o re patron

semble capable de lier le site CACCC du promoteur de la globine .
d’expression spatio-temporel de UKLF chez la souris laisse présager un rdle dans la
différenciation neurale.””® UKLF a une expression prédominante dans les systémes
nerveux central et périphérique. Chez I’embryon, UKLF est exprimé a partir du jour E9.5,
atteint son expression maximale au jour E11.5 puis son expression diminue. Chez I’adulte,
UKLF est surtout exprimé dans le cervelet et les racines des ganglions dorsaux. Son profil
d’expression corréle avec la différenciation neurale. Des études in vitro ont également
montré que la surexpression de UKLF stimule 1’expression de p21 et inhibe la cycline D1
produisant ainsi un arrét du cycle cellulaire dans la phase G1. UKLF pourrait étre impliqué
dans la modulation du cycle cellulaire au cours du développement et du maintien du

) . . 110
phénotype neuronal dans le cervelet et dans les racines des ganglions dorsaux.

5.4.4 FKLF

FKLF (fetal Kriippel-like factor) est aussi nommée TIEG-2 (transforming growth
factor B-regulated gene 2) et KIfl1. FKLF a été clonée par RT-PCR a partir de cDNA de
cellules hépatiques humaines embryonnaires avec des oligonucléotides dégénérés des
doigts de zinc de EKLF.""" FKLF a aussi été identifiée par un autre groupe qui I’a isolée a

95 Ppeu d’informations

partir d’une librairie de cDNA de cellules épithéliales humaines.'
sont disponibles sur FKLF. Cette derniére est surtout présente dans les lignées cellulaires
érythroides et est capable d’activer les promoteurs des génes feetaux de la globine (globines
Y et €) via le site CACCC.'""" FKLF a une expression ubiquitaire dans les tissus adultes
humains.'®"" Lorsque FKLF est surexprimée dans des cellules épithéliales CHO (cellules
d’ovaires de hamster chinois), elle est retrouvée dans le noyau.'”® Par ailleurs, dans ces
cellules le niveau d’ARN messager de FKLF est inversement corrélé a la présence de

sérum suggérant un role anti-prolifératif pour FKLF.'® Cette hypothese reste a confirmer.
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5.5 Facteurs XKLFs exprimés dans le ceur

Jusqu’a présent, les transcripts de quatre membres de la famille XKLF ont été
détectés dans le cceur soit; BKLF, GKLF, LKLF et FKLF-2. L’expression de BKLF,
GKLF et LKLF est présente dans le cceur mais elle n’y est pas prédominante et ces facteurs
semblent étre essentiels au développement d’autres organes. Pour I’instant, le role des
protéines XKLFs dans le cceur demeure inexploré. Par ailleurs, aucune étude n’a porté sur

I’identification des types cellulaires cardiaques qui expriment les génes XKLFs.

5.5.1 BKLF

BKLF (basic kriippel-like factor), aussi connu sous les noms de KIf3 et TEF-2,
posséde une charge basique dans la partie N-terminale de la protéine. BKLF a été isol€ a
partir d’une librairie de cDNA de cellules MEL (cellules érythroleucémiques de souris)
avec une sonde contenant les doigts de zinc de Spl et de EKLF.""? BKLF est présent dans
la majorité des tissus adultes humains.''> BKLF est capable de lier la boite CACCC du
promoteur de la globine feetale y avec plus d’affinité que EKLF et il active le promoteur de
la globine adulte B 4 un degré moindre que EKLF.''? Par contre, aucune étude ne montre
son effet in vitro sur le promoteur de la globine y. En présence d’un promoteur artificiel
contenant la boite CACCC et I’élément de réponse des glucocorticoides (GR), BKLF
devient un puissant répresseur. Dans des essais in vitro de transactivation, BKLF réprime
le niveau basal du promoteur artificiel contenant trois boites CACCC chacune liées a un
élément GR.'*® Dans cette expérience, de petites quantités de BKLF bloquent les effets
d’activation de EKLF, ce qui suggére I’effet d’inhibition de BKLF n’est pas seulement di a
une compétition entre les deux XKLFs mais aussi a un domaine répresseur intrinseque a
BKLF. Bien que BKLF soit exprimé tot dans I’embryogenese, 1’inactivation de ce gene ne
montre pas de phénotype particulier.'”'"> Les souris ont de légéres anomalies dans leur
systéme hématopoiétique et elles ont une plus grande tendance a développer des maladies
myéloprolifératives a I’age adulte. Méme si ’ARNm de BKLF est détecté dans le cceur

adulte, aucune étude ne porte sur sa fonction cardiaque.
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5.5.2 GKLF
GKLF (gut Kriippel-like factor) est un autre membre de la famille XKLF exprimé

dans le cceur. GKLF est aussi nommé Klf4 et EZF (epithelial zinc finger). Dans les
sections précédentes, il a déja été question des nombreux rdles de ce membre de la famille.
Outre P’implication de GKLF dans la prolifération et la différenciation des cellules
épithéliales de la peau et des intestins, ce facteur a également des roles dans la régulation
du cycle cellulaire. Lorsque I’ADN est endommagé, GKLF bloque le cycle cellulaire en
phase G1/S de maniere dépendante a p53.'* Selon le contexte cellulaire et les promoteurs,
GKLF peut parfois é&tre un activateur et parfois un répresseur. GKLF active le promoteur
de la laminine y1, de la kératine 4 et peut s’auto-activer.*>*'**!** Par contre, GKLF peut
réprimer la cycline D1 et le cytochrome P4501A1."'%"¥7 L’activation du promoteur de la

142 . .
Il y a donc interaction entre deux membres

laminine par GKLF est potentialisée par Sp1.
de la méme famille pour la régulation d’un gene important dans la différenciation
cellulaire. GKLF est exprimé a partir du jour E13, son expression augmente graduellement
pour atteindre son pic aux jours E17-18." GKLF continue d’étre exprimé chez ’adulte
surtout dans les poumons, la peau, le cceur et les intestins.''>'** Dans les intestins, GKLF a
un patron d’expression complémentaire a IKLF. GKLF se retrouve en plus grande quantité
dans la muqueuse intestinale qui est principalement composée de cellules épithéliales en
phase terminale de différenciation, tandis que IKLF se trouve dans les couches inférieures
ol il y a principalement de la prolifération cellulaire. GKLF se retrouve aussi largement
exprimé dans I’épiderme, plus précisément dans la partie supérieure épineuse et dans les
couches granuleuses. Autant dans les cellules épithéliales de la peau que dans celles des
intestins, PARNm de GKLF est principalement exprimé dans les cellules post-
mitotiques.'**'>> Pour mieux comprendre le role de GKLF in vivo, des souris n’exprimant
pas ce gene ont été produites.'™ Tous les organes des embryons GKLF"" se développent
normalement y compris le cceur mais les nouveau-nés meurent quelques heures apres leur
naissance car leur épiderme ne parvient pas a se former correctement et a les protéger des
stress extérieurs. En plus de son role dans la différenciation terminale des cellules
intestinales, le phénotype des souris n’exprimant pas GKLF, implique un réle important
dans la différenciation terminale de I’épiderme. GKLF semble également impliqué dans le
développement de cancers, son expression étant diminuée chez les souris Min qui ont des

, : . . , 132
adénomes intestinaux et chez les patients ayant des polypes adénomateux dans le colon.
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Avec une diminution de GKLF, les cellules n’arrétent plus en phase G1/ et il y a une

croissance démesurée des cellules qui est caractéristique du développement de cancers.

5.5.3 LKLF

En plus d’étre exprimé dans le cceur, I’ARNm de LKLF (lung Kriippel-like factor),
ou kif2, est retrouvé dans les poumons, la rate, les muscles squelettiques, les ganglions
lymphoides et les testicules.'* Son expression est prédominante dans les poumons et
fortement régulée au cours du développement.'* LKLF est détectable & partir du jour E7
sur de ’ARN d’embryons entiers, son expression est ensuite inexistante pour reprendre au
jour E15 et jusqu’a I’age adulte. La présence du transcrit de LKLF est détectée dans les
poumons en développement mais aucune étude ne montre si LKLF est présent dans

8

d’autres organes au cours de l’embryogenése.” LKLF peut activer le promoteur de la

globine B tandis qu’il inhibe le promoteur du récepteur y peroxysome activé (PPARy)"#41%7
qui est nécessaire a la différenciation adipocitaire. Les effets transcriptionnels de LKLF
passent par les boites CACCC des promoteurs.]44 En plus de son domaine de
transactivation, LKLF a un domaine d’auto-inhibition sur lequel peut se lier la ligase

ubiquitine E3, WWP1, qui empéche LKLF d’agir comme activateur.'>®

Le role de LKLF n’est pas complétement compris. LKLF semble étre important
pour la régulation des lymphocytes T et pour le développement des poumons. LKLF est
exprimé durant la maturation des lymphocytes T simples-positifs (SP) mais disparait dans
les cellules activées.'”® Dans un état normal, les lymphocytes T SP ne proliférent pas et
sont dans un état de quiescence. Les mécanismes moléculaires qui empéchent ces cellules
immunitaires de proliférer ne sont pas bien compris. Les cellules T n’exprimant pas LKLF
sont rapidement activées et elles meurent par apoptose dans la rate ou dans les ganglions
lymphatiques ce qui suggere que LKLF est requis pour garder les lymphocytes T dans un
état de quiescence.'”® Pour vérifier si LKLF joue un role dans le développement des
poumons, ce géne a €té inactivé chez la souris.'"” Les embryons des souris LKLF" se
développent normalement jusqu’au jour E11.5-12.5. A ce moment, les embryons meurent
a cause d’hémorragies intra-embryonnaires et intra-amniotiques et de malformations des
parois des vaisseaux sanguins, la media étant plus mince que chez les souris normales. Le

marqueur pour les cellules endothéliales PECAM-1 est exprimé normalement dans les
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embryons LKLF ™" ainsi que les marqueurs des cellules endothéliales vasculaires Tie-1, Tie-
2, PDGF-B et HB-EGF." L’inactivation de LKLF causant une létalité embryonnaire, son
role dans le développement pulmonaire n’a pas pu étre déterminé. Pour étudier
I’implication de LKLF dans les étapes finales du développement des poumons, des souris
chimériques provenant de cellules souches n’exprimant pas LKLF ont été générées.
Certaines souris chimériques meurent aprés la naissance a cause de malformations
pulmonaires. Dans les souris chimériques qui survivent, les cellules souches LKLF™
participent a la formation de la majorité des organes exceptés les poumons impliquant un
réle autonome de LKLF dans le développement des poumons.118 De plus, ces animaux
chimériques expriment normalement des marqueurs de cellules endothéliales comme
PECAM-1, ce qui suggére que la vasculogenése se développe normalement. Le role
cardiaque de LKLF n’a pas encore été investigué, la seule information disponible a ce sujet

est la présence de son ARNm dans le cceur adulte.

5.5.4 FKLF-2

FKLF-2 (fetal Kriippel-like factor 2) est un membre nouvellement identifi¢ de la famille
XKLF."" Ce facteur de transcription a été isolé simultanément par plusieurs groupes qui
lui ont tous attribué des noms différents. Ainsi, FKLF-2 est aussi appelé KIf13,'* RFLAT-
1 (RANTES Factor of Late Activated T Lymphocytes-l)12 ! et BTEB3 (Basic Transcription
Element Binding protein 3).'”> Comme tous les autres membres de la famille, FKLF-2
posséde une région C-terminale de 81 acides aminés formée des trois de doigts de zinc
nécessaires a la liaison 4 I’ADN et a d’autres protéines. En plus des doigts de zinc, FKLF-
2 a deux signaux de localisation nucléaire indépendants dont un dans les doigts de zinc et
’autre dans un domaine d’activation compris dans une région riche en alanine en N-
terminale. FKLF a aussi un domaine de répression compris dans un domaine riche en
alanine et proline comme le montre la figure 1.7. FKLF-2 est localisé¢ dans le noyau des
cellules dans lesquelles il semble pouvoir agir comme activateur ou comme répresseur
trancriptionel. Tout comme GKLF, FKLF-2 peut inhiber le promoteur du cytochrome
P4501A1 dans les cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO) via le site BTE qui est une
boite GC.'® FKLE-2 active les promoteurs de la myosine alpha 22 du muscle lisse, du

virus simien 40, du géne humain de la globine y et de RANTES (Regulated on Activation

Normal T cells Expressed and Secreted).''*'?''** FKLF-2 active faiblement les génes de la
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globine € et B et d’autres genes érythroides comme GATA-1, porphobilinogen deaminase
(PBGG) ferrochelatase (FC), glycophorin B (GPB) et S5-aminolevulinate synthase
(ALAS).""? FKLF-2 active le facteur RANTES par la boite CTCCC en synergie avec NF-
kB.'"®" FKLF-2 active la globine feetale y par la boite CACCC. Cette derniére activation
est potentialisée par deux co-activateurs; CBP/p300 et p300/CBP-associated factor
(PCAF).'®> De plus, CBP et PCAF augmentent la capacité de FKLF-2 a lier le promoteur
de la globine y. FKLF-2 interagit directement avec CBP in vivo et in vitro. La partie N-
terminale de FKLF-2 peut interagir avec deux histones déacétylases qui sont des co-
répreseurs impliqués dans le remodelage de la chromatine; mSin3A et HDAC-1.'® FKLF-
2 est capable de faire compétition & Spl pour la liaison au site BTE et il antagonise ainsi
I’activation de Sp1 sur un promoteur artificiel contenant six sites BTE 10 qui sont des sites
riches en GC. FKLF-2 semble donc pouvoir réguler la transcription en se liant directement
a PADN, en interagissant avec des co-facteurs incluant d’autres membres de la famille

Sp/XLKLF. Cependant, les cibles in vivo de FKLF-2 demeurent inconnues.

En dépit des études transcriptionelles in vitro, le role de FKLF-2 ainsi que son
patron d’expression in vivo restent incertains. Des études d’hybridation in situ ont montré
que ’ARNm de FKLF-2 est exprimé tot dans le développement.'™ Au jour E8, FKLF-2
est exprimé a travers presque tout I’embryon avec une prédominance pour le cceur primitif.
Par la suite, FKLF-2 continue d’é&tre exprimé dans le coeur ainsi que dans le cerveau, le
thymus, la vessie, les intestins, les muscles et ’épiderme de la peau. L’expression de
FKLF-2 a I’age adulte n’est pas encore bien établie. Selon certaines études,' ’ARN de
FKLF-2 est présent dans tous les tissus adultes de la souris. Dans les tissus humains

1 Iy 19
Par contre, un troisiéme groupe =~ a

A . 12
adultes, le méme patron d’expression est retrouvé.'
détecté les transcrits de FKLF-2 seulement dans le cceur, les muscles squelettiques et la
moelle osseuse mais pas dans les autres tissus humains adultes testés. Cette controverse est

difficile & expliquer puisque les sondes utilisées par ces groupes ne sont pas bien décrites.
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répression
NH2 he en alanine/proline basique riche COOH
en ser
1 35 67 148 153 168 197 227 255 289

Figure 1.7 Domaines fonctionnels de FKLF-2

Les chiffres représentent les acides aminés (aa) de la protéine. Les trois doigts de
zinc sont indiqués en mauve. FKLF-2 possede deux signaux de localisation nucléaire, un
représenté par la boite hachurée et I’autre est compris dans les doigts de zinc. La partie
activatrice de la protéine est montrée par la boite avec des points. Le domaine de
répression est indiqué au-dessus de la protéine et il va de I’aa 67 a ’aa 168. FKLF-2 a un
domaine riche en alanine/proline (aa 1 a 148), un domaine basique (aa 148 a 168) et un

domaine riche en sérotonine (aa 255 a 289).
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Le role de FKLF-2 n’est pas encore établi mais il semblerait important pour les
lymphocytes T activés. FKLF-2 est présent trois jours aprés I’activation des lymphocytes T
ce qui coincide avec I’activation du facteur RANTES qui est un puissant chimioatracttant
lors d’inflammation et qui est associé a une résistance au virus du sida.'?!’ RANTES est
induit dans les lymphocytes T entre trois et cing jours suivant leur activation, en méme
temps que 1’apparition de FKLF-2. L’expression de FKLF-2 est controlée par une région
5’-UTR qui est nécessaire et suffisante pour la répression transcriptionelle de ce facteur.'®
En effet, FKLF-2 semble étre régulé par elF4E, un facteur initiant la transcription et
limitant pour la liaison de ’ARNm aux ribosomes.'®> Peu de temps apres I’activation des
lymphocytes T, le niveau protéique de eIF4A est augmenté et par la suite, FKLF-2 est
activé. Pour déterminer si I’augmentation de la protéine FKLF-2 est causée par elF4E, ce
dernier est surexprimé dans les cellules S2-6 avec la construction contenant tout I’ADNc de
FKLF-2. Dans cette situation, la quantité de protéines FKLF-2 produites est plus grande
que dans les cellules qui n’ont pas été transfectées par eIF4E. Par contre, lorsque eIlF4E est
transfecté avec I’ADN de FKLF-2 qui ne contient pas la région 5’-UTR, il n’y a aucun effet
sur le niveau protéique de FKLF-2. elIF4E fait parti de la voie signalétique de p38 MAPK
et ERK-1/2. Lorsque ces voies sont inhibées, les lymphocytes du sang périphérique
humain produisent moins de FKLF-2 ce qui suggere que ce membre de la famille XKLF
soit régulé par les voies de p38 MAPK et ERK-1/2."° FKLF-2 semble bien régulé dans les
lymphocytes T activés mais par contre, il n’y a aucune étude qui porte sur le role in vivo de

FKLF-2 au niveau des lymphocytes ou au niveau des autres sites d’expression de FKLF-2.

Malgré le fait que plusieurs XKLFs soient exprimés dans le cceur, leur fonction
cardiaque n’est pas encore connue. Selon les études d’inactivation génique, les souris
n’exprimant pas BKLF, GKLF ou LKLF ne montrent pas de problemes dans le
développement cardiaque, ce qui suppose que ces facteurs de transcription n’ont pas un réle
déterminant durant la cardiogenese ou qu’il y a une redondance des réles. Dans le systeme
érythroide qui est bien étudié, les membres de la famille ne semblent pas redondants entre
eux mais plutét complémentaires. Si le systéme de régulation génique dans le cceur est
semblable & celui des érythrocytes, les quatre membres présents auraient des fonctions
différentes pour le controle des genes cardiaques et n’auraient pas de redondance entre eux.
De plus, I’expression des membres XKLFs a été montrée sur de I’ARN de cceur entier, ce

qui n’indique pas dans quelle(s) partie(s) de ’organe ces facteurs de transcription sont
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exprimés ni dans quel(s) type(s) cellulaires. Il est possible que leur expression cellulaire
soit complémentaire comme c’est le cas dans les intestins avec GKLF et IKLF ou que tous
les membres soient présents dans les mémes cellules comme dans les érythrocytes qui
expriment EKLF et BKLF. Jusqu’a présent aucune étude ne porte sur le réle des membres

de la famille XKLF retrouvés dans le cceur.
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6 Objectif du travail

L’objectif du projet de recherche est de mieux comprendre I’importance biologique
des XKLFs dans la régulation des génes cardiaques et dans le développement du cceur. Le
présent travail vise trois principaux objectifs. Le premier objectif est de déterminer
’importance de la boite CACCC dans la régulation des génes cardiaques. Pour ce faire, le
promoteur BNP est utilisé car il a déja été montré comme étant un bon modele d’étude pour

la régulation des genes cardiaques.

Le deuxiéme objectif du travail est de caractériser le facteur de transcription
cardiaque liant la boite CACCC pour comprendre son réle dans le développement
cardiaque. Les facteurs de transcription candidats pour cette étude sont les membres de la
famille XKLF exprimés dans le cceur. L’attention est portée sur le membre FKLF-2 car il
semble avoir une expression restreinte au cceur, aux muscles squelettiques et a la moelle
osseuse. De plus, selon les études d’inactivation de genes, les autres membres XKLFs
connus qui sont exprimés dans le cceur ne semblent pas avoir une implication directe dans

le développement cardiaque.

Le dernier objectif du travail vise & identifier les partenaires potentiels du facteur
FKLF-2 dans le cceur. Plus précisément, I'interaction avec les membres de la famille
GATA dans la régulation de la transcription des genes cardiaques sera examinée. Dans les
érythrocytes, D’interaction entre les membres de la famille GATA et ceux de la famille
XKLF contrdle la transcription de génes dont les promoteurs ont une structure semblable a
ceux de certains promoteurs cardiaques, soit deux sites GATA adjacents a un site CACCC.
Nous voulons vérifier si le systtme cardiaque a des mécanismes transcriptionnels
semblables a ceux du systéme érythroide et si I’interaction entre les familles XKLF et

GATA est importante pour le cceur.
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Abstract

Cardiac development requires precise spatio-temporal expression of various genes.
Nevertheless, the molecular mechanisms underling embryogenesis remain poorly
understood. In spite of the increasing interest in studying the regulation of genes involved
in cardiogenesis, only a few transcription factors are known to be heart specific. The B-
type natriuretic peptide (BNP) was used as a model to identify GATA-4 as an important
factor for cardiac development. As an early marker of cardiac cell, BNP is controlled by
several cis-regulatory elements within the proximal promoter including GATA elements
and a CACCC motif. In this study, we show the importance of the CACCC box in the
regulation of BNP expression and characterize its cognate binding protein in
cardiomyocytes. The members of the Kriippel-like factors (XKLFs) are a family of zinc
fingers transcription factors implicated in several biological processes such as cellular
differentiation and proliferation. Moreover, they are well known to regulate genes through
the CACCC site. The transcripts of four XKLFs are present in the heart, however, their
function in heart development is unknown. In this work, we show that expression of
FKLF-2 (fetal-KLF-2) predominates in the developing heart and throughout cardiogenesis.
FKLF-2 is also expressed in the adult heart with a predominance in the atria as compared to
the ventricles. Functional studies demonstrate that FKLF-2 activates the BNP promoter by
direct binding to its CACCC site. Moreover, FKLF-2 physically interacts and cooperates
with GATA-4 to synergistically activate the transcription from the BNP promoter. The
work reveals for the first time that members of the XKLF family regulate cardiac genes and
are collaborators of GATA-4. The results also suggest a role for FKLF-2 in cardiac cell

differentiation and heart morphogenesis.
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Introduction

Cardiac development is a multi-staged process during which the anterior lateral
mesoderm forms a cardiac crescent (9,10,42). The migration and folding of the crescent to
the midline of the embryo gives rise to the beating heart tube. Cardiac looping will
remodel the tube to form the atria and ventricles. The complete segmentation ends by the
formation of the septa and the valves (9,10,42). Our understanding of the molecular
pathways involved in normal or pathologic heart development is far from being clear. To
obtain a complex organ such as the heart, many genes have to be precisely regulated
throughout development and during adulthood. Transcription factors play a key role in
controlling gene expression but only a few have been characterized as regulators of the
cardiac genetic program and/or of heart development. They include: GATA-4, a zinc
finger protein (21,31), Tbx5, a T-box protein (7,22), dHand and eHand members of the
bHLH (basic helix-loop-helix) family (15), MEF2C, a MADS (MCM1, amagous, deficiens,
and serum response factor SRF) protein (6,9,23,25), Nkx2.5, a homeodomain protein (24)
and NFATc a calcium-dependant protein (37). Mutation in some of these transcription
factors is associated with human congenital cardiac defects. For example, mutations in
Tbx5 are linked to Holt-Oram syndrome which is characterized by skeletal and cardiac
malformations (7,34). Mutations in NKX2.5 are associated with septal and vavular defects
including atrioventricular, atrial and ventricular septal defects, tetralogy of Fallot
(characterized by tricuspid valve malformations and outflow tract defect) and
atrioventricular valve malformation (3). Mutations in GATA-4 have also been reported in

human with septal defects (16).
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To identify transcription factors essential for heart development, the study of
cardiac gene promoters was a helpful tool. In particular, use of the B-type natriuretic
peptide (BNP) unravelled the importance of GATA-4 in regulation of cardiac genes (17).
BNP is a cardiac hormone important for the regulation of natriuresis, blood pressure and
smooth muscle relaxation (11,38,45,46). Since BNP is expressed in cardiomyocytes
throughout heart development and because its expression is enhanced in ventricular
hypertrophy and chronic heart failure, it is considered an important biochemical and
clinical marker for heart function (38). The proximal BNP promoter contains several cis-
regulatory elements and is sufficient for its expression in primary cardiomyocyte cultures
(17). Within this region, there are three GATA sites which are regulated by GATA-4 (17)
and one CTCCAT site regulated by YY1 (4). This region also contains a CACCC box, but

its relevance to BNP transcription has not been investigated.

The CACCC box is found in several cardiac promoters like the atrial natriuretic
factor (ANF), the a-cardiac actine («-CA), the B-MHC (B-myosin heavy chain) and the
cTnC (cardiac troponin C). It is also found in promoters of many genes involved in the
regulation of cell cycle, hormone activation and embryonic development (36). It is well
known that transcription factors of the Kriippel family, the Kriippel-like factors (XKLF),
are able to bind the CACCC box (5). The XKLF family is defined by 81 amino acid
residues that contain three C2H2 zinc fingers at the C-terminal segment of the protein.
Between each zinc finger there is a Kriippel link, a conserved stretch of amino acids, very
similar to the one found in the protein Kriippel of Drosophila melanogaster. The zinc
fingers are highly conserved between the members whereas the N-terminal part is specific
to each transcription factor. Functional studies have shown that XKLFs can act as

activators or repressors (5). The XKLFs are characterized by their tissue-restricted
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expression and their key role in development. For example, EKLF (erythroid Kriippel-like
factor), the founder of the family, is expressed mostly in red cells and in bone marrow (30).
EKLF plays an important role during development of the erythroid system as it mediates

the switch from the foetal y-globin to the adult B-globin (33,35).

To date, the RNA of four XKLFs have been detected in the adult heart: GKLF (Gut
enriched-KLF),(44) BKLF (Basic KLF),(12) LKLF (Lung KLF) (1) and FKLF-2 (fetal
KLF-2) (2). However, their role in the regulation of cardiac genes or cardiogenesis remains
unknown. Inactivation of the GKLF, BKLF and LKLF genes using homologous
recombination in mice did not display any obvious cardiac phenotype (40,33,35,47). The
pups of GKLF null mice die few hours after birth because of a skin defect (40). The
BKLF™" mice develop normally but are more likely to have myeloproliferative diseases
during adulthood (33,35), whereas inactivation of the LKLF gene in mice was embryonic
lethal at day 12.5 (E12.5) due to intra-amniotic and intra-embryonic haemorrhages and the
failure of proper development of the vessel wall (47). FKLF-2, also known as KLF13 (39),
RFLAT-1 (41) and BTEB-3 (27), is reported to be expressed only in the heart, skeletal
muscles and bone marrow (2). FKLF-2 can activate several promoters like the 22a smooth
muscle myosin, the simian virus, the y globin and RANTES (Regulated on Activation

Normal T cells Expressed and Secreted) (2,27,41).

The aims of this study were to determine the role of the CACCC box as a regulator
of cardiac gene expression and to characterize the proteins that bind to this cis-regulatory
element. Because FKLF-2 has a restricted expression and is able to activate genes through
the CACCC site (2), we tested the hypothesis that FKLF-2 might be a regulator of cardiac

genes and possibly of cardiogenesis. In the present study, we show that FKLF-2 is
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expressed early in the developing heart and that its expression persists in the adult heart.
We also demonstrate that the CACCC box of BNP is important for its cardiac transcription
and that it mediates the binding and activation of FKLF-2. We also show that FKLF-2
interacts with GATA-4 to regulate cardiac transcription. The results show for the first time
a role for a member of the XKLF family in cardiac transcription and open the way to

analyse their role in embryonic and postnatal cardiac growth.
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Material and methods

Plasmids

Rat BNP-luciferase (rBNP) constructs were obtained by cloning BNP genomic
fragments into PXP2 as previously described (17). The various GATA-4 expression
vectors were previously described (32). The full length FKLF-2 subcloned into pSG5DD

k™ accession number for FKLF-2:

was a kind gift of Dr Haruhiko Asano (GenBan
AF251796). The full length GKLF subcloned in the pcDNA3 vector was a kind gift of
Anil K. Rustgi (GenBank™ accession number for GKLF: U20344). The full length FKLE-
2 was amplified by PCR with the following oligonucleotides: (from 369 bp to 386 bp)
TTTTCTAGAATGGCAGCCGCCGCCTAT and (from 1238 bp to 1221 bp)
TTTGGTACCTCAGGGTGAGCTGGCCGG. The oligonucleotides contained Xbal and
Kpnl restriction sites respectively. Both the PCR product and the empty vector pCGN,
which has the HA-tag, were digested with Xbal and Kpnl. The PCR product was then
inserted into the vector in frame with the HA-tag. The full length FKLF-2 was also
inserted into pMALC-2 to produce a fusion protein with maltose binding protein (MBP).
FKLF-2 was amplified by PCR with the oligonucleotides: (from 366 bp to 380 bp)
GGAATTCCTTAGCATGGCAGCCGCC and (from 1240 bp to 1224 bp)
CCCAAGCTTGGGGCTCAGGTGAGCTGGC. The PCR product and the pMALC-2
vector were digested with EcoRI and Hind III. The full length FKLF-2 was inserted into
pMALC-2 in phase with MBP (MBP-FKLF-2-fl). The N-terminal part of FKLF-2, amino
acid (aa) residues 6 to 135, displays no sequence homology with other members of the

XKLF family and was subcloned into pMALC-2. The fragment was obtained by PCR

using the following oligonucleotides: (from 385 bp to 412 bp) TTTGAATTCTATGT
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GGACCACTTTGCC and (from 734 bp to 759 bp) TTTTCTAGATTACTCCAATGCC

GCCTCG. Both the fragment and vector were cut with EcoRI and Xbal. FKLF-2 N-
terminal was inserted in phase with MBP (MBP-FKLF-2-N-ter). All constructs were

confirmed by sequencing.

Recombinant protein production
MBP-FKLF-2-fl and MBP-FKLF-2-N-ter were transformed in BL21, an

Escherichia coli strain. Briefly, individual colonies were picked and grown in 500 ml of
lubria broth up to an OD of 0.6 at 600 nm. Recombinant proteins were induced by adding
iso-propyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at a final concentration of 0.5 mM for 2
hours at 37°C. The cultures were centrifuged and the bacteria was resuspended and lysed
by sonication. Purification was performed on amylose columns according to the

manufacturer’s instructions (New England Biolabs, Beverly, MA).

Antibody

An antibody against FKLF-2 was generated with the recombinant protein MBP-
FKLF-2-N-ter by immunizing rabbits according to standard procedures. Female New-
Zeland rabbits were given three subcutaneous and intramuscular injections every three
weeks. The antiserum was collected nine weeks after the first injection and was purified.
It was characterized by Western Blot to verify the specificity of the antibody and to exclude
potential cross-reactivity with other members of the XKLF family. All animals

manipulations were approved by the institutional animal care committee.
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Cell culture and transfecions

P19 cells, murine embryonic carcinoma cells, were maintained in alpha minimum
essential medium (aMEM) supplemented with 2.5% fetal bovine serum (FBS) and with
7.5% donor bovine serum (DBS). Cells were plated in 12-well plates at a density of 30,000
cells per well. Transfections were carried out 24 hours after plating using the calcium
phosphate technique. Different constructs of rBNP-luciferase plasmids or other cardiac
promoters were used at 1.5 pg per well and the total amount of DNA was kept constant at
1.6 pg in each well by adding the empty vector. The reporter genes were transfected with
different amounts of pCGN-FKLF-2 or pcDNA3-GATA-4 or both as indicated in the figure
legend. Cells were harvested 36 hours after transfection and the luciferase activity was
measured by a luminometer autolumat LB953. Rous sarcoma virus luciferase (RSV-luc)
was used as an external control. The experiments were done at least three times in
duplicate.

Primary culture of cardiomyocytes from four days-old Sprague-Dawley rats were
transfected as previously described (32) except that cells were plated at 250,000 cells per
well in 6-well plates. 24 hours later the medium was changed for serum-free hormonally
defined medium (SFHF). Transfections were done four hours later and the rest of the

protocol was the same as with the P19 cells.

Nuclear extracts

Nuclear extracts were prepared from mocked transfected cells, transfected P19 cells
and cardiomyocytes. Mocked transfected cells were treated as the transfected cells except
that no DNA was included. Cells were plated at 2x10° in 100 mm petri dishs and the

nuclear extracts were prepared as described before (32). Cells were washed with ice-cold
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phosphate-buffered saline (PBS) and scraped with 2 ml of ice-cold PBS. The cells were
resuspended in 400 pl of buffer A (10 mM Tris [pH=7.9], 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1
mM EGTA, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT, 10 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinine and 2
tg/ml pepstatin) and left on ice for 15 min. Then 25 pl of 10% of Nonidet P-40 (NP40)
was added and Eppendorfs were vortexed vigorously. The nuclei were collected by
centrifugation at 15,000 rpm at 4°C for 30 seconds. The pellet was resuspended in 50 pl of
buffer C (20 mM Tris (pH=7.9), 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM
PMSF, 1 mM DTT, 10 pg/ml pepstatin, 10 pg/pl leupeptin, 10 pg/pl and 10 pg/pl
aprotinin) and left on a shaker at 4°C for 1 hour. The nuclear extract was cleared by
centrifugation at 15,000 rpm for 15 min at 4°C and quick-frozen on dry ice in small

aliquots. The protein concentration was estimated by the Bradford method.

EMSA

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was done with nuclear extracts. The
probe used for the rBNP proximal promoter corresponds to the segment from —80 bp to -64
bp: ATAACCCCACCCCTACTC for the wild type and ATAATCCTACTCCTACTC for
the mutated CACCC site. The Oct-1 probe was also used to verify the equal loading of
proteins in all wells (GATCTCAATCGCTTATGCAAATAAGGTGAAGCTGC). The
oligonucleotide was annealed with its complementary DNA and it was radiollabelled with
32P by a kinase reaction. The binding reaction was carried out in a total volume of 20 pl
with 50,000 cpm of the **P-labelled probe and 3-5 pg of the nuclear extract for 20 min at
room temperature. The binding buffer contained 60 mM HEPES, 100 mM KCl, 25 mM
MgCl,, 20 mM Tris-HCL (pH= 7.4), 3 mM EDTA and 50% glycerol. Competitor

oligonucleotides were added prior to the labelled probe at a molar excess of 100 fold.
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Reactions were loaded on a 6% polyacrylamide nondenaturing gel and run at 200 V at
room temperature in 0.25 X TBE. The gel was dried and exposed to a PhosphorImager

screen.

Immunocytochemistry on cultured cells

P19 cells and cardiomyocytes were plated in 12-well plate on coverslips. Thirty-six
hours after transfection, P19 cells were fixed with 100% methanol for 10 min, whereas
cardiomyocytes were fixed with 4% paraformaldehyde diluted in PBS for 10 min after 60
hours of plating. Cells were then rinsed three times with TBS containing 0.2% Tween
(TBT) after which they were blocked for 45 min with 5% bovine serum albumine (BSA)
diluted in TBT. Cells were incubated with the first antibody overnight, washed three times
with TBT and blocked again for 45 min with 5% BSA-TBT. The signal was amplified by a
secondary biotinylated antibody incubated for 1 hour. The cells were again washed three
times with TBT and blocked 45 min with 5% BSA-TBT. The signal was detected by an
antibody coupled with a fluorochrome and was incubated for 1 hour. Final washes in TBT
were followed by the nuclear staining with the Hoescht dye at 0.5 ng/ul. Cells were
incubated 10 min with the dye and then washed three times in TBT. Coverslips are
mounted on slides with DABCO and sealed with nail polish. To detect endogenous FKLF-
2, the antibody generated in the laboratory was used in a dilution of 1/5000, followed by an
anti-rabbit biotinylated antibody diluted at 1/250 (Dimension, BA-1000). The last antibody
was the Avidin-D rhodamine diluted at 1/500 (Dimension). The anti-desmin BAY 60851
antibody (Accurate chemical and scientific) was also used in cardiomyocytes in a dilution

of 1/200. The signal was not amplified and was detected with the anti-mouse Avidin-D
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fluorescein diluted at 1/200 (Vector). Images were taken from Leica microscope with the

software Northern Eclipse.

Immunohistochemistry of tissue sections

Mice embryos from E9, E10.5, E12, and E14 were dissected. They were rinsed in
ice-cold PBS and then fixed in 4% paraformaldehyde overnight. Immunohistochemistry
was also performed on adult hearts by perfusing the left ventricle with a saline buffer
followed by a fixation with 4% paraformladehyde, overnight. Embryonic and adult tissues
were dehydrated and embedded in paraffin. Histological sections were cut (5 pm),
rehydrated and blocked for 1 hour in 5% BSA-TBT. FKLF-2 was immunolocalized by the
peroxidase method. The slides were incubated with the anti-FKLF-2 antibody overnight at
a dilution of 1/200. The slides were washed three times in PBS with 0.2% of Tween (PBT)
and blocked again for 1 hour in 5% BSA-PBT. An anti-rabbit biotinylated antibody diluted
at 1/250 BA-1000 (Dimension) was used for 1 hour followed by PBT washes and 1 hour
blocking. Streptavidine HRP was used at a dilution of 1/250 (NEL 750 from NEN life
science) and the slides were washed three times, then incubated 3 min with
Diaminobenzidine (DAB). The nuclei were counterstained with methyl green. The

pictures were taken with a Leica microscope using the software Matrox Intellicam.

Western Blots

Nuclear extracts (20 j1g) from P19 cells or cardiomyocytes were resolved on a 12%
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred on Hybond-
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes. The membranes were then immunublotted to

detect the presence of FKLF-2 and revealed by ECL Plus (Amersham Pharmacia
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Biotechnology) as described by the manufacturer. Rabbit FKLF-2 antibody was used at a
dilution of 1/500 and revealed with an anti-rabbit peroxydase antibody (A-6154, Sigma) at
a dilution of 1/10,000. The anti-GATA-4 antibody (Sc-1237x, Santa Cruz) was used at a
dilution of 1/500 and revealed with the anti-goat peroxydase antibody (A-9542, Sigma) at a
dilution of 1/10,000. The protein bands were visualized by exposure to a Kodax film.
Membranes were stripped for 30 min at 50°C in a buffer containing 2% of SDS, 62.5 mM
of Tris-HCL (pH=6.8) and 350 pl of PB-mercaptoethanol per 50 mL of buffer. The

membrane was then exposed 1 hour with a Kodax film to confirm the complete stripping.

Protein-protein binding assays

In vitro transcription and translation were performed using T7 RNA polymerase in
the system of rabbit reticulocyte lysates as described by the manufacturer (Promega).
MBP-FKLF-2-fl was checked on a gel stained by Coommasie blue to estimate the
concentration and monitor the integrity of the protein. In vitro translated *>S-labeled
GATA proteins (15 pl) were incubated with 500 ng MP-FKLF-2-11 fusion protein in 500 pl
of binding buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris [pH=8], 0.3% Nonidet P-40, 1 mM
dithiotreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 0.25% BSA) for overnight at
4°C with rotation. The incubation was followed by a centrifugation of 2 min at 15,000 rpm
at 4°C. Beads were washed three times in 500 pl of binding buffer by vortexing followed
by three times wash with 500 pl of binding buffer lacking BSA by vortexing. The protein
complexes were released after boiling 5 min in SDS loading buffer and resolved on a 15%
SDS-PAGE. Labelled proteins were visualized by using a Phosphorlmager screen and a

STORM (system Molecular Dynamics) scanner.
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Results

The CACCC box is an important cis-regulatory element for the BNP
promoter. The BNP promoter harbors the CACCC box at —70 bp from the start site, a
genomic structure which is evolutionary conserved (Figure 2.1A). We carried out transient
transfections in cardiomyocytes of four days-old rats to determine if the CACCC box has
an effect on the activity of the BNP proximal promoter (-80 bp) which is known to be
sufficient for high level expression in cultured cardiac cells (17). Mutation of the CACCC
site decreased the basal promoter activity by five fold in the atria and 1.5 fold in the
ventricles (Figure 2.1B). The same pattern was observed in the cardiomyocytes when the
CACCC box is deleted. Thus, the CACCC box seems to be important for maximal BNP
transcription in primary cardiomyocyte cultures and this effect is more significant in the
atria as compared with the ventricles.

Characterization of the FKLF-2 antiserum. It was already known, that four
members of the XKLF family are expressed in the adult heart: GKLF, BKLF, LKLF and
FKLF-2 (1,2,12,44). To test chamber specificity of these transcription factors, RT-PCR
were carried out on cDNA (complementary DNA) prepared from atria and ventricles from
four days-old rats. As shown in Figure 2.2B, GKLF, BKLF, LKLF and FKLF-2 were
expressed in both atria and ventricles, whereas, as expected, EKLF transcript was not
present.

XKLFs have highly conserved zinc fingers at the C-terminal region of the protein.
The four XKLFs expressed in the heart share an identity of at least 75% within their zinc
fingers (Figure 2.2A). The similarity outside the zinc fingers, i.e. the N-terminal region is

low between the four cardiac XKLFs. Because of the divergence of the N-terminal, we
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generated an antibody against amino acids 6 to 135 of FKLF-2 (Figure 2.3A). The peptide

was inserted in phase with the MBP protein and injected into rabbits. Antiserum was
collected and purified. We then tested the specificity of the anti-FKLF-2 by Western blot.
P19 cells were transfected with the empty vector pCG or with expression vectors for tagged
HA FKLF-2 (HA-FKLF-2) or for GKLF. As demonstrated in the upper panel of Figure
2.3B, the anti-HA antibody was able to recognize HA-FKLF-2 at a molecular weight of 40
kDa but it did not detected any other protein. The Western blot membrane was then
stripped and hybridized with the anti-FKLF-2 antibody. A band was detected at 40 kDa in
extracts overexpressing FKLF-2 but not GKLF (Figure 2.3B, lower panel). The antiserum
does not seem to interact with the GKLF protein. The band at 26 kDa has not been
identified yet but it could be a phospharylated form of FKLF-2 endogenously present in
P19 cells. These results show the ability of the generated antibody to specifically recognize
the FKLF-2 protein.

Spatial and temporal expression of FKLF-2. To establish the expression pattern
of FKLF-2 during heart development, histological sections from E9.5 to E14.5 mice
embryos were hybridized with the anti-FKLF-2 antibody. The presence of FKLF-2 was
detected as early as E9.5 (Figures 2.4A, B, C). At this stage, the FKLF-2 expression was
clear in the developing heart (Figure 2.4A) where it was well expressed in both the
ventricles (Figure 2.4B) and the atria (Figure 2.4C). The expression persisted until E14.5
in the heart (Figure 2.4D, G, J). The nucleus of both the ventricular (Figure 2.4E, H, K)
and the atrial myocytes (Figure 2.4F, I, L) showed significant FKLF-2 expression. The
endocardial cushion tissue that gives rise to the valves, the septum and the walls of the

chambers also expressed FKLF-2 (Figure 2.4F). FKLF-2 was detected in the right and left
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ventricles at E12.5 (Figure 2.4M). Therefore, FKLF-2 is present in several cardiac
structures at the developmental stages examined.

Sections from adult hearts were also tested for FKLF-2 expression which was
present in both ventricles (Figure 2.5A) and atria (Figure 2.5B). At higher magnification
(Figure 2.5C), it was apparent that FKLF-2 is expressed in the nuclei of the atrial cells.
Three structures from the ventricles were highly expressing FKLF-2: the valves (Figure
2.5D), the myocardium (Figure 2.5E) and the septum (Figure 2.5F). The valves and the
septum are derived from the endocardial cushions which were also marked by the anti-
FKLF-2 antibody. The valves and the septum seem to express FKLF-2 from their early
developmental stages and in the differentiated structures.

Finally, during development, FKLF-2 was also present outside the heart (Figure
2.6). From E9.5 to E14.5, the epithelial cells of the contour of the embryo were marked
with the anti-FKLF-2 antibody (Figure 2.6A, B). FKLF-2 was also found in brain, dorsal
ganglions and skeletal muscles during development (Figure 2.6E, G, C, D, F). At E14.5,
the endothelial cells of the vascular vessels in the liver started showing an expression of
FKLF-2 (Figure 2.6H). Although FKLF-2 was expressed in other tissues, its expression
during development was higher in the heart. FKLF-2 is expressed early in the heart and its
expression persists during development. This pattern of expression suggests an important
role during the formation of the heart.

FKLF-2 is present in cardiomyocytes and activates the BNP promoter. BNP is
expressed early in cardiomyocytes and its expression persists in the postnatal heart (8).
The BNP promoter harbors a consensus CACCC site, making it a potential transcription
target for FKLF-2. First, EMSAs were done to analyze if cardiac cells contain proteins that

can interact with the CACCC site of the BNP. Ventricular and atrial nuclear extracts from



61

four days-old rats were incubated with the radiolabeled probe and then loaded on a 6%
polyacrilamide gel. A complex was formed by extracts from both atria and ventricles
(Figure 2.7A). The complex produced was more intense in atrial extracts. To test if this
difference was due to a quantification problem of the proteins, we incubated the extracts
with the Oct-1 probe. As demonstrated in Figure 2.7A, the amount of Oct-1 protein is the
same in both extracts.

We next examined FKLF-2 expression in cultured cardiomyocytes to determine
whether the binding activity over the CACCC box may correspond to FKLF-2. We
performed immunocytochemistry on cardiomyocytes with the anti-FKLF-2 antibody and
the anti-desmin antibody. In the heart, desmin is expressed in the cardiomyocytes but not
in fibroblasts. The nuclei of the primary culture of cardiomyocytes showed endogenous
expression of FKLF-2, as seen in Figure 2.7B (red stain). The nucleus of all the cells in the
primary culture were stained in blue with the Hoechst dye. As shown in Figure 2.7B
(merge), cardiomyocytes (cells that are marked in red by FKLF-2 and in green by the
desmin) as well as cardiac fibroblasts (red cells marked only by FKLF-2) expressed
endogenous FKLF-2. It is interesting to point out that GATA-4, an important regulator of
heart development, has the same expression pattern as FKLF-2 (data not shown).

To determine the level of expression of FKLF-2 protein in the ventricle and in the
atria, we carried out a Western blot with cytoplasmic and nuclear extracts using the anti-
FKLF-2 antibody. The data confirm that FKLF-2 was only present in the nucleus of the
cardiomyocytes and not the cytoplasm (Figure 2.7C, upper panel). Moreover, the protein
level of FKLF-2 in the atria was higher than in the ventricle. In the atrial extracts but not in
the ventriclar extracts, there were two bands detected by the antibody. To confirm equal

protein loading, the Western blot membrane was then stripped and hybridized with the anti-
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GATA-4. GATA-4 was express only in the nucleus and at the same levels in both the
ventricle and the atria (Figure 2.7C, lower panel).

In order to characterize the capacity of FKLF-2 to bind to the CACCC site of BNP,
we performed EMSAs with nuclear extracts from P19 cells. Mocked cells, overexpressing
the empty vector pCG and FKLF-2 formed a complex with the BNP probe containing the
CACCC site (Figure 2.8). However, the complexes made by mocked cells or pCG were
less intense than the one formed by FKLF-2. Therefore, there are unknown proteins in the
P19 cells that can bind the CACCC site of BNP. Since P19 cells do not endogenously
express FKLF-2 (Figure 2.3B), it can be anticipated that the higher intensity of the band
when FKLF-2 is incubated with the CACCC probe is due to the overexpression of FKLF-2.
The FKLF-2 binding was competed by the cold wild type probe at 100-fold but it was not
competed by the cold mutated probe at 100-fold (Figure 2.8). The mutated probe failed to
produce a complex with FKLF-2 with the same pattern as the wild type probe (Figure 2.7).
Unfortunately, because neither anti-FKLF-2 nor anti-HA antibodies can recognize the
FKLF-2 protein bound to the DNA (data not shown), the identity of the complex bound to
the CACCC box could not be further identified.

FKLF-2 activates the BNP promoter via the CACCC site. To demonstrate the
functional role of FKLF-2, we cotransfected FKLF-2 with the proximal BNP promoter in
P19 cells. FKLF-2 activated BNP in a dose-dependant manner (Figure 2.9A). The optimal
dose for the activation was 50 ng of FKLF-2. This amount of protein was then used to
determine if the action of FKLF-2 was through the CACCC box. As shown in Figure 2.9B,
the activation of the proximal BNP promoter observed with FKLF-2 was lost when the
CACCC site was mutated while this activation was not affected by a mutation at the YY1

site.
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The effect of FKLF-2 on the BNP promoter was also tested by transient tranfections
in primary culture of cardiomyocytes of four days-old rats. In the atria, FKLF-2 strongly
activated the proximal promoter of BNP (Figure 2.7D). When a mutation in the CACCC
box was introduced in the proximal promoter, FKLF-2 lost its stimulatory effect in the
atrial cells (Figure 2.7D). On the other hand, FKLF-2 was not able to activate the BNP
promoter when the same transfections were done in the ventricles (Figure 2.7D).
Surprisingly, FKLF-2 activates more the BNP in the atria than in the ventricle. The results
suggest that other important co-activator(s) are needed so that FKLF-2 can activate the
BNP promoter in the atria or co-repressor(s) are present in the ventricle.

FKLF-2 is an activator of cardiac genes. We further analyzed the role of FKLF-2
in regulating the promoter of other cardiac genes. Increasing doses of FKLF-2 were
transfected with cardiac promoters in P19 cells. As shown in Figure 2.10, FKLF-2
activated the full length and the proximal BNP promoters. It also weakly activated the
ANF promoter and the a-CA while it had no effect on the B-MHC or ca-sk-actin.

FKLF-2 is a co-activator of GATA-4. In the erythroid system, the XKLF and
GATA families interact to regulate the B-globin gene (29). In view of the fact that the BNP
promoter contains two GATA sites juxtaposed to the CACCC box and, since both FKLF-2
and GATA-4 (17) activate transcription from the BNP promoter, we hypothesized a
possible synergy between both factors. We carried out transient transfections in P19 cells
in which FKLF-2 was co-transfected with GATA-4 and BNP promoter and the luciferase
activity was measured. Both FKLF-2 and GATA-4 activated the BNP promoter by 3.5 and
12-folds respectively (Figure 2.11A). When FKLF-2 and GATA-4 were co-transfected, the
BNP promoter was activated by 160-fold (Figure 2.11A). To map which part of the

GATA-4 protein is required for this synergy, constructs expressing various GATA-4
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mutants were co-transfected with the BNP reporter alone or in presence of FKLF-2 (Figure
2.11B). The N-terminal part of GATA-4 (1-260) that contains the first zinc finger and the
construct with the two zinc fingers (1-332) were not able to activate the BNP promoter and
they did not potentiate the activation of FKLF-2. On the other hand, the C-terminal regions
(260-443) and (201-332) failed to activate the BNP promoter but they synergistically
activated the promoter when co-transfected with FKLF-2 (9 and 12 folds, respectively).
The construct that contains the two zinc fingers and the C-terminal part (201-443) activated
the BNP promoter by 6 folds and by 22.6 folds in the presence of FKLF-2. Thus, the two
zinc fingers and the C-terminal of GATA-4 seem to be required for the functional synergy
between GATA-4 and FKLF-2 over the BNP promoter.

FKLF-2 physically interacts with GATA-4. To determine if the transcriptional
synergy between FKLF-2 and GATA-4 involves a direct interaction between the two
proteins, we carried out in vitro pull-down assays. The MBP-FKLF-2-f] fusion protein was
incubated with the in vitro translated *>S-labeled GATA-4. MBP-FKLE-2-fl, but not the

negative control MBP-lacZ, was able to retain GATA-4 (Figure 2.12).
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Discussion

XKLF transcription factors play important roles in diverse biological processes such
as differentiation, proliferation and cell cycle control (5,13,20). Members of the family are
involved in the formations of several organs and systems, most notably the hematopoietic
lineage (33,35). Based on the facts that FKLF-2 is restricted to the adult heart, the bone
marrow and the skeletal muscles and based on its ability to activate genes through a
CACCC element (2), we speculated that FKLF-2 would regulate cardiac genes containing a
CACCC site within their regulatory regions. As an important cardiac marker, we have
selected the BNP promoter which is known to be activated by GATA-4 and contains two
GATA sites near a CACCC box.

FKLF-2 expression in cardiac cells. In order to delineate the possible
involvement of XKLF factors in the regulation of cardiac genes, we investigated their
expression in cardiomyocytes. BKLF, LKLF, GKLF and FKLF-2 mRNA were detected in
both atria and ventricle. Since the BKLF, LKLF and GKLF knockout models did not show
any cardiac phenotype (40,33,35,47), and FKLF-2 expression is more restricted to the
heart, we were interested in focusing on this member of the family. When checked for the
protein levels of FKLF-2, it was found that this protein was expressed in the nucleus, not
the cytoplasm, of the atrial and ventricular cells. Its expression was higher in the atria than
in the ventricle.

Using in situ hybridization technique, it was shown that the mRNA of FKLF-2 is
widely expressed during development from E8 to E16 (28). In our study, we have
demonstrated a more restricted pattern of expression for the FKLF-2 protein during
embryogenesis which started at E9.5 and continued till adulthood with a predominance in

the heart. The discrepancy between the expression levels of the mRNA and the protein
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could be explained by post-translational modifications. At this point, it is important to
mention that BNP is expressed in the developing heart from E9 to adulthood, a pattern that
is similar to FKLF-2 (43). Interestingly, FKLF-2 was expressed at the early stages of valve
formation and persisted in adults. It is also known that GATA-4 is expressed in the valves
but its role in their formation is not established yet. The molecular mechanisms of
valvulogenesis are not well understood and even less is known about the mechanisms
underlying the congenital valves defects. The identification of valvular regulatory proteins
may open the way for investigating the role of these transcription factors in valvular
defects.

FKLF-2 regulates BNP promoter via its CACCC site. To ascertain the
functional relevance of FKLF-2 in the activation of BNP promoter, both atrial and
ventricular cells were transiently transfected with FKLF-2. The BNP proximal promoter
was significantly activated in the atrial but not in the ventricular cardiomyocytes. The
activation was abrogated by the mutation or deletion of the CACCC box. Similar results
were obtained when P19 cells were transfected with FKLF-2.

The possible direct interaction between FKLF-2 and the BNP promoter was studied
by EMSA. The results showed the presence of a complex that can bind to the CACCC box
of the BNP promoter in both the atrial and ventricular extracts. Nevertheless, the binding
was stronger in the atria than in the ventricle. The strong binding observed could be
explained by the higher levels of FKLF-2 atrial protein as revealed by Western Blot. This
explanation is enforced by the finding that P19 cells, which do not endogenously express
FKLF-2, transfected with FKLF-2 showed a higher level of binding to the CACCC probe
than the non-transfected cells. Nevertheless, it is possible that other co-factors are involved

in the atrial binding. Collectively, the results indicate that the activation of the BNP



67

promoter via the CACCC site requires FKLF-2 protein. The absence of activation of the
promoter in the ventricle when transfected with FKLF-2 imply the possible involvement of
repressors that prevent the binding and hence the activation.

GATA-4 is a co-activator of FKLF-2. Several facts have implicated GATA-4 as a
good candidate for an interaction with FKLF-2. Firstly, the proximity of the two GATA
sites and the CACCC box make it easier for the transcription factors to interact. Secondly,
it is well established that EKLF interacts with GATA-1 to regulate erythroid gene (29)
which shows the possibility of interaction between the members of both families. Finally,
FKLF-2 and GATA-4 have a similar expression during development and they are both
expressed in cardiomyocytes (Figures 2.7C, (18,26,19)). As shown in Figure 2.11, there is
a synergy between FKLF-2 and GATA-4. This functional interaction seems to require the
C-terminal part of GATA-4 with its two zinc fingers. Although FKLF-2 and GATA-4 can
physically interact, this interaction was weak. It is very possible that stabilizing factors are
required for such a complex. The synergy observed between GATA-4 and FKLF-2 cannot
explain the difference in the BNP activation levels between the atria and ventricles since
GATA-4 is expressed at the same level in both types of cardiac cells. Therefore, it is
postulated that other factors are responsible for the differential response observed.

The interaction between the GATA and the XKLF families in the erythroid system
is a model to understand the mechanisms of transcription regulation in cardiac cells. Those
kinds of interactions could most probably be extended to other tissues. In T lymphocytes,
members of both families are present. GATA-3, FKLF-2 and LKLF are expressed in T
lymphocytes. The promoter of the receptor alpha, also in T cells, contains GATA and
CACCC sites and is likely regulated by GATA-3 (48). An interaction between the families

is possible. The three zinc fingers factors are physiologically present in the same cells.
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Following the erythroid model, the GATA member will regulate the gene and interact with
the two XKLFs while one XKLF will be an activator and the other a repressor.

To examine the specificity of FKLF-2 in regulating cardiac genes, we tested its
effect on other promoters. FKLF-2 is shown to preferentially activate BNP promoter while
stimulating the ANF and o cardiac actin promoters at a much lower level. The full length
BNP promoter is the only promoter tested containing two GATA sites near a CACCC box.
But the most activated promoter is the proximal BNP that harbors only a CACCC site at 40
bases pairs of a GATA site. The ANF promoter also has two GATA sites but they are
separated from the two CACCC sites by 65 bases pairs. On the other hand, the o cardiac
actin promoter contains only a CACCC site and no GATA element. These results raise two
important questions that deserved to be investigated: first, the proximity of the CACCC box
to the GATA site which may facilitate the physical interaction between GATA-4 and
FKLF-2. Second, a possible difference in the affinity of FKLF-2 to the various CACCC
sites. It would also be interesting to investigate the role of the other XKLF members in
regulating cardiac genes.

In summary, we show for the first time that XKLF family is involved in the
regulation of cardiac gene transcription. In this report, we have shown the cardiac-
restricted expression of the FKLF-2 protein during development and throughout adulthood.
This pattern of expression suggests an important role for FKLF-2 in the regulation of the
developing heart. Moreover, the functional role of FKLF-2 appears to be specific to atrial
cells. The presence of FKLF-2 at every stage of valve formation suggests that this protein
may be an important regulator for valve development. The identification of a transcription
factor important for the valves formation would enhance our knowledge of some of the

most common birth defects i.e. valve malformations(14).
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Figure 2.1 Structural organisation of the rBNP promoter. (A) A schematic representation of the
structure of the rBNP promoter. The BNP proximal promoter contains several cis-regulatory elements
indicated with their relative position to the start site. The grey circles represent the GATA sites, the stripped
box, the YY1 site and the black rectangle, the CACCC site. There is a conservation of the CACCC site of
the BNP promoter among species. (B) A representation of the proximal BNP promoter constructs used in
transfection in cardiomyocytes of four days-old rat (left). The grey and white bars represent relative
luciferase activity in atrial and ventricular myocytes, respectively. The levels were calculated as percentage
of the proximal wild type (WT) BNP promoter. The data is one representative result of three experiments
each done in duplicate.
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Figure 2.2 Expression of the XKLF’s in cultured cardiomyocytes. (A) Homology between the XKLF
expressed in the heart. All sequences are compared to the FKLF-2 sequence (AF251796) (BKLF; U36340,
GKLF; U20344, LKLF; U25096). The line-up was made through clustalw program and the identity was
calculated with the infoalign of Emboss. The numbers above the drawings represent the amino acid (aa)

residues. The dotted boxes represent the three zinc fingers. (B) RT-PCRs were done on cDNA of atria (A)

and ventricles (V) of cells of four days-old rats.
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Figure 2.4 FKLF-2 is expressed during cardiac development

Immunohistochemistry of sections from mice embryos at different stages of development
were done with the anti-FKLF-2 antibody and nuclear counterstaining was done with
methylgreen as described in material and methods. A, D, G and J are showing low
magnification of the embryo (A, D) or the whole heart (G, J). Ventricles (B, E, H, K) and
atria (C, F, I, L) express FKLF-2 during different stages of cardiogenesis. The
atrioventricular cushions (arrow in F) express FKLF-2. FKLF-2 is expressed both the right
and left sides of the heart as shown in the transversal section of a heart at E12.5 (M). The
age of the embryo is indicated at the left and the level of magnification is represented by a

bar at the top of each coloumns.
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Figure 2.5. FKLF-2 is expressed in the adult heart.

Immunohistochemistry was performed on slides of adult hearts from wild type mice. The slides were
incubated with the anti-FKLF-2 antibody and were counterstained with methylgreen. FKLF-2 is
expressed throughout the heart. The low magnification of the ventricle and atria are presented in panels A
and B. At higher magnification, FKLF-2 is clearly detected in the nuclei of the valvular cells (D), the
myocardium (E) and the septum (F).
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Figure 2.6 Expression of FKLF-2 outside the heart during development

Immunohistochemistry was performed on sections from mice embryos at different stages of
development. The slides were incubated with the anti-FKLF-2 antibody and were
counterstained with methylgreen. Epithelial cells from the contour of the embryo express
FKLF-2 at E9.5 (A) and E14.5(B). FKLF-2 is present in dorsal ganglions at E10.5 and
E14.5 (respectively C and D). The brain express FKLF-2 during development at E10.5 (E)
and E12.5 (G). Dorsal muscles and vascular vessel in liver express FKLF-2 at E14.5. The

age of the embryos are indicated at the left and the level of magnification is represented by

a bar at the bottom.
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Figure 2.7 The BNP CACCC activity in cultured cardiomyocytes. (A) Gel shift assay was done with a radiolabelled probe
which contains the CACCC motif of the BNP promoter and nuclear extracts from ventricles (V) and atria (A) from four days-old
rats. Specific binding was detected in both extracts from atria and ventricles (left panel). The binding is stronger in the atria
compared to the ventricle. The cardiomyocytes extracts were also incubated with Oct-1 probe and the intensity of bands in both
atria and ventricles was comparable. (B) Immunocytochemistry was done on primary culture of cardiomyocytes with the anti-
FKLF-2 (red cells). The cytoplasm of the cardiomyocytes were marked with the anti-desmin antibody (green cells). The nuclei of
all the cardiac cells were stained in blue with the Hoechst dye. (C) Western blots were done on cytoplasm and nuclear extracts
from ventricles (V) and atria (A) and probed for FKLF-2 (arrow). The membrane was then stripped and hybridized with anti-
GATA-4 to confirm equal protein loading between the nuclear extracts of the atria and the ventricle. The arrow shows the specific
band for GATA-4. (D) Transfections were done in primary culture of cardiomyocytes of neonatal rats. Proximal promoter of BNP
was transfected with 50 ng of FKLF-2. The reporter genes used were BNP-WT (BNP wild type -80) and BNP-mutCACCC (BNP
-80 with a mutation at the CACCC site). The control (CTL) is the BNP promoter transfected without FKLF-2. This is the mean of
three independent experiments each done in duplicate.
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Figure 2.8 FKLF-2 binds specifically to the CACCC box of the BNP promoter. EMSA studies were
carried out with the 32P-radiolabelled proximal BNP probe wild type WT (ATAACCCCACCCCTACTC )
or mutated (ATAATCCTACTCCTACTC ). The CACCC box is represented in bold and the mutated base
pairs are underlined. Nuclear extracts (3 pg) from transfected P19 cells were incubated with the WT
labelled probe. The WT probe was competed with 100 fold molar excess of the same WT cold
oligonucleotide (self competition) or with 100 fold molar excess of the CACCC mutated oligonucleotide.
Nuclear extracts (3 pg) from transfected P19 cells were also incubated with the mutated probe which failed

to bind the protein with the same pattern as the WT.
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Figure 2.9 FKLF-2 activates the BNP promoter through the CACCC motif. (A)

FKLF-2 activates the rBNP proximal promoter in a dose-dependent manner. Transient transfections

were done in P19 cells. (B) Schematic representation of the proximal rBNP constructs are shown on

the left, the black box represents the CACCC site, the stripped box represents the YY1 site and the

X shows a mutation at the site. FKLF-2 (50 ng) was transfected with 1.5 pg of proximal rBNP and

the total amount of DNA was kept constant at 1.6 pg /well. The results shown are from one

representative experiment out of 3 different experiments each done in duplicate.
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Figure 2.10 FKLF-2 can activate other cardiac promoters but to a lesser extent than the BNP
promoter. (A) Schematic representations of different cardiac promoters used in transfections: rANF;
rat a-type natriuretic peptide, rp-MHC; rat f-myosin heavy chain, ca-CA; chicken cardiac actin, c-sk-
A; chicken skeletal actin, rBNP-fl; BNP full length and rBNP proximal. They all contain at least one
CACCC site represented by a black box. The circles show the GATA motifs. (B) Transfections were
done as described in material and methods with 1.5 pg of reporter genes in P19 cells. Each reporter
was transfected with 25 ng, 50 ng and 100 ng of FKLF-2 and the total amount of DNA was kept

constant for each well. This is one representative experiment out of three experiments each done in

duplicate.
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FKLF-2 acts synergistically with GATA-4 to activate the wild type proximal rBNP

promoter. (A) In P19 cells, 1.5 pg of the wild type proximal reporter rBNP luciferase is transfected with 50

ng of FKLF-2 alone, 10 ng of GATA-4 alone or both. The total amount of DNA was kept constant at 1.6 pg.

(B) The rBNP promoter is transfected either with FKLF-2 or with the different constructs of GATA-4 or

with both activators. The different GATA-4 constructs are indicated beside the graph, the circles represent the

zinc fingers and the ++, the basic domain. The data shown are the mean of four different experiments done in

duplicate.
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Figure 2.12 FKLF-2 physically interacts with GATA-4. LacZ and FKLF-2 fused with MBP were
bacterially produced. MBP fusion proteins immobilized on amylose-beads were incubated with in vitro
translation of 33S-labelled of GATA-4 or luciferase (Luc). Protein complexes were analyzed on a SDS-

PAGE gel. The asterix represents the interaction between GATA-4 and FKLF-2.
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Discussion

Le développement cardiaque nécessite la mise en place d’un programme génétique
précis tant spatialement que temporellement. Ce contrdle génique se fait principalement
par le biais de facteurs de transcription dont I’expression est spécifique, ou du moins
enrichie, dans les cellules cardiaques. Malgré la percée des derniéres années au niveau de
la compréhension des mécanismes moléculaires régulant le développement cardiaque, peu
de facteurs de transcription spécifiques a la cardiogenese ont été identifiés. L’étude des
éléments cis-régulateurs s’est souvent avérée tres utile pour I’identification de facteurs de
transcription histo-spécifiques. Au niveau cardiaque, ’analyse du promoteur BNP a révéle
le role important des membres de la famille GATA dans la régulation des genes et du
développement cardiaques.*® Le promoteur proximal du BNP, qui est suffisant pour diriger
son expression dans les cardiomyocytes, contient plusieurs régions cis-régulatrices dont
une boite CACCC. Le but de mon projet de recherche a été d’établir le role de cet €lément
dans la transcription du géne BNP et de caractériser la protéine qui s’y lie. Nous avons
montré que la boite CACCC est importante pour I’activité cardiaque du promoteur BNP et
que son rdle est plus marqué dans les oreillettes que dans les ventricules. De plus, nous
avons identifié FKLF-2, un membre de la famille XKLF, comme régulateur du géne BNP
via la boite CACCC. L’expression prédominante de FKLF-2 dans le cceur durant
’embryogenése et sa capacité a réguler des génes cardiaques suggerent un réle important

dans la cardiogenese.

XKLFs dans le développement cardiaque

Les transcrits de quatre membres de la famille XKLF soit GKLF, BKLF, LKLF et
FKLF-2, sont présents dans le cceur adulte mais aucune étude n’a examiné leur expression
spatio-temporelle ou leur role au cours de la cardiogenese. Par ailleurs, leur expression a
été analysée sur I’ARN de cceur entier, ce qui n’identifie pas les types cellulaires exprimant
les XKLFs. Pour préciser leur expression cardiaque, nous avons, dans un premier temps,
vérifié leur présence dans les cardiomyocytes en effectuant des RT-PCR sur de I’ADNc
provenant de cultures primaires de cardiomyocytes de rats post-natals. Dans un deuxieme

temps, nous avons analysé I’expression de 1'un des membres, soit FKLF-2, dans le cceur
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durant I’embryogenése car son expression semblait prédominante dans les muscles

19 1] a été montré

squelettiques et cardiaques ainsi que dans la moelle osseuse.
précédemment que le transcrit de FKLF-2 est présent t6t dans le développement.'® En
effet, des études d’hybridation in situ ont révelé que ’ARNm de FKLF-2 est détecté du
jour E8 jusqu’au jour E16 dans la plupart des organes y compris le cceur; I’expression de
I’ARNm de FKLF-2 est prédominante dans le cceur au jour E11 alors que par la suite, la
détection maximale de FKLF-2 se fait dans le cerveau.'® L’interprétation de ce patron
d’expression est compliquée par la présence de divers membres de la famille possédant de
grandes homologies de séquences. De plus, la présence de I’ARNm n’indique pas
nécessairement la présence de la protéine. Nous avons donc privilégié I’approche
immunohistologique sur des coupes d’embryons de différents jours pour déterminer
’ontogenése de FKLF-2. Un anticorps généré contre la partie la plus variable, soit le N-
terminal de FKLF-2, a été utilisé au cours de cette étude. Cet anticorps a été démontré
comme spécifique & FKLF-2 et ne semble pas reconnaitre GKLF. Pour clairement
démontrer qu’il n’y a pas de réaction croisée avec GKLF, il aurait fallu montrer par
transfert de Western que le niveau de surexpression de la protéine GKLF est équivalent a
celui de FKLF-2. Les tests de pré-absorption avec le N-terminal de FKLF-2 éliminait tout
signal sur les coupes histologiques, ce qui démontre bien la spécificité de I’anticorps

(résultats non montrés).

La protéine FKLF-2 a une expression prédominante dans le coeur a tous les stades
embryonnaires testés, c’est-a-dire aux jours E9.5, E10.5, E11.5, E12.5 et E14.5.
L’expression cardiaque plus spécifique de la protéine par rapport a ’ARNm pourrait
suggérer une régulation post-transcriptionnelle de FKLF-2 dans les différents types
cellulaires. Les oreillettes et les ventricules en formation expriment la protéine tant du coté
gauche que droit. Ce patron d’expression ne suggere pas, a priori, une implication de
FKLF-2 dans la compartimentation atrio-ventriculaire du cceur ni dans la formation de
’axe gauche-droit. De plus, les coussins cardiaques expriment fortement la protéine
FKLF-2. Les coussins cardiaques vont se différencier en valves et en septum
atrioventriculaires®qui eux aussi expriment clairement FKLF-2. Ce patron d’expression
suggere un rdle important de FKLF-2 dans la différenciation du tissu mésenchymateux en
valves. A cet égard, il est intéressant de noter qu’un autre membre de la famille, GKLF, a

été associé a la différenciation de cellules mésenchymateuses. Durant le développement,
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I’ARNm de GKLF est exprimé dans les cellules mésenchymateuses qui se différencieront
en cartilage squelettique et en reins.'” L’expression diminuée du transcrit de GKLF dans
ces organes a I’age adulte suggéere un réle au niveau de la prolifération et/ou différenciation
précoce de ces cellules. L’implication dans la différenciation des cellules
mésenchymateuses pourrait étre conservée entre les membres de la famille XKLF.
Cependant, contrairement 3 GKLF dont ’expression disparait apres la différenciation des
cellules mésenchymateuses, ’expression de FKLF-2 persiste dans les parties du cceur
dérivées du tissu mésenchymateux, ce qui laisse présager une fonction dans le maintien des

cellules différenciées.

En plus d’étre exprimée durant le développement cardiaque, la protéine FKLF-2 est
également présente dans le cceur adulte. Son expression est répandue a travers le cceur.
Les oreillettes et les ventricules gauches et droits expriment FKLF-2. Au niveau des
ventricules, son expression est trés marquée dans le septum atrioventriculaire, le myocarde
et les valves. Ces études d’immunohistologie ont établi le patron d’expression spatio-
temporel du facteur de transcription FKLF-2 tout en lui suggérant un réle dans la formation

et la fonction cardiaques.

Malformations des valves cardiaques

Chez I’humain, la majorité des défauts cardiaques congénitaux est reliée a la
malformation des valves et des membranes des septum.'67 Jusqu’a présent, aucun géne ou
facteur de transcription n’a été identifié comme responsable des malformations valvaires
chez I’humain. Seulement quelques protéines sont exprimées uniquement dans le canal
atrioventriculaire, ou sont situées les cellules mésenchymateuses cardiaques, comme TGF-
B (facteur de croisssance transformant-béta), BMP-4 et la protéine & homéodomaine msx-2.
Cependant, aucune de ces protéines n’est associée a la malformation des valves et leur role
dans la valvulogenése demeure incertain.'®’ Certains facteurs de transcription sont aussi
exprimés dans les cellules précurseurs des valves et des septum et au moins ’'un d’entre
eux, le facteur de transcription FKHL7 (forkhead-like 7), a été génétiquement impliqué
dans la formation des valves et du septum auriculaire.'® En effet, les patients atteints du
syndrome autosomique dominant Axenfed-Rieger ont des malformations oculaires et

certains développent également des malformations au niveau des valves et du septum
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auriculaire. Les patients avec des problémes aux yeux et aux valves ont une mutation dans
FKHL7 mais le nombre de patients étudiés est trop petit pour confirmer statistiquement que
la mutation dans ce facteur de transcription est la cause des malformations. Méme si le role
exact de FKHL7 n’est pas encore établi, il est intéressant de noter que le transcrit de
’homologue de FKHL7 chez la souris, Mf1, est aussi présent dans les coussins cardiaques
ainsi que dans le septum auriculaire durant le développement.'® Un autre facteur de
transcription, NF-Atc, est également un candidat potentiel dans le développement valvaire
puisqu’il est exprimé dans les valves et que son inactivation chez la souris empéche la

75:169

formation des valves et du septum. Par contre, le lien entre NF-Atc et les

malformations congénitales chez I’humain n’est pas connu.

Le patron d’expression de FKLF-2 dans les coussins cardiaques et les valves
atrioventriculaires laisse présager un role de FKLF-2 dans leur formation. Il serait
intéressant d’examiner, chez les patients atteints de malformations valvaires, la séquence
du géne FKLF-2 afin de déterminer si des mutations de FKLF-2 sont associées a des
malformations valvaires. La compréhension de la base génétique des maladies
congénitales des valves aiderait grandement a prévenir les problemes cardiaques

dégénératifs causés par des malformations valvulaires qui ne sont mis a jour que trop tard.

Conservation des Kriippel a travers les especes

Les protéines Kriippel sont conservées chez plusieurs especes, elles se retrouvent de
la levure aux mammiféres.”” Chez tous les organismes étudiés, elles exercent des roles
importants durant le développement. Une conservation entre les différentes especes montre
bien I’importance des XKLFs pour les fonctions vitales de I’organisme; de plus, il semble y
avoir une évolution entre les espéces par la duplication de ces génes. Dans les organismes
inférieurs, peu de XKLFs sont identifiés tandis que chez les mammiferes, comme la souris

et ’humain, 17 membres sont connus.

Les facteurs de transcription de la famille XKLF doivent leur nom a la proteine

Kriippel retrouvée chez la drosophile. Kriippel a été montrée nécessaire au développement

170;171

de I’abdomen de la mouche. La drosophile exprime également les facteurs de
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transcription Buttonhead et D-Spl. Ce demier est trés similaire fonctionnellement et
structurellement a la protéine Spl chez ’humain'™*'” tandis que Buttonhead a 66%
d’homologie avec FKLF-2 (Pubmed unigéne). Des études de mutations ont montré que
Buttonhead et D-Sp1 sont tous les deux requis pour le développement des antennes et qu’en
plus Buttonhead est nécessaire a la formation des segments de la mandibule et ceux
intercalaires.'’*'”™ Les membres de la famille XKLF présents chez la drosophile jouent

donc un réle clé durant le développement.

Chez la levure Saccaromyce cerevisiae, il y a deux facteurs de transcription
similaires, Miglp et Mig2p, qui contiennent les deux premiers doigts de zinc de la famille
XKLF et qui régulent les genes via des régions riches en GC."™!'7> 1ls sont impliqués dans
la répression du glucose pour favoriser ’utilisation d’autres sources de carbone et jouent
ainsi un role important dans la survie de la levure. Un autre facteur de transcription de type
XKLF a été identifié chez la levure, Azfl (Asparagine zinc finger protein) qui est
homologue a FKLF-2 a 40%'"°(Pubmed unigene). Azfl est une protéine nucléaire qui
active la cycline CLN3 qui est impliquée dans le controle du cycle cellulaire; une forte
expression de CLN3 diminue la durée de la phase G1."7 Azfl est hautement régulé et son
expression est augmentée dans les milieux de glucose.m;”(’ Dans les environnements
riches en glucose, Azfl augmente ’activation de CLN3 qui a son tour rend la phase G1
plus courte et permet a la levure de passer plus rapidement a travers le cycle cellulaire pour
obtenir une croissance plus accélérée. En contrélant CLN3, Azfl est impliqué dans la

régulation du cycle cellulaire chez la levure.

Les XKLFs sont également présents chez le nématode Caenorhabditis elegans.
Mua-1 est un membre de la famille impliqué dans le bon positionnement des muscles et
dans I’attachement du nerf ventral durant le développement.”&]78 Une protéine, ZK858.4,
homologue 4 FKLF-2 4 66% est aussi présente chez le nématode (Pubmed unigene). Elle
semble étre un facteur de transcription et ’inactivation de cette protéine par interférence
avec ’ARNm est létale a I’étape embryonnaire, ce qui suggere un rdle primordial de

ZK858.4 dans le développement.'”

Chez le poisson Danio rerio, cinq membres de la famille XKLFs ont été isolés a

partir d’une librairie de cDNA de reins.'®® Trois des protéines identifiées, Kif2a, KIf2b et
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KIf4, sont des orthologues de LKLF. Ces trois orthologues sont présents dans le systéme
hématopoiétique en développement, ce qui suggeére une conservation de la fonction des
XKLFs dans la formation des cellules sanguines.'®® Le role de KIf4 dans la formation du
systtme hématopoiétique a été analysé par inactivation de la protéine a l'aide de
morpholinogénes; I’absence de Klf4 entraine une diminution du nombre de cellules
sanguines chez le poisson.'®' Cette baisse de cellules sanguines peut s’expliquer par le fait
que KlIf4 est un activateur des génes GATA-1 et globine-B, deux joueurs importants du

1

systeme hématopoiétique.'®’  Chez I’amphibien Xenopus laevis, le systéme érythroide est

également sous la régulation d’un facteur de transcription de la famille XKLF. Ce facteur,

neptune, a une grande homologie avec les membres LKLF et GKLF et il est fortement

82 Neptune interagit avec xGATA-1, ’homologue

182

exprimé dans les ilots de sang ventraux.
de GATA-1 chez la grenouille, pour activer le géne de la globine. Les systemes
érythroides des poissons, des grenouilles et des mammiféres sont donc sous le contr6le des

XKLFs.

Chez les mammiferes, la famille grandissante des XKLF comprend 17 membres et
ces protéines sont impliquées autant dans la différenciation et la prolifération cellulaires
que dans la régulation du cycle cellulaire et 'oncogenése.'”  Selon des études
d’inactivation génique chez la souris, plusieurs facteurs XKLFs sont nécessaires a des
stades trés précoces du développement (voir Introduction). FKLF-2 est un nouveau
membre de la famille et son réle dans I’embryogenése n’a pas encore été défini. Dans les
organismes inférieurs, les protéines ayant une grande homologie avec FKLF-2 semblent
étre impliquées dans le développement. Puisque FKLF-2 est exprimé de fagon
prédominante et précocement dans le cceur, cela suggére un réle important lors du
développement cardiaque. La fonction de FKLF-2 au niveau de la transcription cardiaque a

été investiguée au cours de ce projet de recherche.

Régulation transcriptionnelle du géne BNP

Le BNP est une hormone cardiaque importante dans la régulation de la pression
artérielle. L’expression du géne BNP est hautement régulée au cours du développement
embryonnaire et post-natal. De plus, son expression diminuée chez 1’adulte augmente lors

de I’hypertrophie ventriculaire ainsi qu’en réponse a divers stress cardiaques. Ces
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modulations se font essentiellement au niveau transcriptionnel. Le promoteur du géne BNP
comprend plusieurs éléments cis-régulateurs qui sont ciblés par diverses classes de facteurs
de transcription. Ces derniers incluent les membres de la famille GATA (GATA-4/6), la
famille NK (Nkx2.5), les protéines NF-AT et la famille Kriippel (Y'Y1).>*#04¢75183 1) et
intéressant de noter que tous ces facteurs de transcription sont des régulateurs clé du
développement cardiaque (voir Introduction). Le promoteur proximal de BNP contient,
entre autres, un site CTCCAT qui lie la protéine YY1, un facteur qui peut activer ou
réprimer la transcription et qui, dans le cas de BNP, agit comme activateur.’® Entre le site
de YY1 et les sites GATA, se trouve un élément CACCC conservé, dont le role dans la
régulation de BNP restait a élucider. Dans la présente étude, nous avons montré que le site
CACCC est un nouvel élément cis-régulateur important pour la transcription du gene BNP.
En effet, la boite CACCC est nécessaire a l’expression maximale de BNP dans les
cardiomyocytes de rats post-natals. En plus du BNP, d’autres promoteurs cardiaques tels
’ANF, la troponine cardiaque, I’actine cardiaque alpha et la chaine béta lourde de la
myosine possédent une boite CACCC. Dans le cas du promoteur de la troponine cardiaque,
lorsque la boite CACCC est mutée, 1’activité transcriptionnelle dans les cardiomyocytes est

¥ De plus, cet élément régulateur est directement lié par quatre différents

diminuée.'
facteurs présents dans les extraits nucléaires de cardiomyocytes dont les facteurs
ubiquitaires Sp1 et Sp3.'®> En effet, Sp1 régule la transcription des génes via des régions
riches en GC et via des boites CACCC.'” Dans le systéme érythroide, Sp1 active le géne
de la globine en liant la boite CACCC.* Cette activation est potentialisée par une
interaction directe avec GATA-1.”” En plus du géne de la globine, les éléments cis-
régulateurs GATA et CACCC sont essentiels a D’expression d’autres genes
hématopoiétiques dont GATA-1 et un récepteur des lymphocytes T.%%!% [ es éléments
GATA et CACCC se retrouvent également dans les promoteurs cardiaques. Il est
intriguant de constater que 1’organisation des éléments régulateurs sur les promoteurs de
génes hématopoiétiques et cardiaques sont similaires et qu’ils sont contrdlés par des
protéines de la méme famille mais qu’ils sont exprimés dans différents tissus. Ceci souleve
la question de la spécificité tissulaire de ces promoteurs. Il est évidemment possible que
des éléments régulateurs voisins, qui restent a identifier, dirigent I’expression de maniére
tissu-spécifique. Il se peut également que le patron d’expression spécifique a chaque

promoteur soit dii & I’interaction des différents membres de la famille GATA ou XKLF, a
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des co-activateurs ou des co-répresseurs qui sont eux-mémes histo-spécifiques ou qui

interagissent de facon différentielle avec les parties variables des différentes protéines.

Le promoteur proximal du BNP contient les sites GATA et CTCCAT nécessaires a
son activité maximale dans les cardiomyocytes et qui lient respectivement GATA-4 et
YY1.4% Ces deux facteurs de transcription coopérent dans ’activation du géne BNP,
cependant, cette interaction fonctionnelle n’implique pas une liaison directe entre les deux
facteurs de transcription.”® La régulation du géne BNP par FKLF-2 via la boite CACCC
permet de proposer une hypothése sur le modele d’interaction entre GATA-4 et YY1. En
effet, nous avons démontré que FKLF-2 lie et active le promoteur du BNP via la boite
CACCC et que cette activation est potentialisée par une interaction directe avec GATA-4.
D’autre part, il est connu que les membres de la famille XKLF interagissent physiquement
entre eux via leurs doigts de zinc.”® 1l est donc possible que FKLF-2 serve d’échafaud et
qu’il permette la formation d’un complexe contenant GATA-4 et YY1 favorisant ainsi
I’interaction des trois facteurs de transcription. Il serait donc intéressant de tester si FKLF-
2 et YY1 peuvent agir de concert pour activer le promoteur du BNP ou si ces deux facteurs

de transcription entrent en compétition pour lier I’ADN et/ou interagir avec GATA-4.

Enfin, notre étude a montré que le site CACCC est un élément important pour la
transcription histo-spécifique du BNP, par contre, son rdle dans la régulation
transcriptionnelle en réponse a divers stress ou stimuli n’a pas été abordé. A cet égard, il
est intéressant de noter que dans les fibroblastes cardiaques, la stimulation a I’angiotensine
II, une hormone qui induit le géne BNP ainsi que I’hypertrophie cardiaque, augmente la
concentration d’IKLF.'” Le mécanisme de cette induction n’est pas connu mais suggere
que la famille XKLF pourrait étre impliquée dans la reprogrammation génique qui
caractérise I’hypertrophie cardiaque. Il est donc possible que la boite CACCC soit un
élément régulateur qui est impliqué dans I’induction du BNP associée a I’hypertrophie

cardiaque.
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Régulation des genes par les XKLFs

Tel que décrit dans I’Introduction, les XKLFs régulent les génes en se liant a la
boite CACCC ou a des régions riches en GC et sont impliqués dans
I’embryogenése.””'®!%!2  Le membre fondateur de la famille, EKLF, ainsi que BKLF
semblent importants pour le développement du systeme hématopo'l'étique.ll3 12 GKLF est
essentiel pour la différenciation finale des cellules de I’épiderme'"* tandis que LKLF est
nécessaire au développement du systéme vasculaire.''” Parmi les quatre XKLFs exprimés
dans le cceur, soit GKLF, LKLF, BKLF et FKLF-2, seulement FKLF-2 n’a pas encore de

réle connu in vivo.

Roles fonctionnels de FKLF-2

FKLF-2 a un patron d’expression similaire au BNP durant le développement
cardiaque et en plus, la boite CACCC semble étre un élément important dans la régulation
de BNP. Pour vérifier si FKLF-2 est un facteur de transcription régulant le géne BNP, des
transfections ont été faites dans les cellules embryonnaires P19 qui ont la capacité de se
différencier en cardiomyocytes lorsqu’elles sont induites par le DMSO. Les études ont été
faites dans ces cellules puisque c’est la lignée cellulaire testée qui contient le moins de
XKLFs endogenes (résultats non montrés). Les autres lignées testées étaient les NIH 3T3,
293 T, HeLa, C2C12 et CV1. Elles contiennent toutes des protéines ayant la capacité de
lier la sonde CACCC du BNP. Les XKLFs se retrouvent dans la majorité des tissus et dans
toutes les lignées cellulaires provenant de mammiféres. En effet, le facteur Spl qui fait
parti de la grande famille des Kriippel est capable de lier les sites CACCC et son expression
est ubiquitaire.'” La présence de XKLFs endogénes peut fausser les résultats des
expériences effectuées, il est donc important de travailler avec des modeles contenant peu
de XKLFs. Dans les cellules P19, il y a des protéines nucléaires qui peuvent lier la boite
CACCC de BNP mais en moins grande quantité que dans les autres lignées cellulaires. Par
contre, ces protéines et leurs effets sur les XKLFs étudiés ne sont pas connus. Selon les
transferts de Western effectués, les cellules P19 non-différenciées n’expriment pas de fagon
endogeéne la protéine FKLF-2. Il serait intéressant de traiter les cellules P19 avec du

DMSO pour induire leur différenciation en cellules cardiaques et de vérifier le niveau
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d’expression de la protéine FKLF-2 endogene. Il est fort probable que la protéine FKLF-2
puisse étre détectée dans les P19 différenciées a 1’aide du DMSO puisqu’elle est présente
de fagon endogéne dans les cultures de cardiomyocytes de rats post-natals et dans les

cellules cardiaques de souris.

Dans les cellules P19, ’activité du promoteur BNP est augmentée lorsqu’il y a ajout
de FKLF-2. En mutant ou en enlevant 1’élément CACCC, FKLF-2 n’est plus en mesure
d’activer le BNP. Cela confirme le réle activateur de FKLF-2 via la boite CACCC. Pour
déterminer si cette activation était le fruit d’un contact direct entre le promoteur de BNP et
FKLF-2 ou si I’effet produit était indirect, des études de retard sur gel ont été faites. Ces
études montrent que FKLF-2 lie directement le sitt CACCC de BNP. Ainsi, FKLF-2
active les génes par sa liaison a I’élément cis-régulateur CACCC. La spécificité de la
liaison entre FKLF-2 et ’ADN a été démontrée par des études de compétition. La protéine
FKLF-2 surexprimée dans les cellules P19 est marquée a I’extrémité de sa partie N-
terminale avec I’épitopte HA. Les anticorps anti-HA et anti-FKLF-2 ont été pré-incubés
avec les extraits nucléaires et ils ont ensuite été mis en présence de la sonde contenant le
site CACCC de BNP. Aucun des deux anticorps n’est parvenu a ralentir la migration du
complexe formé par la sonde et la protéine FKLF-2 ou a empécher la liaison entre la boite
CACCC et FKLF-2 (résultats non montrés). Les deux anticorps sont dirigés contre la
partie N-terminale de FKLF-2 et les deux ne sont pas en mesure de reconnaitre cette partie
lorsque FKLF-2 interagit avec ’ADN. Il est donc probable que I’interaction de FKLF-2
avec ’ADN masque sa partie N-terminale empéchant ainsi les anticorps de reconnaitre
FKLF-2. 1l serait intéressant d’investiguer si un anticorps dirigé contre les 88 derniers
acides aminés en C-terminal de FKLF-2, situés apres les doigts de zinc, pourrait
reconnaitre spécifiquement la protéine liée & ’ADN. Vu que des extraits de cellules de
mammiféres surexprimant FKLF-2 ont été analysés, il est aussi possible que des co-
facteurs endogénes soient recrutés a la partie N-terminale de FKLF-2 une fois la protéine
associée 4 ’ADN. Pour tester cette hypothése, des études de retard sur gel pourraient €tre
faites avec une protéine recombinante produite chez la bactérie, telle une fusion MBP-
FKLF-2. Il serait également intéressant de vérifier si FKLF-2 lie le site CACCC de BNP in
vivo par immunoprécipitation de la chromatine (ChiP) en utilisant des extraits nucléaires de

cardiomyocytes. De plus, cette technique nous permettrait de connaitre les autres cibles
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d’interaction de FKLF-2 et de tester si ces cibles sont les mémes dans les oreillettes et dans

les ventricules.

Pour investiguer si FKLF-2 peut avoir une fonction dans le ceeur, la présence de la
protéine a été détectée par transfert de Western. FKLF-2 est exprimée dans les ventricules
et les oreillettes adultes mais son expression est prédominante dans les oreillettes. Cela
correle avec les résultats des études de transfections dans les cardiomyocytes de rats post-
natals qui montrent que ’activité de la boite CACCC est plus importante dans les oreillettes
que dans les ventricules. En ayant plus de protéine FKLF-2 endogéne dans les oreillettes, il
est normal que I’expression de BNP soit plus affectée par la mutation ou la délétion de la
boite CACCC dans les oreillettes que dans les ventricules. De plus, dans les oreillettes,
deux bandes apparaissent lorsque FKLF-2 est détecté tandis qu’une seule bande est visible
dans les ventricules. La deuxiéme bande n’a pas encore été identifiée mais, comme il a
déja été montré que FKLF-2 peut étre phosphorylé,'?! il est fort probable que ce soit des
formes plus ou moins phosphorylées de FKLF-2 qui sont détectées par I’anticorps. Pour
déterminer la fonction de FKLF-2 dans les cellules cardiaques, des transfections dans des
cultures primaires de cardiomyocytes de rats 4gés de quatre jours ont été effectuées. Dans
les oreillettes, FKLF-2 active le promoteur de BNP via le site CACCC tandis qu’il n’a
aucun effet sur I’activité de BNP dans les ventricules. Ce résultat est surprenant puisqu’il y
a plus de FKLF-2 endogéne dans les oreillettes que dans les ventricules, le promoteur de
BNP doit donc étre plus activé a 1’état basal dans les oreillettes que dans les ventricules.
Cela suggere que FKLF-2 agit de concert avec un co-activateur présent dans les oreillettes
mais pas dans les ventricules ou qu’il y a un co-répresseur dans les ventricules. Pour
trouver le co-facteur de FKLF-2 dans les cellules cardiaques des expériences de double
hybride pourraient étre effectuées ou encore les complexes FKLF-2 pourraient étre isolés et

les composantes identifiées par spectrométrie de masse.

Spécificité ou redondance des XKLFs

Malgré ’expression tissu-spécifique de la majorité des XKLFs, certains tissus
expriment plusieurs XKLFs. Les mécanismes par lesquels les XKLFs interagissent entre

eux et régulent les génes ne sont pas bien étudiés. Le systéme hématopoiétique semble étre
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un bon modéle pour la compréhension des XKLFs puisque le systéme érythroide et les

lymphocytes T expriment plusieurs XKLFs dans les mémes types cellulaires.

Systéme érythroide

La dissection génique de la différenciation hématopoiétique a grandement contribué
4 la compréhension de la régulation génique par les XKLFs. En effet, les souris
n’exprimant pas EKLF meurent au jour E15 a cause d’une B-thalassémie sévere.'"%1 De
plus, chez ces souris, ’expression de BKLF est diminuée, ce qui suggére une relation entre

8  Dans ce

les deux membres de la famille XKLF dans une boucle de rétroaction.'
mécanisme, EKLF active les génes érythroides tandis que BKLF les réprime. EKLF
activerait les génes hématopoiétiques mais en méme temps il augmenterait I’expression de
BKLF. A son tour, BKLF réprimerait les génes activés par EKLF pour garder une balance
dans D’activation des promoteurs. EKLF et BKLF sont présents dans les mémes types
cellulaires mais EKLF a une meilleure affinité pour les sites CACCC de la globine adulte
béta tandis que BKLF lie mieux la globine feetale gamma.''#'**  EKLF semble donc
important pour la régulation de la globine adulte tandis que BKLF est nécessaire a la
globine feetale. Ainsi, la différence dans 1’affinité de ces deux facteurs de transcription aux

sites CACCC joue un réle important dans le développement et le maintien des cellules

hématopoiétiques et peut également expliquer en partie la spécificité des XKLFs.

En plus d’interagir avec BKLF, EKLF agit de concert avec un facteur de
transcription a deux doigts de zinc de la famille GATA, soit GATA-1. Sur le promoteur de
la globine, il y a deux sites GATA a proximité d’un site CACCC. GATA-1 active le gene

A8 GATA-1 régule aussi la globine en

de la globine en se liant aux sites GAT
interagissant physiquement et fonctionnellement avec EKLF.” Le complexe formé par
GATA-1 et EKLF peut activer le géne de la globine. Cette structure de promoteur est
retrouvée dans d’autres systémes en particulier dans les lymphocytes T et dans les cellules

cardiaques.
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Lymphocytes T
Les lymphocytes T forment une ligne de défense importante pour I’organisme. Ces
cellules immunitaires reconnaissent les antigénes situés a la surface des molécules
étrangéres et éliminent ces dernitres.'”® Pour atteindre cette maturité, les cellules doivent
passer par plusieurs étapes de réarrangement de leurs récepteurs. Un de ces récepteurs est
le PDB qui est spécifique & la réorganisation génique des lymphocytes T durant leur
maturation.'® Dans les lymphocytes T, au moins trois membres de la famille XKLF sont
exprimés ainsi qu’un membre de la famille GATA soit GATA-3 qui est essentiel pour la

différenciation des lymphocytes T.'*''*?

De plus, les lymphocytes T expriment trois facteurs de transcription de la grande
famille Kriippel, soit Sp1, LKLF et FKLF-2.'9"251%0 §p1 est un facteur ubiquitaire qui est

% Pour sa part,

impliqué dans la régulation de plusieurs geénes de maintien cellulaire.'
LKLF semble jouer un réle dans la maturation des lymphocytes T.1% 11 est exprimé dans
les lymphocytes en différenciation mais sa présence n’est plus détectée lorsque les cellules
immunitaires ont atteint leur maturité. FKLF-2 est aussi présent dans les lymphocytes T,
par contre, il n’est pas établi s’il est présent au cours du réarrangement génique des
lymphocytes. In vitro, FKLF-2 semble nécessaire a la différenciation terminale des
lymphocytes T, lorsqu’ils ont été activés par un antigéne.'”' L’interaction exacte entre ces
trois XKLFs et GATA-3 n’est pas encore comprise. Néanmoins, il a été démontré que pour
la maturation des lymphocytes T, le promoteur PD doit étre activé par Sp-1 et GATA-3.'%¢
Ainsi, LKLF pourrait étre impliqué dans la différenciation terminale des lymphocytes
tandis que FKLF-2 aurait plut6t une fonction au niveau des lymphocytes T activés. Ces
trois membres de la grande famille Kriippel présents dans les mémes cellules ne semblent
pas agir sur les mémes génes mais plutdt a des moments différents de la différenciation.
L’interaction entre les XKLFs lymphocytaires est donc treés différente de celle des XKLFs
érythroicytaires oll les membres agissent en antagoniste dans une boucle de rétroaction.

Cependant, dans les deux cas, ’interaction est conservée entre les familles GATA et XKLF

durant la différenciation.
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Systéme cardiaque

Le role des protéines XKLF dans le cceur n’a pas encore été déterminé. De plus,
méme si plusieurs promoteurs cardiaques contiennent des éléments GATA et CACCC
juxtaposés, I’interaction fonctionnelle entre ces deux €léments régulateurs n’a jamais été
étudiée. Le promoteur BNP contient deux sites GATA situés pres d’un site CACCC et
cette organisation a été conservée durant 1’évolution. En se basant sur I’interaction
documentée des systémes érythroide et lymphocytaire entre les protéines GATA et XKLF,
et étant donné que GATA-4 et FKLF-2 activent tous les deux le promoteur BNP, on a testé
I’interaction entre GATA-4 et FKLF-2 sur le promoteur BNP. Dans les cellules P19,
I’activation du promoteur BNP par FKLF-2 est augmentée de fagon synergique en présence
de GATA-4. Le domaine de transactivation C-terminal de GATA-4 semble étre nécessaire
a la synergie avec FKLF-2. La nécessité d’avoir le doigt de zinc C-terminal ainsi que la
partie C-terminale de GATA-4 est également retrouvée pour la synergie entre GATA-4 et
SRF (serum response factor) sur le promoteur de I’ANF.'"" Dans les érythrocytes, le doigt
de zinc en C-terminal de GATA-1 est requis pour la synergie avec Sp1.”” Ainsi, le doigt de
zinc en C-terminal semble avoir une fonction conservée a travers les membres de la famille
GATA pour établir des synergies avec leurs co-activateurs. En plus de la synergie entre
GATA-4 et FKLF-2, des essais d’interaction in vitro montrent que ces deux protéines
forment un complexe méme en abscence de I’ADN. Donc, FKLF-2 pourrait recruter
GATA-4 au site CACCC alors que GATA-4 pourrait recruter FKLF-2 aux sites GATA.

Les deux protéines sont donc des co-activateurs réciproques.

D’autres membres de la famille XKLF sont exprimés dans le cceur. L’analyse par
RT-PCR a démontré que I’ARNm de LKLF, BKLF, GKLF et FKLF-2 est présent dans les
oreillettes et les ventricules ol ils pourraient étre importants dans la régulation de génes
cardiaques. Des études de retard sur gel et de transfections dans les cellules P19 ont
montré que GKLF peut lier la boite CACCC de BNP et activer le promoteur de BNP mais
de fagon moindre que FKLF-2 (résultats non montrés). Cela sous-tend qu’au moins deux
facteurs XKLFs peuvent activer des geénes cardiaques. Il serait donc important de
confirmer la présence de la protéine GKLF dans les cardiomyocytes et d’analyser par la
suite ’interaction exacte entre GKLF et FKLF-2 dans le cceur. Comme BKLF et LKLF

sont également exprimés dans les cardiomyocytes, il serait aussi intéressant de tester si,
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comme dans les érythrocytes, I’un d’entre eux agit en antagoniste de FKLF-2 au niveau du

gene BNP.

Le motif CACCC est présent dans la région régulatrice de plusieurs genes
cardiaques dont I’ANF, la troponine cardiaque, 1’actine cardiaque alpha et la chaine béta
lourde de la myosine. Ces génes sont donc des cibles potentielles pour FKLF-2 et/ou les
autres XKLFs. Pour vérifier si FKLF-2 peut activer d’autres promoteurs, des études de
transfections ont été faites dans les cellules P19 avec différents promoteurs de genes
cardiaques ayant un site CACCC. En plus d’activer le BNP, FKLF-2 semble également
activer, mais de fagon moindre les promoteurs de I’ANF et de I’actine cardiaque alpha. Par
contre, les autres genes testés, soit la chaine lourde de la myosine J, ’actine cardique o et
’actine squelettique, ne semblent pas étre affectés par la présence de FKLF-2. En
examinant les promoteurs des génes utilisés, seuls ’ANF et le BNP contiennent un site
CACCC et deux sites GATAs. L’ANF a deux sites CACCC qui sont séparés des deux sites
GATA par 65 paires de base tandis que dans le cas du BNP, les sites GATA sont
juxtaposés au site CACCC. Le promoteur proximal de I’actine cardiaque alpha ne contient
pas de site GATA mais il a un site CACCC qui semble étre régulé par FKLF-2. Pour sa
part, le promoteur de I’actine squelettique cardiaque est composé d’un site CACCC et d’un
site GATA séparés par 63 paires de base et FKLF-2 n’a aucun effet sur son activation.
FKLF-2 ne parvient pas non plus a activer le promoteur de la chaine lourde de la myosine
béta qui contient pourtant trois sites CACCC dont deux sont situés cote a cote et a 60 paires
de bases du site GATA. Etant donné que seul BNP est fortement activé par FKLF-2 et
qu’il est le seul promoteur a avoir le sitt CACCC juxtaposé au site GATA, une interaction
entre les boites CACCC et GATA est peut-étre nécessaire pour I’activation des genes
cardiaques. Il est aussi possible que FKLF-2 n’ait pas la méme affinité de liaison pour les
sites CACCC des autres promoteurs. Pour vérifier cette hypothese, il serait intéressant
d’effectuer des études de retard sur gel pour démontrer si FKLF-2 ou les autres XKLFs
présents dans les cardiomyocytes lient les différents éléments CACCC sur ces promoteurs

et de déterminer I’affinité relative de FKLF-2 pour chaque promoteur.



103
Roles putatifs de FKLF-2 dans les tissus extra-cardiaques

Chez I’adulte, la distribution tissulaire de FKLF-2 est controversée. Certaines
études affirment que ce facteur de transcription est exprimé de fagon ubiquitaire'?*"'#?
tandis qu’un groupe de recherche a montré qu’il a une expression restreinte au ceeur, aux

"9 Cette différence entre les études peut

muscles squelettiques et a la moelle osseuse.
s’expliquer par les moyens de détection utilisés. Les techniques utilisées sont la RT-PCR
et le transfert Northern. La divergence entre les résultats pourrait provenir des
oligonucléotides ou de la sonde utilisés. La partie de la sonde utilisée n’était pas toujours
décrite ou elle correspondait aux doigts de zinc. Les doigts de zinc sont trés conservés
entre les XKLFs et différents membres de la famille sont présents dans tous les tissus. Il
est donc fort possible que I’inclusion de la région des doigts de zinc dans la sonde ait

détecté d’autres membres de la famille en plus de FKLF-2.

Selon les études d’immunohistologie, FKLF- 2 est prédominant dans le cceur durant
le développement mais il est aussi exprimé dans d’autres tissus. En plus d’étre exprimé
dans le cceur, FKLF-2 est présent dans le cerveau en développement. Le cerveau est
’organe a partir duquel BNP a été isolé.!” FKLF-2 est un régulateur du géne BNP dans
les cellules cardiaques et il est possible qu’il I’active également dans les cellules cervicales
et qu’il soit ainsi impliqué dans le développement et le maintien du cerveau. Durant toute
I’embryogenése, FKLF-2 est aussi exprimé dans les cellules épithéliales entourant
’embryon. En appliquant le modéle du systéme érythoide, il est possible que GKLF, qui
est aussi nécessaire pour la différenciation terminale des cellules de la peau, et FKLF-2
interagissent durant le développement, FKLF-2 a un niveau plus précoce que GKLF.
FKLF-2 est également exprimé dans les muscles squelettiques durant le développement ou
certains génes cardiaques sont exprimés, ce qui suggére des mécanismes de régulation
similaires pour ces deux types musculaires. La troponine cardiaque C et la chaine béta
lourde de la myosine (B-MHC) sont exprimées dans le cceur et dans les muscles
squelettiques et leurs promoteurs contiennent un site CACCC, ce qui en font des cibles
potentielles pour FKLF-2. Aucune étude n’a été faite pour vérifier si le promoteur de la
troponine est régulé par FKLF-2 dans le cceur ou les muscles squelettiques. Le promoteur

de la B-MHC a été testé dans les cardiomyocytes et il ne semble pas répondre a I’ajout de
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FKLF-2. Il est cependant possible que dans les muscles squelettiques FKLF-2 coopeére

avec d’autres activateurs pour réguler le géne de la B-MHC.

Le role de FKLF-2 a I’extérieur du cceur n’a pas été investigué dans cette étude.
Quelques fonctions ont été proposées pour FKLF-2 chez I’adulte. Premierement, FKLF-2
pourrait étre impliqué dans la réponse immunitaire, plus précisément dans la différenciation

21 : . ’ . N . . .
1ZLIGLIS  pRTF.2 est exprimé de trois & cinq jours suivant

des lymphocytes T activés.
’activation des lymphocytes T et son expression coincide avec celle de RANTES, une
cytokine chemoattractive. FKLF-2 active le promoteur RANTES via un site CTCCC. Une
autre fonction proposée pour FKLF-2 est le controle de I’expression de la myosine alpha 22
dans les muscles lisses.'”'*" Le rdle de la myosine alpha 22 n’est pas encore connu mais
elle est un marqueur des cellules des muscles lisses. De plus, lorsqu’il y a une coupure
dans les cellules vasculaires des muscles lisses, une protéine qui a les doigts de zinc des
XKLFs est induite.'* 1 se peut que cette protéine soit FKLF-2 et qu’elle soit impliquée
dans la réparation des vaisseaux des muscles lisses. Cette fonction concorderait avec le
patron d’expression de FKLF-2 durant le développement puisque notre analyse
immunohistologique a montré la présence de FKLF-2 dans les muscles de 1’abdomen
(résultats non montrés). Durant le développement, FKLF-2 est exprimé dans les cellules
endothéliales entourant I’embryon. Le promoteur du gene endothélial PECAM-1
(molécule d’adhésion des plaquettes et des cellules endothéliales 1) contient un site GATA
et un site CACCC.'"® GATA-2 régule le geéne PECAM-1'" et il serait intéressant de
vérifier si ce géne est également contrdlé par FKLF-2 ou un autre XKLF. Finalement, il a
été proposé que FKLF-2 soit impliqué dans la régulation de la différenciation des
érythrocytes puisqu’il active le géne de la globine feetale y et qu’il est présent dans la
moelle osseuse.'”’ Ainsi, en plus d’étre impliqué dans le développement cardiaque, FKLF-

2 pourrait participer a divers processus biologiques chez I’adulte.

Perspectives

Cette étude a ouvert des portes sur d’autres questions concernant le role des XKLFs
au niveau du cceur. L’ARN de quatre membres de la famille, GKLF, BKLF, LKLF et

FKLF-2, est exprimé dans les cardiomyocytes mais la présence des protéines n’a pas €té
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démontrée sauf pour FKLF-2. Il serait important de montrer par transfert de Western et par
immunohistochimie si les protéines des trois autres XKLF sont présentes dans les
cardiomyocytes. Des anticorps commerciaux (Santa Cruz biotechnology Inc.)
reconnaissant la partie N-terminale de GKLF et LKLF sont disponibles. Un anticorps
contre la partie N-terminale de BKLF a été généré par un groupe de recherche mais cet

12 Cette reconnaissance risque de

anticorps reconnait aussi le premier doigt de zinc.
diminuer beaucoup la spécificité de I’anticorps puisque les XKLFs ont une grande
homologie dans leurs doigts de zinc. Avant d’utiliser cet anticorps, ainsi que les anticorps
commerciaux, il serait prudent de tester leur spécificité. S’il y a une régulation post-
transcriptionnelle de I’ARNm qui empéche les protéines d’étre exprimées dans le cceur, il
n’est pas pertinent de continuer d’étudier le réle cardiaque de ces XKLFs. Par contre, si les
protéines sont exprimées, il serait intéressant de déterminer leur fonction. FKLF-2 a été
montré comme un puissant activateur de BNP mais le role des autres XKLFs cardiaques
demeure inconnu. Il serait intéressant de faire des études de transfections transitoires et de
retard sur gel pour répondre a cette question. Les transfections montreraient si les XKLFs
sont des activateurs ou des répresseurs du BNP et si la régulation passe par le site CACCC.
Des études préliminaires ont montré que GKLF active le BNP mais de fagon moindre que
FKLF-2 (résultats non montrés). Les études de retard sur gel pourraient expliquer si ces
facteurs de transcription se lient directement & I’ADN ou si leurs effets sont indirects. En
faisant des compétitions au niveau de la liaison a I’ADN entre les différents XKLFs, leur

affinité pour le site CACCC peut étre déterminée. Cela permettrait de savoir si un des

membres est favorisé pour ce site et de mieux comprendre la relation entre les XKLFs.

FKLF-2 a été montré comme un co-facteur de GATA-4. La partie N-terminale de
GATA-4 s’est révélée nécessaire pour qu’il y ait une potentialisation de I’activation de
FKLF-2 mais il serait intéressant de constater si cette partie est également essentielle a
Pinteraction physique des deux protéines. De plus, il serait d’intérét de savoir quelles
portions de la protéine FKLF-2 sont nécessaires pour les interactions fonctionnelle et
physique avec GATA-4. En se basant sur I'interaction entre Spl et GATA-1 qui requiert
les trois doigts de zinc de Spl,”’ les trois doigts de zinc de FKLF-2 seraient requis
I’interaction avec GATA-4. 1l serait aussi intéressant de vérifier si ’interaction entre la

famille GATA et la famille XKLF se limite & un seul membre de la famille ou si les autres
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XKLFs cardiaques peuvent également interagir avec GATA-4 pour réguler le gene BNP ou

d’autres geénes cardiaques.

La co-activation entre FKLF-2 et GATA-4 améliore la compréhension de la
régulation des génes cardiaques mais ne parvient pas a expliquer pourquoi FKLF-2 active
le promoteur BNP dans les oreillettes mais n’a aucun effet dans les ventricules puisque
GATA-4 est présent dans ces deux tissus. Il y a probablement un activateur dans les
oreillettes ou un répresseur dans les ventricules qui améne a cette différence d’activation.
L’identification de ce co-facteur pourrait se faire par co-immunoprécipitation (Co-Ip).
Cette technique permettrait de connaitre les protéines qui interagissent avec FKLF-2 in vivo

et peut-étre d’identifier un facteur spécifique aux oreillettes ou aux ventricules.

FKLF-2 régule le BNP dont I’expression est plus élevée chez les patients ayant de

-84 e
798+ 11 serait intéressant

’insuffisance cardiaque ou une hypertrophie du ventricule gauche.
de vérifier s’il y a un changement dans la concentration protéique et/ou des modifications
post transcriptionnelles, telle la phosphorylation, de FKLF-2 lorsqu’une hypertrophie est
induite, possiblement avec I’angiotensine II, dans les cardiomyocytes. Cela pourrait

permettre de mieux comprendre le role de FKLF-2 dans le ceeur adulte.

L’ensemble des résultats supporte un réle pour FKLF-2 dans le développement
cardiaque. Pour établir le role de FKLF-2 in vivo, il faudrait produire des souris
transgéniques surexprimant ou sous-exprimant FKLF-2. En particulier, I’inactivation du
géne FKLF-2 chez les souris permettrait d’établir sa fonction lors de I’embryogenese. Le
phénotype escompté est une malformation cardiaque, tres probablement aux niveaux des
valves ou peut-étre un phénotype plus précoce dans la cardiogenese car FKLF-2 est
exprimé trés tot dans le cceur en développement et semble interagir avec GATA-4 dans la

régulation de genes cardiaques.
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Conclusion

Les XKLFs sont des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de
mécanismes biologiques importants et ils sont nécessaires au développement de plusieurs
tissus dont le tissu hématopoiétique, 1’épiderme et les parois des vaisseaux sanguins. La
présente étude suggére un role pour la famille XKLF dans le développement cardiaque.
FKLF-2 active un géne cardiaque, le BNP, en se liant directement au site CACCC et
interagit physiquement avec GATA-4, un régulateur clé du muscle cardiaque. Les deux
familles de facteurs de transcription a doigts de zinc, les familles GATA et XKLF,
interagissent pour moduler I’expression de génes cardiaques. Le patron d’expression de
FKLF-2 ainsi que sa capacité a activer des genes cardiaques suggérent fortement que ce

facteur de transcription est impliqué dans le développement cardiaque.

Le but de la recherche fondamentale est de mieux comprendre les mécanismes
régulant I’organisme afin de connaitre les secrets du corps humain pour prévenir ou traiter
la maladie et ainsi améliorer la qualité de vie de la population. Les malformations
congénitales cardiaques constituent une des principales complications a la naissance,
comprenant surtout des problémes valvulaires et les maladies cardiovasculaires continuent
d’étre une des principales causes de mortalité. Les bases moléculaires de ces pathologies
ne sont pas complétement comprises mais 1’approfondissement des connaissances
permettrait probablement d’améliorer la prévention et les traitements de ces maladies.
Cette étude apporte un espoir dans la compréhension du développement des valves
cardiaques en suggérant que le facteur de transcription FKLF-2 soit impliqué dans la
valvulogenese. Malgré les grands efforts déployés pour comprendre le développement
cardiaque, beaucoup de points demeurent obscurs. Pour former un organe aussi complexe
que le cceur, plusieurs génes interagissent entre eux a des moments et des endroits tres
précis. Une régulation bien orchestrée de ces joueurs doit étre mise en place treés tot dans
I’embryogenése et tout au long de la vie adulte. Les résultats de cette étude suggerent que
FKLF-2 est un nouveau membre de la petite liste des facteurs de transcription impliqués
dans le développement et le maintien du cceur. Pour la premiére fois, les facteurs de

transcription de la famille XKLF sont impliqués dans la régulation des génes cardiaques.
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