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Résumé

De récents travaux ont mis en évidence une production accrue de Perlecan au stade
terminal de I’arthrose ou ostéoarthrite (OA). L’équipe du Dr Moreau a mis en évidence
qu’il y a une perte d’expression du facteur de transcription Pitx1 dans 1’arthrose et que ce

dernier pourrait agir comme un régulateur négatif du gene HSPG2 codant pour le Perlecan.

Afin d’étudier la régulation transcriptionnelle de ce gene, des fragments du
promoteur proximal ont été clonés en amont du gene rapporteur luciférase et testés en
transfections transitoires. Des co-transfections avec des quantités variables de pSI-mPitx1
et avec des constructions comportant des fragments de différentes régions du promoteur
mHSPG2 (jusqu’a 3926 pbs en amont de I’ATG) ont démontrées une activité
transcriptionnelle et une stimulation de cette activité en présence de Pitxl, avec des
résultats variables selon les types cellulaires. Parallelement, des expériences en qPCR
effectuées sur des ostéoblastes dérivés de souris transgéniques surexprimant Pitx1 ont aussi
démontré qu’'une surexpression de Pitx1 correle avec une augmentation de 1’expression de

p53, une cible connue de Pitx1, et de Perlecan.

Le lien qui existe entre Pitx1 et Perlecan est encore trées méconnu et la cascade
régulatrice impliquant ces deux acteurs n’est pas encore établie. Une meilleure
connaissance des mécanismes qui régulent la transcription normale et pathologique du gene
HSPG2 permettrait sans aucun doute une avancée dans la compréhension du

développement et du rdle possible de Perlecan dans la progression de 1’ostéoarthrite.

Mots-clés : Perlecan, HSPG2, arthrose, ostéoarthrite, régulation transcriptionnelle,

Pitx1
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Abstract

Recent work has shown an increase of Perlecan production associated with the
terminal stage of osteoarthritis (OA). Dr Moreau’s team demonstrated a loss of expression
of the transcription factor Pitx1 in osteoarthritis suggesting its putative role as a negative

regulator of the HSPG2 gene coding for Perlecan.

To study the transcriptional regulation of this gene, promoter fragments were cloned
upstream of a luciferase reporter gene and tested in transient transfection assays.
Co-transfections with variable quantities of pSI-mPitx]1 and with constructs made with
fragments of different lengths of the mHSPG2 promoter demonstrated a transcriptional
activity and enhancement of this activity in presence of Pitx1, with variable results
depending on cell types. In addition, expression analysis by qPCR on transgenic mice
osteoblasts that overexpress Pitx1 showed that the overexpression of Pitxl correlates with

an augmentation of p53, a known Pitx1 target and Perlecan expression.

The link between Pitx1 and Perlecan is still poorly understood and a clear pathway
involving those two players is not yet established. A better understanding of mechanisms
regulating normal and pathological transcription of the HSPG2 gene encoding for Perlecan
would allow a better comprehension of osteoarthritis development and the putative role of

Perlecan in its progression.

Keywords : Perlecan, HSPG2, osteoarthritis, transcriptionnal regulation, Pitx1
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Chapitre 1. Revue de littérature

1.1 Ostéoarthrite

L’osthéoarthrite (OA) est une pathologie dégénérative qui affecte un Canadien sur
dix durant leur vie et qui se développe sur plusieurs années durant lesquelles il se produit
une dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage articulaire par les aggrécanases et
les collagénases ainsi qu’un épaississement de 1’os sous-jacent (Roach and Aigner, 2007). Il
y a généralement présence de douleur et éventuellement une perte de la fonction de
Particulation (Picard et al., 2007; Tesche and Miosge, 2004). Les causes de I’OA
demeurent encore méconnues mais plusieurs facteurs tel la génétique et le métabolisme
pourraient favoriser I’apparition de I’OA primaire alors que des traumatismes et la sur-
utilisation de certaines articulations seraient davantage en cause dans I’OA dite secondaire
(Loughlin, 2001; Spector and MacGregor, 2004). Dans ce contexte, il est proposé qu’une
combinaison de facteurs puisse déclencher I’OA et serait sous-jacent a un débalancement
de I’homéostasie entre les chondrocytes et la matrice environnante, la 1é€sion primaire étant
donc directement au niveau du cartilage articulaire (Poole, 1999; von der Mark and

Gluckert, 1990).
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Figure 1. Anatomie de ’articulation du genou droit.

Adapté du site internet médical www.aclsolutions.com/anatomy.php.

12



13

Lorsque la lésion primaire survient, il y a perturbation de la structure de la matrice.
Par la suite, lors des stades précoces de ’OA, il y a augmentation du contenu hydrique des
fibres de collagene et des surfaces de division cellulaire. Ces changements sont additionnés
d’une augmentation de la production de collagéne de type II (seulement lors de 1’initiation
de la maladie) (Aigner et al., 1992; Poole, 1999; Poole et al., 1993). L’implication des
protéoglycans tel que 1’aggrécan, le biglycane et la décorine dans la pathophysiologie de
I’OA est bien connue (Buckwalter and Mankin, 1998; Poole, 1999; Poole et al., 1993; von
der Mark and Gluckert, 1990). D’ailleurs, une perte de décorine et de biglycane a été
constatée dans les couches superficielles du cartilage ostéoarthritique (Poole et al., 1993),
tandis qu’une augmentation du taux de transcription, et conséquemment de la quantité de
ces protéoglycans, a été détectée dans les couches plus profondes du cartilage
ostéoarthritique (Tesche and Miosge, 2004). Lors des stades tardifs de I’OA, il y a présence
de régénération et de dégénération des chondrocytes (Aigner and McKenna, 2002; Sandell
and Aigner, 2001). DG a cet état de fait, trois types principaux de chondrocytes ont été
identifiés dans le cartilage ostéoarthritique a un niveau ultrastructurel, soit les chondrocytes
de type I, les cellules sécrétrices allongées de type 1l et les cellules dégénératives de type 111

(tableau I) (Bock et al., 2001; Kouri et al., 1996; Miosge et al., 1998).
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Tableau I: Trois types de chondrocytes retrouvés lors des stades tardifs de
’osthéoarthrite (Roach and Aigner, 2007; Tesche and Miosge, 2004)

Chondrocytes de | Cellules sécrétrices | Cellules dégénératives
type I allongées de type I1 de type III
Phénotype Chondrocyte Formes irrégulieres avec | Cellules en dégradation
typique un réticulum
endoplasmique rugueux
proéminent
Localisation | Régions Zones profondes du Région de la « blessure »
macroscopiquement | cartilage articulaire et principale
intactes régions adjacentes a la
« blessure » principale
Stades 1) Sécrétion de 1) Synthese de toutes les
avancées de collagene de types I et protéases qui participent
I’OA IIT (Miosge et al., 1998; | ala dégradation du

Sandell and Aigner,
2001) et diminution de
la sécrétion de collagene
de type II (Poole, 1999).

2) Augmentation des
niveaux de transcription
et de traduction de
décorine et de biglycane
(Bock et al., 2001).

3) Formation de fissures
qui s’étendent
profondément dans le
cartilage et dans les
regroupements de
cellules.

cartilage (Roach and
Aigner, 2007)

Le premier élément de la dégénération de I’articulation, selon Radin et al (Radin et

al., 1978) pourrait étre 1’augmentation de la masse et de la densité osseuse (Bailey and

Mansell, 1997; Li and Aspden, 1997). Cependant, cette hypothése est encore aujourd’hui

trés controversée et n’a jamais été confirmée (Picard et al., 2007).
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1.2 Héparan sulfates glycosaminoglycans (HSPGs)

Perlecan, un héparan sulfate protéoglycan (HSPG), est le protéoglycan majeur
constituant les membranes basales (Lin, 2004; Tesche and Miosge, 2004; Zoeller et al.,
2008). Les HSPGs sont des macromolécules présentes a la surface des cellules et dans la
matrice extra-cellulaire qui sont composées d’un noyau protéique (core protein) auquel des
chaines d’héparan sulfate (HS) glycosaminoglycan (GAG) sont attachées (Esko and
Selleck, 2002). Les trois principales classes de HSPGs retrouvés en surface cellulaire sont
les glypicans, les syndecans et les perlecans (Tableau II) (Lin, 2004). Ce classement est

basé sur la structure du noyau protéique (Lin, 2004).

Tableau II: Les trois principales classes d’héparan sulfate protéoglycans (HSPGs)
présents a la surface cellulaire (Lin, 2004).

Glypican Syndecan Perlecan
Liaison ala | glycosylphosphatidylinositol | domaine non
membrane (GPI) transmembranaire
plasmatique
Sécrétion non Non matrice
extracellulaire
Compositio | héparan sulfate (HS) et héparan sulfate (HS) | héparan sulfate (HS)
n des glycosaminoglycan (GAG) et chondroitine et
chaines sulfates (CS) glycosaminoglycan
latérales (GAG)
Schéma
(Adapté de 00000000000
(Lin, 2004)) e 0000%\ 000000
R
000000 chaine latérale d*héparan sulfate wﬁ membrane plasmigue
coooo®  chaine latérale de chondroitine sulfate [o] liaison disulfure
| noyau protéigque a liaison PI
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Les chaines d’héparan sulfate sont des polysaccharides synthétisés dans I’appareil
de Golgi et qui contiennent des répétitions d’unités disaccharides (acide uronique 1i€¢ a un
glucosamine) (Esko and Selleck, 2002). La biosynthe¢se des chalnes d’héparan sulfate
comporte trois étapes importantes soit, I’initiation de la chaine, la polymérisation de la
chaine et la modification de la chaine (Lin, 2004). Dans un premier temps, lors de
I’initiation de la chaine, la syntheése des chaines d’héparan sulfate (HS) glycosaminoglycan
(GAGQG) débute par I’ajout d’un tétrasaccharide sur un résidu sérine du noyau protéique
catalysé successivement par les enzymes xylosyl transférase, galactose transférase I-II et
acide glucuronique transférase I qui ajoutent respectivement un xylose, deux galactoses et
un acide glucoronique, puis, un o-1,4-N-acétylglucosamine est ajouté par 1’a-N-
acétylglucosamine transférase, ce qui initie le processus de polymérisation de la chaine
d’héparan sulfate (Lin, 2004). Durant le processus de polymérisation de la chaine, des
résidus d’acide glucoronique et de N-acétylglucosamine sont ajoutés en alternance, ce qui
est catalysé par la famille de protéines EXT (Lin, 2004). Par la suite, plusieurs
modifications de la chaine surviennent (Lin, 2004). Entre autre, il y a la N-déacétylation et
N-sulfation des N-acétylglucosamines, suivie d’une épimérisation en C5 des acides
glucoroniques en acide iduronique puis une O-sulfation variable en C2 de [’acide
iduronique, en C2 de I’acide glucoronique, en C6 des unités N-acétylglucosamine et
N-sulfoglucosamine et occasionnellement en C3 des résidus N-glucosamine (Lin, 2004). Ce
processus produit des chaines d’héparan sulfate glycosaminoglycan d’environ 100 unités de

sucres ou plus ayant beaucoup d’hétérogénéité de structure (Lin, 2004).

Les HSPGs jouent plusieurs rdle cruciaux dans de nombreuses cascades
signalétiques impliquant entre autre les molécules Wnt/Wingless (Wg), Hedgehog (Hg),
TGF-B et les FGFs tant chez la Drosophile que chez les vertébrés (Lin, 2004). Plus
particulicrement, le Perlecan serait impliqué dans le contrdole de plusieurs fonctions
biologiques comme 1’adhésion cellulaire (Brown et al., 1997), le maintien de la matrice

extracellulaire (Costell et al., 1999; Hassell et al., 2002), la liaison aux facteurs de
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croissance (Aviezer et al., 1994), le développement du cartilage (Arikawa-Hirasawa et al.,
1999) et la régulation de la différenciation des chondrocytes (French et al., 1999). Le
Perlecan est particulierement élevé dans I’environnement péricellulaire des chondrocytes
(Arikawa-Hirasawa et al., 2001; Melrose et al., 2002) ce qui pourrait suggérer qu’il joue un

role dans I’attachement des chondrocytes a leur propre matrice (SundarRaj et al., 1995).

Le Perlecan est une protéine d’environ 467 kDa qui comporte cinq domaines
distincts. Le domaine N-terminal est unique au Perlecan et les domaines II a V possedent
des similarités de séquences avec d’autres protéines présentes a la surface des cellules et
avec des protéines de la matrice extracellulaire (Murdoch et al., 1992). Quant au domaine I,
il possede trois sites potentiels d’attachement aux glycosaminoglycans ou prennent
normalement place les chaines latérales d’héparan sulfate (French et al., 2002). Ces sites
pourraient d’ailleurs jouer un réle important dans la différenciation des chondrocytes et le
développement du cartilage (French et al., 2002).

Chez I’humain, des mutations dans le gene qui code pour le Perlecan (HSPG2) sont
la cause de deux pathologies squelettiques soit le Syndrome de Schwartz-Jampel qui est
relativement bénin et le syndrome de type Silverman-Handmaker, une dysplasie
dyssegmentale néonatale 1étale (Arikawa-Hirasawa et al., 2002; Arikawa-Hirasawa et al.,
2001). Ces découvertes suggerent que le Perlecan pourrait jouer un rdle important au
niveau des fonctions neuromusculaires ainsi qu’au niveau de la formation du cartilage
(Arikawa-Hirasawa et al., 2002; Arikawa-Hirasawa et al., 1999; Arikawa-Hirasawa et al.,
2001). En effet, la perte de Perlecan lors d’'une mutation dans le géne HSPG2 causée par
I’insertion d’un codon stop prématuré produit un phénotype chondrodysplasique (Arikawa-

Hirasawa et al., 2001).
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1.3 Implication de Perlecan dans I’ostéoarthrite

F. Tesche et son équipe ont démontré qu’il y a une production accrue de Perlecan
lors des stades avancés de 1’ostéoarthrite (Tesche and Miosge, 2004). Pour démontrer cela,
ils ont vérifié les niveaux de protéine Perlecan et d’ARNm ainsi que leur distribution dans
différents types cellulaires de chondrocytes en stade avancé d’ostéoarthrite obtenues a
partir de genoux humains (Tesche and Miosge, 2004). Par histologie, ils ont déterminé qu’il
y a une perte de glycosaminoglycans dans les stades tardifs de la maladie, que le tissus
cartilagineux est fissuré et que les cellules sont plus regroupées au niveau des cellules
adjacentes a la 1ésion principale (Tesche and Miosge, 2004). Par immunohistochimie, une
présence accrue de Perlecan au niveau péricellulaire a été démontré (Tesche and Miosge,
2004). Par microscopie, a un niveau ultrastructurel, cette équipe a réussi a déterminer des
différences au niveau du Perlecan entre les différents types cellulaires au stade avancé de

I’ ostéoarthrite (tableau III) (Tesche and Miosge, 2004).
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Tableau III. Différences dans les types cellulaires au stade avancé de I’ostéoarthrite

Chondrocytes de type I

Cellules sécrétrices allongées de
type 11

Phénotype chondrocytes normaux cellules allongées et irrégulieres
REG structure fine et clairsemée en grande quantité, proéminent et
plus gros
Filipodes nombreux et incrustés dans une | peu de filipodes
matrice extracellulaire homogene
avec des fibres de collagene et des
protéoglycans
Localisation régions macroscopiquement | Régions adjacentes a la “blessure”
intactes principale
Perlecan histochimie immunogold: matrice | histochimie immunogold: matrice
(histologie) extracellulaire qui entoure | extracellulaire qui entoure
directement les  chondrocytes | directement les  chondrocytes
(matrice péricellulaire). (matrice péricellulaire). Intensité
hybridation in  situ  (niveau | plus importante de la coloration de
ultrastructurel): coloration | Perlecan que dans les cellules de
éparpillée de I’ARNm de perlecan | type I (20-30% de plus de protéine
au niveau de la bordure du REG | perlecan).
dans le cytoplasme des | niveau ultrastructurel: en grande
chondrocytes. quantité dans la  matrice
interterritoriale, proche des minces
fibres de collagenes
hybridation in situ: coloration plus
importante que dans les
chondrocytes de type I, de ’ARNm
de Perlecan dans le cytoplasme des
chondrocytes regroupés (environ
45% de plus que type I).
hybridation in  situ  (niveau
ultrastructurel): plus grand nombre
de particules d’or dans le
cytoplasme que cellules de type I et
non limité a la bordure du REG
Perlecan 50% plus d’ARNm de perlecan que
(RT-PCR) type [
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Tous les  échantillons de chondrocytes qu’ils ont utilisés ont
pathophysiologiquement été catégorisés en grade III-IV, soit des stades tardifs de
I’ostéoarthrite (Collins and Mc, 1960). Les échantillons démontraient des signes de
dégénération et, a un moindre niveau, des signes de régénération (Tesche and Miosge,
2004). Les cellules sécrétrices de type II seraient impliquées dans les efforts de
régénération du cartilage malade afin de compenser sa dégénération (Aigner and McKenna,

2002; Bock et al., 2001; Kouri et al., 1996; Miosge et al., 1998).

Le Perlecan a été majoritairement trouvé dans les zones profondes du cartilage et
dans les cellules regroupées des stades tardifs de I’OA (Tesche and Miosge, 2004). De plus,
le Perlecan est trouvé dans la matrice interterritoriale, plus précisément sur les fines fibres
de collagene dans les échantillons prélevés dans les régions adjacentes a la 1ésion principale

(Tesche and Miosge, 2004).

Les souris déficientes en Perlecan (KO) démontrent une quantité réduite de fibres de
collagene et un manque de réseau de collagene typique (Costell et al., 1999) ce qui suggere
un rdéle important de ce protéoglycan dans le maintien du réseau de collagéne dans le
cartilage articulaire (Tesche and Miosge, 2004). Ceci pourrait laisser a penser que les
niveaux augmentés de protéines Perlecan dans les stades tardifs de I’OA pourrait étre en
réalité un effort de la part du cartilage pour stabiliser la matrice extracellulaire et les fibres
de collagene incrustées dans cette matrice (Tesche and Miosge, 2004). Comme I’ARNm de
Perlecan, la quantité d’ARNm de décorin et de biglycan, deux autres HSPGs, est augmentés
d’environ 45% dans les stades tardifs de ’OA (Bock et al., 2001; Tesche and Miosge,
2004).

L’augmentation du niveau d’ARNm et de protéine Perlecan est réalisée par les

cellules sécrétrices allongées de type II et ces cellules déposent le Perlecan principalement
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dans la matrice péricellulaire, ce qui a été confirmé par une augmentation de 50% de

I’ ARNm de Perlecan par RT-PCR (Tesche and Miosge, 2004).

Les chaines latérales de glycosaminoglycan de Perlecan agissent comme un
co-récepteur de faible affinité pour les FGFs et I’activité mitogénique a déja été démontrée
pour d’autres types cellulaires (Aviezer et al., 1994). Les cellules de type II qui
apparaissent seulement dans les stades tardifs de I’OA sont principalement responsables du
processus de régénération de la matrice de cartilage (Bock et al., 2001; Kouri et al., 1996)
et produisent plus de Perlecan, ce qui pourrait étre bénéfique pour I’intégrité de la matrice

et les chondrocytes contenus dans cette matrice.

Dans le cartilage normal, le Perlecan interagit avec d’autres macromolécules
d’adhésion extracellulaire pour stabiliser la matrice et pour permettre 1’adhésion des
chondrocytes a leur propre substrat (Costell et al., 1999; Hassell et al., 2002; SundarRaj et
al., 1995). L’augmentation de la quantité de protéine Perlecan, spécialement dans les zones
adjacentes a la lésion principale, pourrait étre vue comme un effort de la part du tissu
cartilagineux de compenser pour la perte rapide de d’autres molécules de la matrice comme

I’aggrécan (Poole et al., 1993).
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1.4 La famille des Pitx

Pitx signifie «pituitary homeobox transcription factor» (Lanctot et al., 1999; Picard
et al., 2007). La famille des Pitx comporte trois membres soit, Pitx1, Pitx2 et Pitx3 (Lanctot
et al., 1999; Picard et al., 2007). Les membres de cette famille ont des propriétés
transcriptionnelles similaires et reconnaissent la séquence consensus TAATCC et
TAAGCC qu’ils lient sous forme de monomere (Kolfschoten et al., 2005; Lamonerie et al.,
1996) mais leur patron d’expression et leurs roles dans le développement sont différents
(Drouin et al., 1998a; Drouin et al., 1998b). En effet, tandis que Pitx1 est exprimé, durant le
développement, au niveau des membres inférieurs et de la mandibule et qu’il joue un role
important dans le développement squelettique, Pitx2 est exprimé seulement du coté gauche
au niveau des membres inférieurs et est impliqué dans le développement asymétrique de
certain organe comme le cceur, I’estomac et I’intestin (Lanctot et al., 1999; Ryan et al.,
1998). Puisqu’il y a chevauchement d’expression de Pitx1 et Pitx2 au niveau du membre
inférieur gauche, il serait vraisemblable que ce soit pour cette raison que ce membre est
moins atteint lors d’une inactivation du gene pitx1 (Lanctot et al., 1999). Pitx3 est, quant a
lui, impliqué dans le développement oculaire (Semina et al., 1998; Shi et al., 2005) et joue
un role aussi au niveau du mésencéphale pour le maintien des neurones dopaminergiques
(Ardayfio et al.; Hwang et al., 2009). Une mutation de Pitx3, que ce soit par une insertion
qui produit un changement du cadre de lecture (frame shift) ou encore par la substitution
d’une sérine par une asparagine, conduit au développement de cataractes (Semina et al.,
1998). Ces facteurs de transcription, lors de leur liaison au site consensus TAATCC,
peuvent entrainer une activation de la transcription (Drouin et al., 1998a; Drouin et al.,
1998b; Lanctot et al., 1997) ou une répression de la transcription (Lopez et al., 2000) en

fonction du contexte du promoteur.

Des expériences menées chez des souris Pitx1 -/- ont démontré une croissance

grandement réduite des membres inférieurs, si bien que ceux-ci ressemblent aux membres
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supérieurs, suggérant que Pitx1 pourrait étre impliqué dans la détermination de 1’identité
des membres (Lanctot et al., 1999). La chondrogenese anormale des membres inférieurs
chez ces souris démontre I’'implication de Pitx1 dans le développement des os et suggere
que ce facteur de transcription est impliqué dans la prolifération, la différenciation et/ou la
signalisation du mésenchyme des bourgeons dorsaux des membres inférieurs (Lanctot et
al., 1999). De plus, I’inactivation de Pitx1 cause une hypoplasie bilatérale de la mandibule

(Lanctot et al., 1999).

Le facteur de transcription Pitx1 est en mesure d’opérer une synergie avec le
récepteur nucléaire orphelin SF1 dans I’activation du promoteur LHf, en formant un
hétérodimere avec bHLH (NeuroD1) qui active la transcription de POMC (pro-
opiomélanocortine) ainsi qu’avec le facteur POU Pitl qui joue un role dans I’expression du
gene de la prolactine (Szeto et al., 1996; Tremblay et al., 1998). Parall¢lement, le Dr Lopez
et son équipe ont découvert que Pitx1 pouvait se lier a d’autres sites que le site consensus
TAATCC et que ce facteur de transcription pouvait exercer une répression au lieu d’une
activation en étudiant la répression du promoteur de I’interféron A induit par un virus
(Lopez et al., 2000). Les autres séquences, ou sites consensus, que Pitx1 est en mesure de
reconnaitre sont : TAAGTC, TAATTT, TAAGTG, TAAGTA et TAAGCC (Lopez et al.,
2000).
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1.5 Implication de Pitx1 dans I’ostéoarthrite

Pitx1 est impliqué dans le développement du cartilage (chondrogenese) et la perte
de Pitx1 perturbe la différenciation des chondrocytes articulaires (Lanctot et al., 1999). Le
Dr Moreau et son équipe ont tenté de déterminer si le facteur de transcription Pitx1, qui est
essentiel durant le développement, est important dans le maintien de I’homéostasie du
cartilage a I’age adulte (Picard et al., 2007). Pour étudier cela, des souris sauvages agées
ont été comparées avec des souris hétérozygotes Pitx1 +/- (Picard et al., 2007). Grace a ces
expériences, ils ont ét¢ en mesure de déterminer que la protéine Pitx1 joue un role
particulier dans le développement progressif des articulations des membres inférieurs
(Picard et al., 2007) et que I’inactivation partielle de Pitx1 entraine progressivement un
épaississement anormal de I’os sous-chondral, trabéculaire et cortical des tétes de fémurs et
une calcification marquée du cartilage, phénomenes présents chez les souris hétérozygotes

Pitx1 +/- mais pas chez les souris sauvages (Picard et al., 2007).

Chez I’humain, I’expression de Pitx1 a été étudiée au niveau de ’ARNm et au
niveau protéique dans des chondrocytes articulaires (Picard et al., 2007). L’expression de
I’ARNm de Pitx1 était difficilement détectée dans les chondrocytes OA, suggérant que
I’expression de Pitx1 est régulée de facon intrinseque dans les chondrocytes OA méme
lorsque les cellules sont placées dans des conditions de culture favorables (Picard et al.,
2007). De plus, par histologie, il a été établi que 1’expression de la protéine Pitx1 était
fortement diminuée et limitée aux zones plus superficielles dans les cartilages OA,

lorsqu’elle était détectée (Picard et al., 2007).

Sommes toute, les résultats du Dr Moreau et de son équipe démontrent, chez les
souris Pitx1 +/- vieillissantes, que I’inhibition au niveau de I’ARNm et au niveau protéique
de Pitx1 est associée aux signes cliniques de I’OA puisqu’une perte de fonction de Pitx1
dans le cartilage articulaire provoque une sévere calcification, 1’érosion de la surface

articulaire ainsi qu’une augmentation de 1’épaisseur des os adjacents (Picard et al., 2007).
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Chez I’humain, le méme groupe a démontré qu’il y a une perte d’expression de Pitx1 dans
le cartilage OA des genoux (Picard et al., 2007). En effet, I’équipe du Dr Moreau a
démontré que Pitx1 est normalement exprimé au niveau du cartilage sain chez les sujets
témoins non arthrosiques et qu’il y a une perte d’expression de ce facteur de transcription
chez les patients présentant une ostéoarthrite primaire (Picard et al., 2007). De plus, de
récents travaux ont démontrés que le polymorphisme de Pitx1 rs479632 serait présent chez
plusieurs patients OA, bien qu’un lien entre ce polymorphisme et I’OA n’ait pas été établi
(Fan et al., 2010; Picard et al., 2007). Parallelement, il a aussi ét¢ démontré que Pitx1 est en
mesure de régénérer les membres, antérieurs et postérieurs, des axolotls (Shimokawa et al.,

2008). Pitx1 est donc un facteur de transcription essentiel sous plusieurs aspects.

1.6 Lien entre Pitx1 et Perlecan dans I’ostéoarthrite

L’équipe de Dr Moreau a découvert qu’il y a une perte d’expression de Pitx1 dans
I’ostéoarthrite (Picard et al., 2007). Des expériences préliminaires ont aussi suggéré un lien
plus direct entre Perlecan et Pitx1. Des expériences en immunofluorescence conduites sur
des bourgeons de croissance des membres de souris cultivés jusqu’a obtenir des
chondrocytes matures ont permis de déterminer que Pitx1 pourrait agir comme régulateur
négatif du géne HSPG2 qui code pour Perlecan (Moreau et al, données non publiées,
figure 2). En effet, lorsque des anticorps contre Perlecan sont utilisés, les chondrocytes qui
expriment normalement Pitx1 (souris « wild type ») ont des niveaux de Perlecan normaux
(figure 2). Parallelement, les chondrocytes exprimant la moitié de la quantité normale de
Pitx1 (souris hétérozygotes) démontrent une 1égere augmentation de la quantité de Perlecan
(figure 2). Finalement, en absence de Pitx1 (souris « KO »), il y a une surexpression de

Perlecan de facon trés notable (figure 2).



Pitx1 (WT) %Pitx1 (HT)  Sans Pitx1 (KO)

Figure 2. Immunofluorescence avec un anticorps contre

Perlecan sur des chondrocytes matures exprimant Pitx1
normalement (Pitx1), a moitié (1/2 Pitx1) et n’exprimant pas
Pitx1 (sans Pitx1). (Moreau et al, données non publiées
obtenues par le Dr Alain Moreau). Chondrocytes matures
obtenus a partir de bourgeons de membres de souris « wild

type » (WT), hétérozygotes (HT) et « KO » (KO).
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1.7 Partenaires possible de Pitx1

Le facteur de transcription Pitx1 est connu comme un activateur transcriptionnel
dans la majorité des cascades régulatrices ou il est présent. En effet, Pitx1 et Pitx2 sont en
mesure de réguler la transcription de LHP (Luteinizing hormone subunit) en synergie avec
les facteurs de transcription SF1 et Egrl en formant des hétérodimeres et aussi de facon
indépendante (homodimere ou monomere) (Fortin et al., 2009; Melamed et al., 2002; Quirk
et al., 2001; Tremblay et al., 1999). Suite a I’expression de Egrl stimulée par GNRHI, Egrl
agit avec SF1 et Pitx1 afin de stimuler la transcription de LH (Fortin et al., 2009; Quirk et
al.,, 2001; Tremblay et al., 1999). Pour ce faire, il y a liaison de ces éléments sur le
promoteur de LHP qui contient un site de liaison Pitxl situé entre les sites tandem

Egr1/SF1 (Fortin et al., 2009; Jorgensen et al., 2004).

Par ailleurs, les travaux du Dr Johnston ont démontré que Pitx1 est fortement
exprimé dans le pars tuberalis (PT) ovin et que ce facteur de transcription stimule 1’activité
du promoteur du récepteur de la mélatonine MT; lors d’expériences de transfections
(Johnston et al., 2007). Des co-transfections effectuées avec Pitx1 et Egrl ont démontré une
inhibition de la stimulation du récepteur de la mélatonine MT; produite par Pitx1 et

parallelement, une augmentation de 1’activité du promoteur LHP (Johnston et al., 2007).

Il a aussi été démontré que Pitx] augmente I’expression de p53 en se liant
directement au promoteur de p53, au niveau de deux sites consensus (Liu and Lobie, 2007).
Il est clairement démontré que p53 est un gene suppresseur de tumeur et qu’une
inactivation de ce géne par mutations est présente dans 50% des cancers humains (Liu and
Lobie, 2007). A I’opposé, une surexpression de la protéine p53 est impliquée dans plusieurs
maladies dont le Parkinson, 1’Alzheimer, 1’arthrosclérose, le diabete et 1’ostéoarthrite
(Nayak et al., 2009). En effet, les chondrocytes ostéoarthritiques ont une expression accrue
de p53 et pS3AIP-1 comparativement aux chondrocytes normaux (Hashimoto et al., 2009).

Plusieurs composés chimiques sont a 1’étude pour évaluer leur potentiel a inhiber p53 et
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guérir les maladies dues a une surexpression de cette protéine (Nayak et al., 2009).
Cependant, il faut étre prudent lors de I’inhibition de p53 puisque ce dernier agit comme
suppresseur de tumeur.

Somme toute, bien qu’une augmentation de Pitx1 cause une augmentation de p53 et
entraine une augmentation de 1’apoptose des chondrocytes ostéoarthritiques, un lien direct
entre I’augmentation de p53 et une activation ou une inhibition de Perlecan n’a pas été
démontré dans la littérature. Cependant, une augmentation de Perlecan a été démontrée
dans les stades tardifs de I’OA (Tesche and Miosge, 2004) et le Dr Moreau a démontré,
avec des expériences en immunofluorescence, que Pitx1 pourrait agir comme régulateur
négatif de HSPG2 qui code pour Perlecan (figure 2). Donc, le lien possible entre
I’augmentation de p53 et de Perlecan dans I’ostéoarthrite est fort possible mais reste a étre

établi.



Chapitre 2. Matériel et méthodes

2.1 Matériel

2.1.1 Culture cellulaire

29

Les différentes lignées cellulaires et leurs conditions de culture sont indiquées dans

le tableau IV.

Tableau IV. Détails des lignées cellulaires utilisées

Lignée cellulaire

Origine

Milieu de culture

dérivées de calvaria

C28 Chondrocytes humains Miliew DMEM/F-12 (1:1)
(Gibco) avec  antibiotiques
pénicilline 100 U/ml et
streptomycine 100 ug/ml
(PEN/STREP 1%, Invitrogen,
Canada) et FBS 10% (Fisher,
Canada)

ATDCS Cellules mésenchymateuses | [dem C28

de souris
HEK Cellules de rein humain | milieu DMEM (Gibco) avec
embryonnaires (fibroblastes) | antibiotiques (PEN/STREP 1%,
Invitrogen, Canada) et FBS 10%
(Fisher, Canada)
MC3T3-El Ostéoblastes de souris | Milieu AMEM (Gibco) avec

antibiotiques (PEN/STREP 1%,
Invitrogen, Canada) et FBS 10%
(Fisher, Canada)

2.1.2 Solutions diverses

Les solutions utilisées lors des expériences sont listées a [’Annexe 1. Solutions diverses.
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2.2 Méthodes

2.2.1 Détails des amorces PCR et gPCR utilisées
La liste des amorces utilisées dans le cadre de ce projet, leur composition

nucléotidique et les conditions expérimentales utilisées sont indiquées au tableau V.

Tableau V. Détails des amorces utilisées lors des divers PCRs

Paire d’amorces |Séquence des amorces Fragment | Température
amplifié | d’hybridation
mHSPG2-4040-F |5 -GATCTGGAATCAGCCGGAAAC-3" | 696 pbs 58°C pour 1 min
mHSPG2-3344-R 5’-GACAAATCTCATGGCGTGAGC-3’ (35 CyCICS) (PCR)
mHSPG2-4192-F |5 -GCCCACAAGACACATTAC-3 3569 pbs |52°C pour 1 min
mHSPG2-624-R |5 -CTCAAGCATCCCAACAAG-3 (35 cycles) (PCR)
mPitx1-F 5’-CCGCTGTCTACCAAGAGCTTTA-3 | 142 pbs 55°C pour 30 sec
mPitx1-R 5-GGGCCGAGAACATGGATT-3’ (45 cycles) (qPCR)
mHSPG2-12944-F | 5°-GAGAGGCTCCATCCAAGTAG-3’ 182 pbs 55°C pour 30 sec
mHSPG2-13125-R | > -CCGTGTGCAACACCAGATTC-3" (45 cycles) (qPCR)
mp53-1201-F 5’-GGATGCCCATGCTACAGAGG-3’ 140 pbs 55°C pour 30 sec
mp33-1340-R 5-GCAGAGGCAGTCAGTCTGAG-3’ (45 cycles) (qPCR)

L’appareil T3 Thermocycler de Biometra® (Allemagne) a été utilisé pour les PCR et
I"appareil Mx3000P™ de Stratagene (Etats-Unis) a été utilisé pour les analyses en gPCR.

2.2.2 Amplification de la librairie génomique
La librairie originale (offerte généreusement par le Dr. René St-Arnaud, Hopital
Shriners pour Enfants, Montréal, QC, Canada) contient des fragments d’ADN génomiques

murin 129/Sv] insérés dans les sites Xhol du vecteur Lambda Fix II (figure 3) et avait un

titre initial de 8 X 10° PFU/ml.
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Figure 3. Carte de restriction du vecteur Lambda FIX II.

Adapté du manufacturier Stratagene

Des bactéries compétentes a 1’infection ont été préparées de la fagon suivante : 2 pl
de bactérie XL-1 blue MRA (Stratagene) ont été ajoutés a 50 ml de milieu LB contenant 10
mM de MgSO4 et 0,02% de maltose puis la culture a été incubée a 37°C durant toute la
nuit sous agitation. Le lendemain, la culture a ét€ centrifugée durant 15 minutes a 747 x g,
puis les culots ont été égouttés. Un des culots a été resuspendu dans 15 ml de MgSO4
10 mM jusqu’a obtenir une DOgyp = 0,5 puis I’autre culot a été resuspendu dans 15 ml de
NZY/Maltose (concentration finale de maltose 0,2%) jusqu’a 1’obtention d’une

DO600 = 0,2.

Le titrage a été effectué en faisant des dilutions sériées de la libraire de phage
Lambda Fix II dans du tampon SM. Un aliquot de 10 ul des dilutions de la librairie a été
ajouté a 200 pl (ou 600 ul pour les grands pétris) de bactéries compétentes diluées dans le
MgSO4 a une DOggp = 0,5. Les tubes ont été placés dans I’incubateur durant 15 minutes a
37°C pour permettre I’adsorption des phages. Par la suite, 3 ml (ou 7 ml pour les grands
pétris) de top agarose fondu puis refroidi a 50-55°C ont été ajoutés dans les tubes a culture

puis ont été mélangés et versés rapidement au centre du pétri préalablement réchauffé a
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37°C. Suite au durcissement du top agarose (quelques minutes), les pétris ont été placés
dans I’incubateur a 37°C, en position inversée, durant toute la nuit. Le lendemain, les
plages de lyse ont été comptées afin de déterminer la concentration réelle en PFU/ml de la

librairie.

Dans le but d’amplifier la librairie, 24 ml de bactéries diluées dans le NZY/maltose
0,2% a une DOggp = 0,2 ont été infectés avec 1’équivalent de 6 x 10° PFU. La culture a été
placée dans I'incubateur a 37°C pendant 10 minutes. Ensuite, les bactéries infectées ont été
réparties dans 24 tubes de culture afin de créer des sous-librairies amplifiées séparément.
Les sous-librairies ont été incubées a 37°C sous agitation durant trois heures.
Subséquemment, le contenu des 24 tubes a été transféré dans 24 tubes a microcentrifuge et
trois gouttes de chloroforme ont été ajoutées afin des lyser les bactéries. Les sous-librairies
génomiques amplifiées ont été conservées a 4°C. L’amplification obtenue est
théoriquement de 40 000 fois et permet d’obtenir une concentration finale de 10° PFU/ml ce
qui permet une détection facile par PCR des clones positifs pour une séquence donnée. Un
titrage a été effectué afin de vérifier que la concentration finale réelle des sous-librairies

amplifiées était celle attendue.

2.2.3 Criblage des sous-librairies

Le «lifting » des plaques de lyses a été effectué selon la méthode standard décrites
par Sambrook et Russell (Sambrook and Russell, 2001). Les membranes de nylon Hybond
(Amersham) ont été utilisées ainsi que les solutions « Southern dénaturant », « Southern
neutralisant » et SSC 2X. Ensuite, les filtres ont été hybridés avec la sonde radioactive
selon un protocole standard (Sambrook and Russell, 2001). Dans ce protocole, la solution
« Church buffer » a été utilisée pour la pré-hybridation et ’hybridation avec la sonde
radioactive de 696 pbs (fabriquée avec le Kit « Prime-it Random Primer labeling Kit » de

Stratagene et purifiée avec le kit «Illustra Probe Quant G-50 microColumns » de
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GeHealthCare). Une solution de lavage a astringence moyenne (1% SDS; 140mM
NaPhosphate pH 6.8) a été utilisée pour les lavages.

Le prélevement des plages de phages, la préparation de stocks concentrés de
bactériophages et la purification d’ADN des bactériophages A apres lyse par protéinase K et

SDS ont été effectués en suivant les protocoles standards (Sambrook and Russell, 2001).

2.2.4 Enzymes de restrictions et réactions PCR

Les enzymes de restrictions EcoRV, Kpnl et Xhol ainsi que la polymérase I
(Klenow) et la polymérase T4 provenaient de Invitrogen (Etats-Unis). Les enzymes de
restrictions Sfil et Mlul provenaient de Fermentas (Canada). Les enzymes et kits PCR ont

été utilisés selon les instructions du manufacturier.

2.2.5 Insertion de fragments de promoteur de Perlecan dans le plasmide
pGL4basic-Luc

Les ligations ont été effectuées selon le protocole du manufacturier Fermentas avec
le kit T4 DNA ligase ou selon le protocole de New England Biolab avec le kit de ligation
rapide. Subséquemment, la transformation du plasmide pGLA4basic-Luc+insert a été

effectuée d’apres un protocole standard (Sambrook and Russell, 2001).

2.2.6 Co-transfection transitoire de cellules a la lipofectamine 2000

Les cellules ont ét¢ ensemencées a une densité 135 000 cellules/puits dans des
boites de 6 puits, 24 heures avant la transfection. Pour chaque transfection, 150 ng du
plasmide LacZ (B-gal) (contrdle), 250ng du plasmide luciférase (pGL4 ou
pGL4-mHSPG?2), 100 ng a 500 ng du plasmide d’expression de Pitx1 (pSI-mPitx1) et une
quantité variable de plasmide pBlueScript ou pSI (pour standardiser la quantité totale de
plasmide dans chaque puits) ont été utilisés. Un mélange de 5 pl de Lipofectamine/puits et
de 45 pl de milieu Opti-MEM/puits a été incubé durant 5 minutes a température piece avant

I’addition des plasmides. Le mélange lipofectamine/Opti-MEM/plasmides a ensuite été
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incubé durant 20 minutes a température piece avant d’étre ajouté a 750 pl de milieu Opti-
MEM par puits. Suite a une incubation de 3 heures a 37°C, la solution de transfection a été
remplacée par 1 ml de milieu de culture frais. Les plaques ont été placées a I'incubateur
pour 24 ou 48 heures (selon le type cellulaire) avant de lyser les cellules. Les cellules ont
été lysées dans du tampon Glow-Lysis (Promega) suivant les instructions du manufacturier.
L’activité luciférase a été lue dans une plaque de 96 puits opaque en plagant 30 ul/puits des
lysats cellulaire et une quantité équivalente de solution de luciférine. Lors de la lecture B-
gal, 30 ul/puits des lysats cellulaires ont été placés dans une plaque de 96 puits transparente
et 30 ul/puits du mélange de tampon 1X/ONPG ont été ajoutés avec le multipipetteur. Suite
a une incubation de 5 minutes, I’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 405nm. Les
expériences ont été effectuées selon les parametres du manufacturier Molecular Devices
Corporation présentés dans le manuel Lmax® Operator’s Manual. Le respect de ces
parametres permet de s’assurer que les valeurs mesurées se trouvent dans les limites de la

courbe de calibration.

2.2.7 Calculs et statistiques pour ’élaboration des graphiques de transfections
transitoires
Pour chaque expérience, quatre réplicas d’'une méme condition ont été effectués.

Les résultats obtenus ont été normalisés en divisant la valeur en luciférase obtenue par la
valeur en B-galactosidase (standardisation pour I’efficacité de la transfection). Par la suite,
la moyenne des valeurs luciférase/p-gal obtenues a été calculée et la condition pGL4
(vecteur sans insert et sans ajout de Pitx1) a été arbitrairement placée a 1.0. Les expressions
relatives (fold change) des autres conditions ont été obtenues en divisant chaque valeur
luciférase/p-gal par la moyenne des valeurs luciférase/B-gal de pGL4. Ensuite, les écarts
types ont été calculés. Finalement, des tests t de Student ont été effectués en comparant les
valeurs obtenues avec pGL4 et pGLA4-pitx1-300 ng, pGL4-pitx1-300 ng et pGL4-pitx1-
600 ng. Les mémes comparaisons ont été effectuées pour les constructions contenant

différentes régions des promoteurs versus mHSPG2. Des tests t de Student ont aussi été
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effectués entre les mémes conditions du vecteur pGL4 et de vecteur avec insert pGL4-

mHSPG2.

2.2.8 SYBR Green qPCR

Les gqPCR ont été effectués avec le kit « QuantiTect SYBR Green PCR Kits » de
Qiagen sur des ARN totaux isolés d’ostéoblastes en culture et directement de fémurs de
souris sauvages (WT) et transgéniques (TG) qui surexpriment Pitx1 via le promoteur de

Collal (Rossert et al., 1995).

2.2.9 Calculs pour la quantification relative (RQ) de I’expression par PCR

Les données mesurées en qPCR (ct ou « cycle-treshold ») pour mPitx1, mHSPG2 et
mp53 ont été normalisées par soustraction des « ct» obtenus pour la B-actine ce qui a
permis d’obtenir les valeurs « Act» (delta-ct). Pour les ostéoblastes, les données des
échantillons WT a un temps donné (jour O ou 21) ont été utilisées comme calibrateurs dans
le calcul des « AAct » (delta-delta-ct). Pour les fémurs, une moyenne des WT et une
moyenne des TG ont été effectuées puis, la moyenne des WT a été utilisée comme controle
dans le calcul des « AAct». Finalement, les quantifications relatives (RQ ou relative
quantification) ont été calculées avec la formule 2© A2 Tes WT ont donc un RQ de 1.0
qui est la valeur de base arbitraire établie. Puisque cette expérience n’a été faite qu’une

seule fois, la signification statistique des différences observées n’a pu étre calculée.
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Chapitre 3. Résultats

3.1 Analyse in silico des sites potentiels de reconnaissance de
Pitx1 sur le promoteur du gene codant pour Perlecan

En plus du site consensus TAATCC que Pitx] reconnait et lie sous forme de
monomere (Lamonerie et al., 1996), cinq autres sites potentiels peuvent étre reconnus par
ce facteur de transcription, soit TAAGTC, TAATTT, TAAGTG, TAAGTA et TAAGCC
(Lopez et al., 2000). Quatre de ces sites consensus ont été identifiés dans la séquence du
promoteur proximal du gene murin utilisée pour les constructions dans le vecteur
pGLAbasic-Luc (figure 4). Le site initiateur de la transcription (TSS) n’a pas encore été
identifié mais une analyse in silico utilisant 1’application « Neural Network Promoter
Prediction » (http://www fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) suggere que le site le plus
proximal serait a la position -238 pbs par rapport a I’ATG. Ni la séquence référence de
I’ ADNc pleine longueur (NCBI) ni aucun des EST (expressed sequence tags) disponibles
pour le géne humain ou murin ne contiennent de séquence en amont de 70 pbs en 5 de

I’ATG.
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Figure 4. Sites consensus de Pitx1 sur la séquence promotrice du gene murin codant

pour Perlecan (dans la partie ayant été insérée dans les constructions). Présence d’un
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sitt TAAGCC a -946 pbs de I'ATG, d’un site TAAGTG a -2174 pbs de I’ATG et de deux

sites TAATCC a -2779 pbs et -2993 pbs de I’ATG. La séquence 5’UTR présente dans la

séquence de ’ADNc (NCBI) est surlignée en jaune.
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3.2 Constructions du promoteur de Perlecan murin dans le
vecteur d’expression pGL4basic-Luc

Dans le but d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes qui régulent la
transcription normale et pathologique du gene HSPG2 qui code pour Perlecan, deux
stratégies ont été utilisées pour isoler la région immédiatement en amont du gene HSPG2

de souris (mHSPG?2).

Des paires d’amorces permettant d’amplifier par PCR de longs fragments situés
dans la région en amont de mHSPG2 ont été générées a partir de la séquence de référence
(banque de données NCBI, NM_008305.3). Plusieurs essais on été effectués avec une
variété d’amorces dans des conditions différentes pour amplifier le promoteur proximal de
HSPG?2 a partir d’ADN génomique de souris C57B1/6. Aucune de ces tentatives n’a été
fructueuse. Les raisons de I’échec de ces tentatives sont inconnues bien qu’il soit possible
que la séquence GC riche rende difficile 1’appariement des amorces. Ce probleme
d’appariement a d’ailleurs été rencontré lors de I’obtention de constructions avec de plus
petits fragments du promoteur de Perlecan. La région d’intérét a donc été isolée a partir de
sous-librairies amplifiées d’ADN génomique murin (Lardelli and Lendahl, 1994). La
librairie originale contient des fragments d’ADN génomiques murin insérés dans les sites

Xhol du vecteur Lambda Fix II (figure 3).

Des paires d’amorces permettant d’amplifier par PCR de courts fragments situés
dans la région en amont de HSPG2 ont été générées a partir de la séquence de référence
(banque de données NCBI, NM_008305.3). Un PCR a été effectué avec la paire d’amorces
mHSPG2-4040-F/mHSPG2-3344-R sur les 24 sous-librairies afin d’identifier celles
contenant la région située a environ 4 kpbs en amont de ’ATG de HSPG2. Ceci a permis
I’amplification d’un fragment de la taille attendue de 696 pbs pour les sous-librairies #3,

#6, #8, #9, #10, #11, #17, #19, #20 et #22 (figure 5).
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Sous-librairies

pbCN1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17181920 2122

650

Figure 5. PCR avec les amorces mHSPG2-4040-F/mHSPG2-3344-R  sur
24 sous-librairies d’ADN génomique de souris. Amplification d’un fragment de 696 pbs
dans les sous-librairies d’ADN génomique de souris #3, #6, #8, #9, #10, #11, #17, #19, #20
et #22. N.B. Les sous-librairies #23 et #24 étaient aussi négatives pour la présence de

I’amplicon. pb; longueur en paires de bases, CN; contrdle négatif.



41

Le fragment amplifié de 696 pbs a été séquencé afin de confirmer que la région
d’intérét était bien amplifiée de facon spécifique. Une homologie de séquence de 100%
avec la région théoriquement amplifiée par ces amorces (banque de données NCBI,

NM_008305.3) a été obtenue.

Des plages de lyse ont été générées a partir des sous-librairies positives puis un
transfert sur filtre a été effectué. Une sonde radioactive a été préparée a partir du fragment
de 696 pbs. Les filtres ont été hybridés avec cette sonde radioactive afin d’identifier des
clones positifs. Un clone positif a été obtenu lors du criblage de la sous-librairie #22. Deux

criblages supplémentaires nous ont permis d’obtenir un clone pur.

Dans le but de sous-cloner un fragment couvrant plusieurs kpbs de séquence de la
région du promoteur proximal de HSPG2, deux approches ont été utilisées. D’une part,
plusieurs paires d’amorces ont été testées pour amplifier un long fragment a partir de
I’ADN isolé du clone #22. D’autre part, 'ADN purifié du clone #22 a été utilisé

directement dans des digestions a 1’aide d’enzymes de restriction pour générer des

fragments de différentes tailles.

Bien qu’un grand nombre de conditions aient été testées dans la premiere approche,
seule la paire d’amorces mHSPG2-4192-F/mHSPG2-624-R a permis d’obtenir un fragment
de la taille attendue, soit 3569 pbs. Encore ici, la séquence GC riche a semblée rendre
difficile 1’appariement des amorces. Donc, hypothétiquement, cette paire d’amorces a
mieux fonctionnée puisque la séquence est moins GC riche a ces endroits. Le fragment
obtenu a ensuite été digéré avec Kpnl pour générer un fragment de 3304 pbs avec une
extrémité distale Kpnl et une extrémité proximale franche (générée par I’utilisation du kit
« Phusion HotStart »). Ce fragment a été inséré dans le plasmide pGL4basic-Luc linéarisé

avec Kpnl et EcoRV afin d’obtenir la construction pGL4-mHSPG2-3304pbs (7546 pbs).
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Parallelement, la deuxieme approche a permis d’obtenir des fragments de poids
moléculaires de 3,9 kpbs (directement en amont de I’ATG) et de 4,74 kpbs (en amont du
fragment de 3,9 kpbs) par digestions enzymatiques du clone #22 avec Kpnl et Ncol. Le
fragment de 3926 kpbs a été inséré dans le plasmide pGL4basic-Luc linéarisé avec Kpnl et

Ncol pour générer le plasmide pGL4-mHSPG2-3926pbs (8090 pbs).

Dans le but de déterminer avec une plus grande précision le ou les sites sur le
promoteur du gene Perlecan impliqués dans I’activation de la transcription, la construction
pGLA-mHSPG2-3926pbs a été digérée avec les enzymes de restrictions Kpnl et Xhol. Ces
digestions ont permis de retrancher 3447 pbs de la partie distale de [D'insert. La
recircularisation du plasmide a permis de générer la construction pGL4-mHSPG2-479pbs

(4643 pbs).

Finalement, des digestions enzymatiques de pGL4-mHSPG2-479pbs ont été
effectuées avec les enzymes de restriction Sfil et Mlul afin d’obtenir une construction
comportant uniquement les 245 pbs directement en amont de I’ATG. La recircularisation

du plasmide a permis I’obtention de la construction pGL4-mHSPG2-254pbs (4405 pbs).

La figure 6 illustre la structure des différentes insertions d’ADN génomiques murin
sous-clonés dans le vecteur pGLA4basic-Luc. Les constructions pGL4-mHSPG2-3926 pbs et
pGL4-mHSPG2-3304 pbs contiennent les quatre sites potentiels d’attachement de Pitx1. La
seconde construction ne contient pas les premiers 622 pbs situés dans la région proximale.
Les constructions pGL4-mHSPG2-479 pbs et pGL4-mHSPG2-254 pbs contiennent
uniquement les 479 pbs et 254 pbs les plus proximales, incluant la partie non-codante de
I’exon-1 jusqu’a ’ATG de mHSPG2, ainsi que le site initiateur de la transcription (a -

238 pbs de I’ATG initiateur).
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EcoRV
Sfil Xhol{ﬂul
Kpnl Neol (ATG)
—X — I I b —N
2 sites TAATCC TAAGTG TAAGCC Exon 1
pGL4-mHSPG2-3926 pbs
Kpnl EcoRV
R I I ,

2 sites TAATCC TAAGTG TAAGCC
pGL4-mHSPG2-3304 pbs

Xhol Ncol (ATG)
— -
pGL4-mHSPG2-479 pbs Exon 1

Miul Ncol (ATG)
pGL4-mHSPG2-254 pbs Exon 1

Figure 6. Constructions dans le vecteur pGL4basic-Luc par insertion de fragments de
taille différentes du promoteur murin du gene codant pour Perlecan (mHSPG2).
Schéma des quatre constructions pGLA-mHSPG2-3926pbs, pGL4-mHSPG2-3304pbs,
pGL4A-mHSPG2-479pbs et pGL4-mHSPG2-254pbs avec indication des sites consensus de
reconnaissance TAATCC (-2993 pbs et -2779 pbs de I’ATG), TAAGTG (-2174 pbs de
I’ATG), TAAGCC (-946 pbs de I’ATG) et des sites de restrictions utilisés lors des
expériences. Indication de la position de I’exon 1 (lorsqu’applicable) et de I’ATG initiateur

de la traduction de Perlecan (lorsqu’applicable).
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3.3 Co-transfections transitoires dans divers types cellulaires

Des transfections transitoires a la lipofectamine 2000 (Invitrogen) des différentes
constructions (dans le plasmide pGL4basic-Luc) ont été effectuées pour tester 1’activité
transcriptionnelle des inserts. La majorité des transfections ont été faites dans les cellules
C28 (chondrocytes humains) et MC3T3 (ostéoblastes de souris), soit les types cellulaires
les plus appropriés pour vérifier nos hypothéses en rapport avec I’activité transcriptionnelle
du promoteur de HSPG?2 (Perlecan) dans 1’ostéoarthrite. Les lignées cellulaires HEK,
ATDCS et ATDCS différenciées en chondrocytes matures ont aussi été testées dans

certaines conditions.

Afin d’étudier I'influence de Pitx1 sur I’activité transcriptionnelle des inserts, des
co-transfections avec les constructions et le plasmide pSI-mPitx1, contenant la séquence
codante (cDNA) de Pitx] murin sous le contréle du promoteur SV40, ont aussi été
effectuées. Des quantités variables du vecteur pSI sans insert (Promega) ont été ajoutées
dans certaines transfections pour maintenir une quantité constante du promoteur SV40 dans
toutes les transfections. Le vecteur pSI a aussi été testé en co-transfection avec les mémes
conditions expérimentales afin de s’assurer que pSI n’avait pas d’effet significatif sur

I’expression du gene rapporteur luciférase dans le vecteur pGLA4.

Des co-transfections transitoires ont d’abord été effectuées avec la construction
pGLA4-mHSPG2-3304pbs dans plusieurs types cellulaires avec différentes concentrations de
Pitx1. Le plasmide pGL4-mHSPG2-3304pbs transfecté seul n’a pas produit d’augmentation
ou de diminution significative du signal luciférase par rapport au bruit de fond (pGL4 seul)
sauf dans les cellules C28 et cet effet était relativement mineur bien que statistiquement

significatif. L’addition de Pitx1 (pSI-Pitx1) en combinaison avec pGL4-mHSPG2-3304pbs
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a permis d’obtenir une augmentation de I’activité luciférase dans les cellules MC3T3, HEK

et C28.

Les co-transfections transitoires dans les cellules MC3T3 démontrent une
augmentation de 1’activité transcriptionelle d’environ 2 et 5 fois lors de 1’ajout de 300 ng ou
600 ng de Pitx1. Cependant, ces résultats ne sont pas statistiquement significatifs (figure

7B).

Les co-transfections transitoires dans les cellules HEK du plasmide
pGL4-mHSPG2-3304pbs et de Pitx]1 ont montrées une activation transcriptionnelle
significative d’environ 7 et 12 fois respectivement lors de 1’ajout de 300 ng ou 600 ng de
pSI-Pitx1. Cependant, une augmentation significative du bruit de fond a aussi été observée
lors de la co-transfection de 300 ng ou 600 ng de pSI-Pitx] avec le plasmide pGL4
(figure 7C).

Lors des co-transfections dans les cellules C28, de fortes augmentations de I’activité
transcriptionnelle du promoteur mHSPG2, d’environ 40 et 100 fois, ont été mesurés suite a
I’ajout de 300ng ou 600ng de pSI-Pitx]1 respectivement. Ici encore, une part de
I’augmentation de 1’activité luciférase reflete sans doute des effets non-spécifiques puisque
des augmentations significatives du bruit de fond de I’ordre de 10 et 20 fois ont été

observées lors de la co-transfection de pSI-Pitx1 avec le plasmide pGL4 vide (figure 7D).

Ces trois types cellulaires, MC3T3, HEK et C28 qui sont respectivement des
ostéoblastes de souris, des cellules de rein humain embryonnaire et des chondrocytes
humains ont permis de démontrer un patron d’expression commun, i.e. une augmentation
de I’activité transcriptionnelle de la construction, qui contient quatre site de reconnaissance
pour Pitx1, lors de I’ajout de 300 ng ou 600 ng de Pitx1 (figure 7B, 7C et 7D). L’activité
basale de pGL4basic-Luc (bruit de fond) augmente aussi lors de I’ajout de 300 ng ou
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600 ng de Pitx1. Cependant, la magnitude d’activation est supérieure lors de 1’ajout de
Pitx1 a la construction comparativement au vecteur vide dans les mémes conditions.
Parallelement, la magnitude d’activation n’est pas la méme entre les trois types cellulaires
(C28 > HEK > MC3T3), ce qui est vraisemblablement attribuable aux facteurs tissus
spécifiques (ostéoblastes vs cellules de rein vs chondrocytes) et especes spécifiques
(humain vs souris) présents. En effet, il est possible que les partenaires présents dans la
cascade signalétique qui implique Pitx1 soient différents dépendamment du type cellulaire
et que I'efficacité de ces facteurs soient plus ou moins grand, ce qui pourrait expliquer une
différence de magnitude d’activation d’un type cellulaire a I’autre. Par exemple, le niveau
d’expression obtenu dans les cellules C28 (figure 7D) est mieux défini et démontre la plus
forte activation transcriptionnelle lors de I’ajout de Pitx1, probablement due au fait que
c’est une lignée cellulaire de chondrocytes humains et donc, que les facteurs propres a la

spécificité tissulaire sont présents afin de permettre la transmission du signal.

De plus, Perlecan n’est pas situé sur le méme chromosome dépendamment de
I’espece. En effet, HSPG2 [homo sapiens] est situé sur le chromosome 1 (location 1p36.
1-p34) (banque de données NCBI, Gene ID : 3339) tandis que HSPG2 [mus musculus] est
situé sur le chromosome 4 (location 4 D3; 4 71.4 cM) (banque de données NCBI, Gene ID :
15530). Dongc, il y a aussi possiblement des éléments distaux qui agissent en cis sur le
chromosome, ce qui influence 1’activation transcriptionnelle de Perlecan puisque certains
facteurs qui contribuent a I’activation de 1’expression sont peut-&tre spécifiques a I’espece.
Par contre, puisque le patron d’expression est le méme dans les trois types cellulaires, les
résultats obtenus tant avec les C28, les MC3T3 et les HEK sont valables et considérés
comme tel. Cependant, puisque cette étude porte sur 1’ostéoarthrite, les expériences
subséquentes ont été effectuées avec des ostéoblastes de souris (MC3T3-El) et des

chondrocytes humains (C28).
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Les co-transfections transitoires effectuées dans les cellules ATDCS, qui sont des
cellules mésenchymateuses de souris, et les cellules ATDCS différenciées en chondrocytes
matures (différenciation in vitro) n’ont pas permis d’obtenir un patron d’activation similaire
aux autres types cellulaires utilisés. Des facteurs tissus spécifiques ont possiblement permis
une augmentation de I’expression en présence de Pitx1 dans les MC3T3, les C28 et les
HEK en intervenant dans la cascade signalétique de Pitx] (encore méconnue) et ces
facteurs sont vraisemblablement absents dans les cellules ATDCS ce qui empéche
I’activation de la transcription par Pitx1. Les ATDCS différenciés en chondrocytes matures
ont été différenciées in vitro et certains facteurs transcriptionnels présents in vivo dans les
chondrocytes sont possiblement absents ce qui expliquerait que Pitx1 n’a pas ou peu d’effet

lorsque la construction est co-transfectée avec Pitx1 dans ce type cellulaire.
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Figure 7. Co-transfections transitoire a la
lipofectamine 2000 de pGL4-mHSPG2-
3304 pbs et de quantités variables de Pitx1
(pSI-mPitx1) dans divers types cellulaires.
A) Cellules ATDCS5 a passage 25 (n=8).
B) Cellules MC3T3 a passage 15 (n=4).
C) Cellules HEK a passage 36 (n=12).

D) Cellules C28 a passage 17 (n=12). E) Cellules ATDCS différenciées en chondrocytes

matures a passage 11 (n=4). Les lysats cellulaires ont été effectués 48 heures post-

transfection. Astérisques noirs : test t de Student entre pGL4 et pGL4-pitx1-300ng, pGL4-

pitx1-300ng et pGL4-pitx1-600ng et idem pour mHSPG2. Astérisques rouges : test t de

Student entre les mémes conditions du vecteur pGL4 et du vecteur avec insert pGL4-

mHSPG2 (mHSPG2). p<0,05 : *, p<0,01 : #*, p<0,005 : ***, p<0,001 : **++.
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Par la suite, des co-transfections transitoires ont été€ effectuées avec la construction
pGLA-mHSPG2-3926pbs dans les cellules C28 avec différentes concentrations de Pitx1
(pSI-mPitx1). Les cellules ont été lysées 24, 48 ou 72 heures post-transfection afin de
déterminer la durée optimale de traitement. Le fait de lyser les cellules a 24, 48 ou
72 heures post-transfection ne change pas le patron obtenu. Cependant, la magnitude de
I’effet observé est plus grande a 48 heures. Donc, les cellules C28 ont été lysées a 48 heures
post-transfection dans toutes les expériences effectuées subséquemment dans ce type
cellulaire. Ces résultats démontrent que 1’ajout de I’insert du promoteur murin du gene de
Perlecan de 3926 pbs dans le vecteur pGL4 augmente de = 30 fois I’expression de

luciférase comparée au niveau basal (bruit de fond) de pGL4 (figure 8).

Les co-transfections de pSI-Pitx1 avec pGL4, résulte en une 1égere augmentation de
I’expression luciférase (statistiquement significative) mais les valeurs demeurent bien en
deca de ce qui est obtenu avec le plasmide pGL4-mHSPG2-3926pbs lors de 1’ajout de
Pitx1. La co-transfection de 300 ng ou 600 ng de pSI-Pitx] en présence de
pGLA4A-mHSPG2-3926pbs conduit a une augmentation de 1’expression luciférase de 5 et 12
fois respectivement comparée au plasmide pGL4-mHSPG2-3926pbs seul (figure 8B). Pitx1
semble donc augmenter 1’activité transcriptionnelle du fragment de 3,9 kpbs du promoteur

de mHSPG2.
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Figure 8. Co-transfections transitoire a la lipofectamine 2000 de

pGL4-mHSPG2-3926 pbs et de quantités variables de Pitx1 (pSI-mPitx1) dans les
cellules C28 pour un «time course » de lyse cellulaire. A) Lyse des cellules C28
(passage 9) 24 heures post-transfection (n=4). B) Lyse des cellules C28 (passage 9)
48 heures post-transfection (n=4). C) Lyse des cellules C28 (passage9) 72 heures
post-transfection (n=4). Astérisques noirs: test t de Student entre pGL4 et
pGLA4-pitx1-300ng, pGLA4-pitx1-300ng et pGL4-pitx1-600ng et idem pour mHSPG2.
Astérisques rouges : test t de Student entre les mémes conditions du vecteur pGL4 et du
vecteur avec insert pGL4-mHSPG2 (mHSPG2).

p<0,05 : *, p<0,01 : **, p<0,005 : ***, p<0,001 : ****,
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Dans le but de comparer entre-elles les différentes activations transcriptionnelles
obtenues avec les quatre constructions, de nouvelles transfections transitoires ont été

effectuées avec les quatre constructions simultanément dans les cellules C28 et MC3T3.

Les régions du promoteur testées dans les différentes constructions transfectées dans
les cellules C28 ont permis d’augmenter la transcription basale de 13,6; 2,5; 29,7 et 17,7
fois pour les constructions pGL4-mHSPG2-3926pbs, pGL4-mHSPG2-3304pbs,
pGL4A-mHSPG2-479pbs et pGL4-mHSPG2-254pbs respectivement par rapport au vecteur
pGL4 sans insert. L’ajout de Pitx]1 (600 ng) a mis en évidence une induction de la
transcription d’environ 5 fois pour toutes les constructions testées par rapport au niveau

basal observé pour chaque construction (figure 9 et 10).

Parallelement, la présence de Pitx1 (600 ng), pour ces mémes constructions, dans
les cellules MC3T3 transfectées a conduit a des augmentations de la transcription de 7,6;
7,9; 5,7 et 5,9 fois. Le niveau basal de transcription est augmenté de 1’ordre de 4,3, 1,0,
12,7 et 8,5 fois pour les constructions pGL4A-mHSPG2-3926pbs, pGL4-mHSPG2-3304pbs,
pGLA-mHSPG2-479pbs et pGLA-mHSPG2-254pbs respectivement par rapport au vecteur
pGLA4 sans insert (figure 9 et 10).

Bien que le patron d’expression soit le méme dans les cellules C28 et les cellules
MC3T3, la magnitude d’activation est plus importante dans les cellules C28. Comme
mentionnée précédemment, il est possible que des facteurs tissus spécifiques/especes
spécifiques (chondrocytes humain vs ostéoblastes de souris) soient plus efficaces et

permettent une activation plus importante selon le type cellulaire testé.

La construction qui comporte 479 pbs en amont de I’ATG initiateur de Perlecan
(pGL4-mHSPG2-479pbs), et donc I'exon 1 et le TSS, possede le niveau d’activité

luciférase basale le plus élevé ainsi que l'activité stimulée par Pitx1 la plus importante
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(figure 9) suivi de pres par la construction qui comporte 254 pbs en amont de I'ATG
initiateur (pGLA-mHSPG2-254pbs) (figure 9). Ensuite vient la construction la plus
importante (pGL4-mHSPG2-3926pbs), qui comporte quatre site de reconnaissance pour
Pitx1 et qui va jusqu’a I’ATG initiateur (possede I’exon 1) tant pour le niveau d’activité
basale que stimulé par Pitx1. Cette construction comporte possiblement des éléments de
régulation négatifs qui diminuent la transcription du géene HSPG?2 (figure 9). Finalement, la
construction qui possede quatre sites consensus Pitx1, mais qui est amputée de 622 pbs
directement en amont de I’ATG initiateur (ne possede pas ’exon 1 ni le TSS) a la plus
faible activité transcriptionnelle, tant basale qu’en présence de Pitx1 (figure 9) ce qui
suggere que I’exon 1, et possiblement d’autre éléments présents sur la séquence promotrice
de Perlecan légerement en amont de I’ATG initiateur (p.ex. le TSS a -238 pbs en amont de

I’ ATG initiateur) sont essentiels a I’activation maximale du promoteur.
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Figure 9.  Co-transfections transitoire a la  lipofectamine 2000  de
pGL4-mHSPG2-3926 pbs, pGL4-mHSPG2-3304 pbs, pGL4-mHSPG2-479 pbs et
pGL4-mHSPG2-254 pbs avec 600 ng de Pitx1 (pSI-mPitx1) et sans Pitx1 dans les
cellules C28 et MC3T3. A) Co-transfection transitoire des 4 constructions dans les
cellules C28 (P7) (n=4). B) Co-transfection transitoire des 4 constructions dans les
cellules MC3T3 (P11) (n=4). Le vecteur pGL4 a été utilisé pour évaluer I’expression
basale sans et avec Pitxl. Les lysats ont été effectués 48 heures post-transfection.
Astérisques noirs : test de student entre pGL4 et pGLA4-pitx1-600ng et idem pour
mHSPG2. Astérisques rouges : test de student entre les mémes conditions du vecteur
pGLA4 et du vecteur avec insert pGL4-mHSPG2 (mHSPG2). p<0,05: *, p<0,01 : **,
p<0,005 : *** p<0,001 : ****
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Figure 10. Représentation schématique des quatre constructions et tableau résumé des
niveaux d’expression basaux vs induit en présence de Pitx1 dans les cellules C28 et
MC3T3. A) Les représentations schématiques de pGL4-mHSPG2-3926pbs,
pGL4-mHSPG2-3304pbs, pGL4-mHSPG2-479pbs et pGL4-mHSPG2-254pbs comportent les
sites consensus pour Pitx1 (lorsqu’applicable) et ’exon 1 de la séquence codante pour
Perlecan (lorsqu’applicable). B) Les variations de niveaux d’expression basaux du tableau
résumé ont été calculés par rapport a pGL4 sans insert dont le niveau d’expression est
arbitrairement 1. Les variations des niveaux d’expression lors de 1’ajout de 600 ng de Pitx1
ont été calculées par rapport au niveau basal de pGL4-mHSPG2-3926/3304/479/254 pbs
selon le cas. Les calculs des niveaux d’expression ont été effectués a partir des résultats

présentés a la figure 9.
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3.4 Analyse de D’expression de Perlecan endogene dans les
cellules C28 transfectées avec pSI ou pSI-mPitx1

Dans le but de déterminer I’effet de la surexpression de Pitx1 sur le niveau
d’expression de Perlecan endogene, des transfections transitoires ont été effectuées dans les
cellules C28 avec pSI ou pSI-mPitx1 (séquence Pitx1 murine dans le vecteur d’expression
pSI). Des quantités variables de pSI-Pitx1 ont été utilisées et comme controles, les mémes
quantités de pSI (vecteur vide) ont été utilisées. Les cellules C28 (passage 23) ont été lysées
avec du Trizol® pour obtenir I'ARN puis I'ADNc a été synthétisée avec le kit
«ThermoScript™ RT-PCR System» (Invitrogen). Un qPCR a été effectué afin de détecter
une variation potentielle du niveau de Pitx1 (humain et souris) et une variation du niveau

d'expression de Perlecan (humain) lorsque le promoteur est en présence de Pitx1.

L'expression de Pitx1 murin n’est pas détectée dans les cellules C28 (chondrocytes
humains) avec ou sans pSI mais augmente drastiquement lorsque les concentrations de
pSI-mPitx1 augmentent. Il y a donc augmentation de 'ARN de Pitx1 murin lorsque des
transfections sont effectuées avec pSI-mPitx1 de facon proportionnelle a I'augmentation de
la concentration du vecteur d’expression. Aucune variation significative de I’ARN de
Perlecan endogene (humain) lors de 1'ajout de Pitx1 murin (pSI-mPitx1) n’a été détectée.
L'expression de Pitx]1 humain est constante, que ce soit avec pSI ou avec pSI-mPitx1.
Cependant, nous avons estimé !’efficacité de transfection dans ces expériences par
coloration X-gal des cellules transfectées avec le plasmide controle -gal, a environ 10%.
Bien que ce soit un excellent niveau d’efficacité de transfection, 90% des cellules ne sont
pas transfectées. De ce fait, le bruit de fond est trop élevé pour que la variation de
I’expression de Perlecan par 1’ajout de Pitx1 exogeéne ne soit perceptible. Pour vérifier
I’effet d’une surexpression de Pitxl sur I’expression de Perlecan, des qPCR ont été
effectués a partir d’ARN total isolé d’ostéoblastes primaires (cellules jeunes de la moelle

osseuse et de la couche ostéogene du périoste qui fabrique 1’osséine) provenant de souris
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transgéniques qui surexpriment Pitx1 ainsi qu’a partir de fémurs (cellules osseuses matures)

de ces mémes souris (section 3.5).

3.5 Analyse de D’expression de Perlecan endogene et de
Pinfluence possible du facteur de transcription Pitx1 sur son
expression

Afin de vérifier si I’absence d’effet de la surexpression de Pitx1 sur I’expression de
Perlecan observé au niveau des cellules humaines ne découle pas de changements subtils
dans le promoteur humain versus celui de la souris, des expériences en qPCR ont été
réalisées sur des ostéoblastes de souris TG surexprimant spécifiquement Pitx1. Le
transgene inséré dans le génome de ces souris contient la séquence codante du gene pitx1
murin sous contrdle transcriptionnel d’un fragment de 2.3 kpbs du promoteur du geéne
Collall murin (Rossert et al., 1995). Ce promoteur limite 1’expression du transgéne aux
cellules de la lignée ostéoblastique. Les ostéoblastes primaires utilisés ont été mis en
culture et apres trois passages ont été ré-ensemencés a 200 000 cellules/puits dans des
boites de 12 puits dans du milieu de culture supplémenté avec 50 ug/ml d’acide ascorbique
et 10 mM de B-glycérophosphate (milieu de différenciation) pour permettre la production
de matrice calcifiée caractéristique d’ostéoblastes matures. Les ARN isolés au jour O (jour
de mise en culture) et au jour 21 de culture ont été analysés, tant pour les contrdles (WT)

que pour les transgéniques (TG).

Pour les ostéoblastes des souris de type sauvages (WT) les RQ (relative
quantification units) ont été normalisés a 1.0. La surexpression de Pitx1 des ostéoblastes
des souris transgéniques au jour O et au jour 21 était respectivement de 64 et de 10 fois
(figure 11A). Bien que la surexpression de Pitx1 soit significative dans les deux cas,
celle-ci est plus faible au jour 21 indiquant une diminution de I’activit¢é du promoteur

Collal en condition de différenciation.
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Au jour 0, il y a surexpression de Perlecan et une quasi équivalence avec le WT de
p53 chez les ostéoblastes de souris transgéniques. Les résultats au jour 21 semblent
démontrer une quasi équivalence entre 1’expression des ostéoblastes transgéniques (TG) et
des ostéoblastes de type sauvage (WT) pour Perlecan et une légere augmentation de

I’expression de p53 (figure 11B).

Pour les ostéoblastes dérivés des fémurs des souris de type sauvages (WT) les RQ
ont été normalisés a 1.0. La surexpression de Pitx1 dans les ostéoblastes dérivés des fémurs
des souris transgéniques était de 923 fois (figure 12A). Dans les ostéoblastes dérivés des
fémurs des souris transgéniques, il y avait aussi une surexpression de Perlecan et de p53 de
50 et 21 fois respectivement (figure 12B). L’expérience avec ces ostéoblastes n’a été
effectuée qu’une seule fois (n=1) due a la disponibilité limitée du matériel histologique.

Pour cette raison, des études statistiques n’ont pas pu étre effectuées.
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Figure 11. Analyse des niveaux d’expression de Pitx1, Perlecan et pS3 par qPCR sur
des ostéoblastes primaires de souris sauvage (WT) et transgénique (TG) qui
surexpriment Pitx1 (n = 3). A) Pitx]1. B) Perlecan et p53. Astérisques: test de student
entre WT et TG pour les mémes conditions. p<0,05: *, p<0,01: ** p<0,005 : ***
p<0,001 : *%**%,
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Figure 12. Analyse des niveaux d’expression de Pitx1, Perlecan et p53 par qPCR sur
des fémurs (gauche) de souris sauvage (WT) et transgénique (TG) qui surexpriment
Pitx1 (n = 1). A) Pitx1. B) Perlecan et p53. N.B. Cette expérience n’a été effectuée qu’'une
seule fois due a la disponibilité du matériel. Il a donc été impossible d’effectuer des études

statistiques et c’est pourquoi les valeurs obtenues sont inscrites au dessus des colonnes

(n=1).
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3.6 Sites potentiel de pS3 sur le promoteur de Perlecan

Puisque la construction pGL4-mHSPG2-254pbs, qui ne contient aucun site
consensus pour Pitx1, posseéde une forte activité transcriptionnelle stimulée par Pitx1, la
séquence a été analysée afin de trouver des sites de liaison de facteurs de transcription
pouvant étre induits par Pitx1. Dans ce contexte, plusieurs sites de reconnaissance de p53

ont été découvert in silico en utilisant le programme Alggen (Alba et al.) (figure 13).

1 ggootogodt Cgootog accty JLettgbggy gtgtggotas atghittggay gt

coggagogoa acggagoc Lggac cagaacaccce cacaccgatt tacamaccto cac

71 Coa acthggogoe tog googgagac oo cacy oo

act tgaacogodog agoc cogoototg oo gtgo cot

Insert 254 bps
141 gacggyagrtt JUttogdgoyy JLOyOdgyty JUaasadagye gagoagiocy aagugactody caggacagod
ctgooctoas CORACCCCOCC CAaCCCoooCoAr cotttotoog ctogbocagoe ttoctgagoe gtoctghbogo
[ [=t=1}

211 agoctggtgoge tgogoggaggs gocgagogad Ccoagogascy aggoogogocs atggaagaty coaaaaacat
Logaccacoy acgooctocy cggetegote gghogottgs toecggooody Laccttotad gogtttttgrta

E1l

ATG

Figure 13. Sites de reconnaissance de p53 sur les 254 pbs du promoteur de mHSPG2
en amont de ’ATG initiateur. Les sites de reconnaissance de p53 sont surlignés en vert
sur la séquence de 254 pbs (en bleu). L’exon I est surligné en jaune et I’ATG initiateur est

indiqué par la couleur beige.
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Chapitre 4. Discussion

4.1 L’activité basale du promoteur humain de Perlecan nécessite
I’exon 1

L’exon 1 contient le site d’initiation de la transcription et ’ATG initiateur de la
traduction de Perlecan, ce qui explique 1’augmentation notable de la transcription basale
avec les trois constructions ayant I’exon 1, ce qui n’est pas le cas avec la construction qui
ne comporte pas ces €éléments. Ceci confirme donc I'importance de cette région du
promoteur qui comporte vraisemblablement les éléments essentiels pour le recrutement de

la machinerie transcriptionnelle de base (figure 10).

Le niveau d’expression basal de la construction pGL4-mHSPG2-479pbs est plus du
double de celui de pGL4-mHSPG2-3926pbs (figure 10B). Ceci suggere donc la présence
d’un ou de plusieurs éléments répresseurs sur la séquence la plus grande. Des analyses in
silico ont donc été effectuées avec le programme TFSearch (Akiyama, Copyright 1994-
2000) afin de déterminer si la s€quence comportait des sites de reconnaissance pour des
facteurs de transcription déja connus pour leur effet répressif. En effet, plusieurs sites de
reconnaissance pour des répresseurs connus ont été identifiés sur la séquence du promoteur

de 3926 pbs dont GATA-2, GATA-3, MZF1, C/EBP et c-Myc (tableau IV).

Dans la littérature, les facteurs GATA-2, GATA-3 et MZF1 n’ont pas été mis en
évidence a ce jour dans le cartilage et/ou dans I’OA. Cependant, il a été démontré que
C/EBP est régulé de facon positive dans I’OA (Goldring and Marcu, 2009) et que c’est un
facteur qui inhibe 1’expression du géne Cd-rap, qui produit une petite protéine sécrétée par
la matrice et qui est exprimée dans le cartilage en développement et dans le cartilage adulte

ainsi que par les chondrocytes en culture (Imamura et al., 2005).

Parallelement, il a aussi été démontré que c-Myc réprime la transcription du gene

Spl (Gartel, 2006). Or, les sites de liaisons pour Sp1/Sp3 contribuent a I’activité basale du
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promoteur des ostéoblastes en régulant 1’expression de la N-cadhérine, une protéine
importante dans le contrdle de la différenciation des cellules squelettiques. Il semblerait que
MZF1 puisse aussi stimuler I’expression de la N-cadhérine dans les ostéoblastes. MZF1
peut vraisemblablement agir comme inhibiteur ou comme activateur de la transcription
selon le contexte (tableau VI) (Le Mee et al., 2005). Toutefois, aucun de ces facteurs de
transcription ont été mis en évidence a ce jour dans la régulation transcriptionnelle de

Perlecan.

Les facteurs C/EBP et c-Myc semblent donc étre les facteurs les plus intéressant a
étudier puisqu’ils ont déja un role connu au niveau du cartilage et de I’OA (Imamura et al.,
2005) ou dans les ostéoblastes (Gartel, 2006). Un moyen efficace de vérifier si ces facteurs
jouent un rdle dans la régulation du promoteur de Perlecan serait d’effectuer des qPCR afin

d’évaluer I’expression de Perlecan en présence et en 1’absence de ces facteurs.

Tableau VI. Facteurs de transcription pouvant potentiellement réguler de facon
négative la transcription de Perlecan

Facteurs de transcription dont un | Références Elément(s) régulé(s)
ou des sites de reconnaissances sont négativement
présents sur le promoteur de
Perlecan
GATA-2 et GATA-3 (Di Lisi et al., | L’activité du promoteur cardiaque de
2007) la troponine | dans les cellules des
muscles squelettiques
(Obara et al., L’expression du gene de
2008) I'érythropoiétine
MZF1 (Perrotti et Le développement hématopoiétique
al., 1995)
(Yan et al., L’activité du promoteur ERCC1
2006)
C/EBP (Imamura et | L'expression du géne Cd-rap dans les
al., 2005) chondrocytes
c-Myc (Gartel, Réprime la transcription des géenes
2006) Miz-1 et Sp1
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4.2 Pitx1 augmente ’activité transcriptionnelle du promoteur de
Perlecan de facon indirecte possiblement via p53

La variation du niveau d’expression lors de I’ajout de Pitx1 est d’environ 5 fois
supérieure au niveau d’activité basal sans Pitx1, que la construction comporte des sites
consensus pour Pitx1 ou non (3926 vs 479 et 254) (figure 10B). Les sites consensus pour
Pitx1 ne semblent donc pas nécessaires a I’activation transcriptionnelle du promoteur de
Perlecan par Pitx1. Pitx1 activerait donc vraisemblablement la transcription de Perlecan de

facon indirecte (figure 10).

Dans le but de déterminer par quel(s) mécanisme(s) I’activation indirecte pouvait
opérer, des sites consensus pour des facteurs de transcriptions activateurs qui peuvent
potentiellement agir en partenariat avec Pitx1 ont été cherchés avec TFSearch (Akiyama,
Copyright 1994-2000) et Alggen (Alba et al.). Sur les 254 pbs d’insert du promoteur murin
de Perlecan, sept sites consensus pour le facteur de transcription p53 ont été identifiés
(figure 13). Sachant que Pitx1 est en mesure d’induire I’expression de pS3 (Liu and Lobie,
2007), il est possible que p53 puisse ensuite stimuler 1’expression de Perlecan de fagon
directe en se liant a ces nombreux sites consensus. De plus, des liens ont déja été établis
entre une augmentation de p53 et I’OA (Nayak et al., 2009; Tak et al., 1999). En effet, une

surexpression de p53 a été détectée dans les tissus synovials des patients souffrant d’arthrite

rhumatoide et d’ostéoarthrite (Nayak et al., 2009; Tak et al., 1999).

Dans le but de déterminer si 1’activation par Pitx] passe bien par une cascade
signalétique qui implique pS53, des siRNA contre p53 pourraient étre utilisés pour faire un
knockdown de p53 et ainsi valider si I’activation de la transcription induite par Pitx1 est
dépendante de p53. Suite au knockdown par les siRNA, des transfections pourraient étre

effectuées afin de déterminer si les niveaux d’expression sont les méme en présence et en
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absence de Pitx1. Dans cette éventualité, la preuve serait alors faite que 1’activation de la

transcription par Pitx1 du promoteur de Perlecan se fait via p53.

En parallele, le Pifithrin-a, qui a démontré une bonne efficacité dans I’inhibition de
pS3 tant in vitro que in vivo pourrait étre utilisé dans le but d’inhiber de facon plus efficace
pS53 (environ 100% d’inhibition) (Rocha et al., 2003) puisque la technique avec le siRNA

permet environ 80% d’inhibition.

4.3 Surexpression de p53 et de Perlecan dans les ostéoblastes de
souris transgéniques qui surexpriment Pitx1

Afin d’établir une corrélation entre Pitx1, Perlecan et p53, des qPCR avec des
ostéoblastes provenant de souris transgéniques qui surexpriment Pitx1 ont été effectués.

Ces expériences ont permis de quantifier I’effet de Pitx1 sur I’expression de Perlecan et de

pS3.

Les qPCR effectués avec les ostéoblastes primaires de souris ont permis de
démontrer une surexpression de Pitx1. Cette surexpression semble corréler avec une faible
augmentation de 1’expression de Perlecan et de p53 dans les ostéoblastes primaires de
souris (figure 11). La variation d’expression dans les ostéoblastes au jour O vs au jour 21
serait probablement attribuable a la diminution de 1’expression du promoteur Collal
(transgene) lorsque les cellules demeurent en culture vs lorsqu’elles sont récupérées
immédiatement. L’expression du transgene est sous le contrdle d’un fragment du promoteur
de collageéne I et son activité transcriptionnelle peut varier en condition de culture. Par
exemple, il est possible que le transgéne subisse des modifications épigénétiques

(hyperméthylation) qui conduisent a une inhibition de la transcription (silencing).

Parallelement, les qPCR effectués avec les ostéoblastes dérivés des fémurs de souris
ont permis de démontrer que la surexpression de Pitx1 est corrélée a une augmentation de

I’expression de Perlecan et de p53 (figure 12).
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L’expression de Pitx1 des ostéoblastes dérivés des fémurs des souris transgéniques
est 14 fois plus élevée que D’expression de Pitx] par les ostéoblastes des souris
transgéniques (jour 0) (figure 11A et 12A). Ceci se répercute dans 1’augmentation de
I’expression de Perlecan et p53 qui sont, elles aussi, de magnitude supérieure, soit 31 et
17 fois supérieures dans les ostéoblastes dérivés des fémurs vs les ostéoblastes (figures 11B
et 12B). L’activation de I’expression de Perlecan et p5S3 semble donc avoir une certaine
proportionnalité avec I'intensité de 1’expression de Pitx1 dans les ostéoblastes dérivés des
fémurs mais la corrélation est plus difficile a établir pour les ostéoblastes primaires vue la
faible augmentation de Perlecan et p53 malgré une forte augmentation de Pitx1. La
présence de facteurs de transcriptions tissus spécifique peut avoir joué un role dans la plus
grande activation de Perlecan et p53 dans les ostéoblastes dérivés des fémurs vs les
ostéoblastes primaires. De plus, les ostéoblastes dérivés des fémurs ont terminé leur
maturation alors que les ostéoblastes primaires n’ont pas fini de se différencier, ce qui peut

aussi influencer la réponse au facteur de transcription Pitx1.

Ces résultats permettent donc d’étayer une nouvelle hypothese qui soutend que
Pitx1 serait en mesure d’activer la transcription de Perlecan et que cette activation pourrait
dépendre de p53, une cible transcriptionnelle connue de Pitx1 (activation indirecte) (Liu
and Lobie, 2007). De fait méme, I’hypothese initiale qui soutenait que Pitx1 régulait de
facon négative Perlecan est réfutée, du moins dans le contexte de la présente étude. De plus,
notre nouvelle hypothese est supportée par le fait que plusieurs sites de liaison du facteur de
transcription p53 sont présents dans les 254 pbs du promoteur de Perlecan directement en
amont de I’ATG initiateur (figure 13). La cascade régulatrice encore méconnue de Pitx1

pourrait impliquer d’autres facteurs transcriptionnels intermédiaires.

Des résultats obtenus précédemment dans le laboratoire par des collegues
démontrent qu’une inactivation partielle de Pitx1 conduit graduellement a la formation d’un
phénotype ostéoarthritique (Picard et al., 2007). Les résultats obtenus lors de la présente

étude démontrent qu’une augmentation de Pitx1 stimule I’expression de p53 qui, a son tour,
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pourrait stimuler I’expression de Perlecan. Donc, une diminution de Pitx1 devrait
ultimement entrainer une diminution de 1’expression de Perlecan, un protéoglycan impliqué

dans le développement et la maintenance du cartilage (Tesche and Miosge, 2004).

Cependant, Tesche et son équipe ont démontré une augmentation de Perlecan dans
les stades tardifs de ’OA qui est produit principalement par les cellules sécrétrices
allongées de type II qui sont a proximité du cartilage le plus affecté, probablement dans une
derniere tentative de «sauver» les tissus affectés (Tesche and Miosge, 2004). Dans ce
contexte, une perte quasi complete de 1’expression de Pitx1 survient dans les stades tardifs
de I’OA (Picard et al., 2007). Les résultats obtenus lors de la présente étude révelent que la
surexpression de Pitx1 régule positivement I’expression de Perlecan de fagon indirecte,
possiblement via p53. Donc, une diminution de Pitx1 entrainerait potentiellement une

diminution de p53 et, éventuellement, une diminution de Perlecan.

Théoriquement, au début du stade avancé de la maladie, il y a encore du cartilage et
donc, il y a encore présence des cellules allongées sécrétrices de type II, qui sont
responsable en grande partie de I’expression de Perlecan (Tesche and Miosge, 2004).
Lorsque la maladie progresse, le cartilage se dégrade de plus en plus et il y a mort des
cellules allongées sécrétrices de type II. Ces cellules ayant disparue, il n’y a plus de
Perlecan et ultimement, il y a disparition du cartilage. Parallelement, la diminution de Pitx1
entraine une diminution de p53 et il a été démontré qu'une diminution de p53 prévient
I’entrée en apoptose des chondrocytes malades et permet donc de préserver les cellules

cartilagineuses restantes (Hashimoto et al., 2009).

Parallelement, il est aussi possible que la diminution de Pitx]1 entraine une
diminution de p53 mais pas nécessairement une diminution de Perlecan. En effet, il est
possible que plus d’une cascade signalétique régule 1’expression de Perlecan et que, lorsque

I’expression de p53 est diminuée, une autre cascade signalétique entre en jeux afin
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d’augmenter 1’expression de Perlecan, ou du moins, maintenir un niveau d’expression
suffisant pour permettre la subsistance du cartilage. Il est possible que certains partenaires
potentiels de Pitx1 soient stimulés par une baisse d’expression de Pitx1 et ainsi stimuler

I’expression de Perlecan.

Parallelement, sachant que la diminution de I’expression de p53 dans les
chondrocytes OA prévient I’entrée en apoptose des chondrocytes articulaires (Hashimoto et
al., 2009), et ainsi prévient la dégénération du cartilage, on peut supposer que 1’organisme

tente de protéger, par tous les moyens, le cartilage restant.

4.4 La régulation transcriptionnelle par Pitx1 (activation vs
inhibition) de Perlecan peut varier selon plusieurs facteurs

Au départ, dii aux résultats préliminaires en immunohistologie obtenus dans les
bourgeons de membres chez les souris, une inhibition de ’activité transcriptionnelle de
Perlecan était attendue lors d’une augmentation de Pitx1 (figure 2). Cependant, les résultats
obtenus lors de la présente étude démontrent plutdt une activation de la transcription de
Perlecan lors de I’augmentation de Pitx1 dans les cellules C28 et MC3T3 ainsi que dans les

ostéoblastes et les fémurs murins in vitro et in vivo.

L’activation observée lors de cette étude (activation au lieu d’une inhibition) est
peut-étre due au fait que les types cellulaires utilisés étaient différents. En effet, la derniere
étape de différenciation des chondrocytes de la plaque croissance (bourgeons de membres)
et des chondrocytes humains (transfections transitoire dans les C28) est différente. Ces
types cellulaires, bien que similaire, ne sont donc pas au méme «time point» et les facteurs

présents pour interagir dans la cascade signalétique de Pitx1 sont possiblement différents.
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Cette explication est aussi valable pour les ostéoblastes et les fémurs de souris qui sont d’un
type cellulaire différent et qui peuvent donc, eux aussi, posséder des facteurs de
transcription permettant [’activation de la transcription et pas [I’inhibition. Donc,
dépendamment des partenaires présents (tissu spécifique/espece spécifique), Pitx1 peut

vraisemblablement agir comme activateur ou inhibiteur de la transcription de Perlecan.

11 aurait été préférable de répéter les qPCR sur les bourgeons de membres Pitx1 KO
afin de comparer les résultats obtenus avec les différents types cellulaires mais nous

n’avions plus acces a ces cellules au moment des expériences en qPCR.

Parallelement, il est aussi possible que 1’activation de Perlecan observée lors de
I’augmentation de Pitx1 (au lieu d’une inhibition de Perlecan comme le suggérait 1’étude
préliminaire) soit due au fait que les constructions utilisées ne contenaient qu’une fraction
du promoteur (proximal) du geéne de Perlecan. La construction la plus importante
comportait 3926 pbs du promoteur proximal en amont de I’ATG du gene. Il est donc
possible que certains éléments de régulation négatifs importants lors de la régulation du
gene HSPG2 dans les cellules de bourgeons de membres (figure 2) soient absents dans ces

constructions.

Il est aussi vraisemblable que certains facteurs transcriptionnels aient été absents in
vitro, mais présents in vivo et que la cascade régulatrice qui implique Pitx1, et qui est
encore méconnue, n’ait pas été complete. Par exemple, la dimérisation de Pitx1 avec un ou
plusieurs autres facteurs pourrait moduler son activité et étre responsable de 1’inhibition de

la transcription du géne codant pour Perlecan.

Finalement, la configuration 3D de la séquence in vivo pourrait permettre le
rapprochement de régions régulatrices beaucoup plus distales permettant ainsi a certains

éléments de régulation négatifs de réprimer la transcription de Perlecan. Il a été prouvé que



69

la liaison de Pitx1 a plus d’un site consensus induit un changement conformationnel de
I’ADN cible ce qui permet a Pitx1 d’effectuer une transactivation du gene, ou dans le cas
qui nous occupe, une transrépression, permettant ainsi 1’interaction d’éléments de réponses
proximaux avec des «enhancers » distaux (Melamed et al., 2002). De plus, il a été
démontré que Pitx1 est phosphorylé sur trois résidus lorsqu’il est li¢ a I’ADN (Melamed et
al., 2002). Donc, puisque les expériences de la présente étude ont ét€ menées in vitro, il est
possible que certains changements épigénétiques nécessaire a I’inhibition de 1’expression
de Perlecan par Pitx1l présents in vivo aient été absent et que seule ’activation ait été

possible.



70

Chapitre 5. Sommaire

Les résultats démontrent que Pitx] est en mesure d’activer la transcription de
Perlecan de facon indirecte i.e. sans que des sites consensus de Pitx1 ne soient présents
dans la séquence (figure 9 et 10). Il est vraisemblable que cette activation passe par le
facteur p53 qui est un partenaire connu de Pitx] (Liu and Lobie, 2007). La séquence
promotrice de Perlecan comporte d’ailleurs sept sites consensus pour ce facteur et une
augmentation de p53 et de Perlecan a été démontrée lors de la surexpression de Pitx1
(figures 11 et 12). Ceci suggere donc que Pitx] pourrait €tre en mesure d’induire

I’expression de pS3 qui a son tour stimulerait 1I’expression de Perlecan.

Puisque la relation entre Pitx1, Perlecan et I’ostéoarthrite n’avait jamais été étudiée
auparavant, ces travaux ont permis de mieux comprendre la relation qui existe entre ces

trois éléments, sans toutefois pouvoir établir la cascade signalétique proprement dite.
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Chapitre 6. Perspectives

D’autres sites de liaisons que p53 ont été découvert sur le promoteur de Perlecan
avec TFSearch (Akiyama, Copyright 1994-2000) et Alggen (Alba et al.) pour les facteurs
EGR-1 (diminué dans I’OA (Wang et al., 2000)), E2F et SF-1 (Fortin et al., 2009; Melamed
et al., 2002; Quirk et al., 2001; Tremblay et al., 1999) et il a ét€ démontré que ces facteurs
sont des partenaires possible de Pitx1 (Fortin et al., 2009; Melamed et al., 2002; Quirk et
al., 2001; Tremblay et al., 1999). 1l faudrait donc vérifier si ces facteurs de transcriptions
sont en mesure d’interagir avec Pitx1 de facon efficace et de participer a 1’activation de
I’expression de Perlecan en intervenant dans la cascade régulatrice, encore méconnue, de
Pitx1. Ceci pourrait étre effectué par des co-précipitations de Pitx1 et des facteurs avec
lesquels il interagit. Les facteurs ayant co-précipités avec Pitx] pourraient ensuite étre

analysés pour déterminer leur identité.

Parallelement, des siRNA contre C/EBP et c-Myc devraient étre utilisés et des
gPCR devraient étre effectués afin d’évaluer ’expression de Perlecan en présence et en
I’absence de ces facteurs. Ces deux facteurs devraient étre étudiés avant d’autres facteurs de
répression puisqu’ils ont déja un role connu au niveau du cartilage et de ’OA (Imamura et

al., 2005) ou dans les ostéoblastes (Gartel, 2006).

Ultimement, la compréhension des mécanismes qui régulent la transcription
normale et pathologique du gene HSPG2 qui code pour Perlecan permettrait
vraisemblablement une meilleure compréhension du développement et de la progression de
I’ostéoarthrite. Eventuellement, des méthodes visant & prévenir le développement, ralentir
la progression et peut-€tre méme traiter des patients atteints d’ostéoarthrite sous sa forme la

plus sévere pourraient tre élaborés.
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De plus, puisque Perlecan est impliqué dans des maladies comme le Syndrome de
Schwartz-Jampel et le syndrome de type Silverman-Handmaker (Arikawa-Hirasawa et al.,
2002; Arikawa-Hirasawa et al., 2001) et qu’il est impliqué dans le contrdle de plusieurs
fonctions biologiques, une meilleur compréhension du mécanisme de régulation de ce
protéoglycan permettrait de faire avancer la recherche dans plusieurs domaines et de
possiblement trouver une cure a des maladies qui n’en ont pas encore ou du moins, avancer

des pistes de solutions.
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Annexe L. Solutions diverses
Transfert sur filtre
Tampon SSC 20X: 3.0 M NaCl; 0,3 M citrate de sodium, pH 7.0
Southern Dénaturant: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH
Southern Neutralisant: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI pH 8,0
Solution d’hybridation (Church buffer): 7% (w/v) SDS; 300 mM NaPhosphate pH 6.8;
5 mM EDTA
Solution de lavage astringence moyenne : 1% SDS; 140mM NaPhosphate pH 6.8

Tampon SM (SM Buffer) : SM; 5,8 g NaCl; 2,0 g MgS0O4 « 7H20; 50,0 ml IM Tris-HCI

(pH 7,5); 5,0 ml gélatine 2%; eau déionisée jusqu’a llitre; autoclaver.

Milieu LB (LB Broth) : 10 g NaCl; 10 g tryptone; 5 g extrait de levure par litre.

Milieu NZY (NZY Broth) : 5 g NaCl; 2 g MgS04 « 7TH20; 5 g extrait de levure; 10 g NZ

amine (casein hydrolysate), par litre.

Top agarose NZY (NZY Top Agar): 0,7% (w/v) agarose.

Pétris NZY (NZY Agar) : 5 g NaCl; 2 g MgSO4 » 7TH20; 5 g extrait de levure; 10 g NZ

amine (casein hydrolysate); 15 g agar, par litre.

Pétris LB (LB Agar) : 10 g NaCl; 10 g tryptone; 5 g extrait de levure; 20 g agar; par litre.
T-Broth : 10 g bio-tryptone ; 5 g NaCl par litre.

Tampon pf-gal 5X: 25 ml PBS 10X; 2,5ml KCI 1M; 0,25 ml MgCl, 1M; 0,875 ml

B-mercaptoethanol 14,3M et 21,38 ml eau déionisée.





