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Résumé 

La commutation de l'hémoglobine se caractérise par l'expression séquentielle des 

cinq gènes du locus humain de la ~-globine (8, Gy, Ay, Ô et ~) lors du développement: 

8-g10bine est exprimé au stade embryonnaire, Gy-globine et Ay-globine au stade fœtal, 

~-globine et ô-globine après la naissance. Ces gènes sont sous le contrôle de leur promoteur 

respectif et de la région de contrôle du locus. Toutefois, les mécanismes qui régulent cette 

commutation ne sont pas connus. L'objectif de cette thèse était de déterminer le rôle du 

promoteur de Ay dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine dans le contexte du 

locus entier de la ~-globine, contenu dans un YAC. 

Pour évaluer le rôle du promoteur Ay dans la commutation de l'hémoglobine, la 

région -838 à +49 du gène Ay du Y AC a été remplacée par la région équivalente (-815 à 

+72) du promoteur érythroïde-spécifique et stade-indépendant de la porphobilinogène 

désaminase (PBGD). Tel qu'attendu du promoteur PBGD, les souris transgéniques 

(PBGDAy-y AC) ont démontré une expression stable de Ay tout au long du développement. 

Également, au stade fœtal l'expression de Gy était augmentée significativement en 

comparaison au locus sauvage, surpassant l'expression des gènes PBGDAy et ~. Même 

après la naissance, l'expression de Gy demeurait toujours détectable alors que dans le locus 

sauvage, les gènes y n'étaient presque plus exprimés dès e14,5. À l'inverse, la cinétique 

d'activation de ~, était sévèrement diminuée, atteignant son expression maximal après la 

naissance alors que le maximum pour le locus sauvage était atteint dès e14,5, résultant en 

un délai de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. Des analyses de méthylation 

de l'ADN et de ChIP n'ont démontré qu'une variation marginale au niveau de la méthylation 

de l'ADN, rejetant l'hypothèse d'un phénomène épigénétique. À l'inverse, une capture de 

conformation chromosomique a démontré que le retard dans la commutation était dû au 

recrutement du LCR au domaine fœtal par le promoteur PBGD et à son exclusion 

conséquente du domaine adulte. Ces résultats révélaient que le LCR interagissait 
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simultanément avec les deux gènes d'un domaine et activait leur expreSSIOn de façon 

concomitante, probablement via différentes régions. Je propose ainsi le modèle d'une 

commutation de l'hémoglobine impliquant la coopération bigénique de gènes fonctionnant 

en paires pour recruter le LCR via un mécanisme de bicompétition où chaque gène d'un 

domaine est en compétition avec un gène spécifique de l'autre domaine pour leurs sites 

respectifs. 

Une analyse fine du promoteur Ay n'a pu permettre toutefois d'identifier les régions 

impliquées dans cette fonction. En effet, les délétions des régions -842 à -384 et -384 à -202 

du promoteur de Ay n'ont démontré aucun impact sur l'expression des gènes du locus. 

Cependant, une analyse détaillée de la délétion -842/-384 qui était sensée éliminer la 

fonction répressive d'un site GA TA -1 à -570, a permis de découvrir que cette délétion avait 

repositionné à proximité un site GA TA -1 distal, reconstituant cette fonction et indiquant 

que la nature du site n'était pas aussi décisive que sa position relative au gène. 

Mots-clés: gamma-globine, promoteur, région de contrôle du locus, coopération bigénique, 

compétition génique, génétique, épigénétique, régulation génique, souris transgénique. 
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Abstract 

Hemoglobin switching is characterized by a sequential expression of the five genes 

of the human P-globin locus (E, Gy, Ay, 8 and P) during the development: E-globin is 

expressed during the embryonic stage, Gy-globin and Ay-globin during the fetal stage and 

p-globin and 8-globin after birth. These genes are under the control of their respective 

promoter as weIl as the locus control region, but the mechanisms underlying the switching 

regulation are still unknown. The objective ofthis thesis was to determine the role of the Ay 

promoter in the hemoglobin switching in the context of a Y AC containing the entire locus. 

To investigate the role of Ay promoter on hemoglobin switching, the region -838 to 

+49 of Ay was replaced by the equivalent region (-815 to +72) of the erythroid -specific 

stage-independent promoter of the porphobilinogen deaminase (PBGD) in the y AC. The 

transgenic lines (PBGDAy-Y AC) displayed a stable Ay expression throughout the 

development as predicted by the PBGD promoter's specificity. AIso, during the fetal stage, 

Gy expression was markedly increased compared to wild type locus, exceeding both 

PBGDAy and P-globin expression. Even after birth, Gy expression was readily detectable 

whereas in the wild-type locus, the y genes where no longer expressed from eI4.5. 

Conversely, the kinetic of P activation was severely impaired, reaching its maximal 

expression after birth whereas the maximum in the wild-type locus was attained as soon as 

eI4.5, resulting in delayed fetal to adult hemoglobin switch. DNA methylation and ChIP 

analyses showed only minor variations in DNA methylation, rejecting the hypothesis of an 

epigenetic phenomenon. In contrast, a chromosome conformation capture assay showed 

that the delay in the hemoglobin switch was due to the LCR being recruited by the PB GD 

promoter to the fetal domain at the expense of the adult domain. These results revealed that 

the LCR interacted and promoted concurrent activation of the two genes in a given domain, 

possibly via different regions. Thus, l propose a hemoglobin switching model that involves 

pairs of genes that cooperate to recruit the LCR through a bicompetitive mechanism in 
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which each gene of a domain competes with a specifie gene of the other do main for their 

respective sites. 

However, a refined analysis of the Ar promoter was unable to identify the regions 

involved in this function. The deletion of the regions -842 to -384 and -384 to -202 of the 

Ar promoter failed to show any impact on globin genes expression, but a detailed analysis 

of the deletion -842/-384 that was expected to abolish the silencer activity of a GA TA-l 

binding site at -570, showed that the deletion moved a distal GA TA-l site closer, reconsti­

tuting this activity, indicating that the nature of the GA TA -1 site was not as critical as its 

position relative to the gene. 

Keywords: gamma-globin, promoter, locus control reglon, bigenic cooperation, 

gene competition, genetics, epigenetics, gene regulation, transgenic mice. 
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À mafamille 

"You know, hemoglobin is a wonderful substance. 

1 like il. It's a red substance that brings color into the cheeks of 

girls, and in the course of my hemoglobin investigation 1 look 

about a good bit to appreciate it." 

Linus Pauling 

"We think oftruth as something that is invariable, but add a new 

circumstance and we have a new truth. " 

William J. Mayo 
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Avant-propos 

Comment devient-on biologiste moléculaire? Bien que la question puisse paraître 

quelque peu banale, en fait elle n'en est rien. Je me souviens il n'y a pas si longtemps, peut­

être treize ou quatorze ans de cela, bien qu'intrigué par cette science appelée génétique, 

pour moi, quelqu'un avait autant de chance de devenir généticien que de devenir astronaute; 

la génétique était une science réservée à une certaine élite, de celle que l'on ne rencontre 

jamais, qui sait et qui est capable de choses étranges comme de modifier le code génétique 

des animaux. À cette époque, je travaillais dans un entrepôt, emplissant des boîtes de 

boulons et d'écrous, rêvant d'un futur meilleur. Lorsque j'ai décidé de retourner aux études, 

je ne savais pas alors vers quel domaine me diriger. Mais au tréfonds de ma conscience, à la 

frontière du subconscient, il y avait cette idée, un peu folle, la génétique. Cependant, à cette 

époque, je n'avais aucune idée comment on devenait généticien mais je me suis tout de 

même inscrit au cégep en science de la nature. Ce fut également cette pensée diaphane qui 

m'a fait choisir la biochimie lorsque je me suis inscrit à l'université, bien que je ne 

comprenais pas très bien à ce moment ce qu'était cette discipline, ni même si elle avait 

quelques chances de mener à la science des gènes. 

Durant mon baccalauréat, nécessairement j'ai été mis en contact avec la génétique: 

la structure des gènes, leurs fonctions, comment ils étaient régulés. Tout ça je l'ai appris, 

mais seulement en superficie et trop de choses demeuraient obscures. C'est vers la fin du 

baccalauréat, lorsque je devais me trouver un laboratoire d'accueil pour un stage d'été que 

j'ai approché le laboratoire de génétique moléculaire et développement du Dr Marie Trudel: 

là, moi aussi j'allais savoir! C'est ainsi que j'ai débuté mes recherches en biologie 

moléculaire, au cours desquelles j'ai généré des souris transgéniques et j'ai étudié la 

régulation des gènes de globine pour tenter d'en extirper leurs secrets. Près de 9 ans plus 

tard, maintenant que je termine mes études de doctorat, je me rends compte que je ne sais 

toujours pas! Enfin j'ai bien appris quelques trucs, mais lorsque je regarde devant et que je 

vois ce qui me reste à savoir ... 

.,. le futur m'apparaît bien intéressant. 



Chapitre 1 

Le locus de la ~-globine 

1.1 L'hémoglobine 

Chez les vertébrés, le transport de l'oxygène dans le sang vers les tissus est effectué 

par une hémoprotéine hétérotétramérique, l'hémoglobine, qui est exprimée exclusivement 

dans les érythrocytes et est constituée de deux chaînes de ~(bêta)-globine et deux chaînes 

de a(alpha)-globine (Figure 1). Chaque chaîne de globine est associée à une molécule 

d'hème sur laquelle l'oxygène peut se lier de façon réversible. L'hémoglobine est la protéine 

la plus abondante des globules rouges avec une concentration moyenne de ~ 15 g par 100 

mL chez l'humain.\ Cette abondance couplée à la facilité à purifier l'hémoglobine, en a fait 

l'une des premières protéines découvertes et l'une des plus étudiées. Bien que préalablement 

identifiée chez les vertébrés, on sait maintenant que l'hémoglobine sous diverses formes se 

retrouve dans pratiquement toute la biosphère,2;3 incluant les bactéries,4 les plantes,5 les 

mycètes6 et les animaux, si bien que l'on date l'apparition du gène ancestral de 

l'hémoglobine à près de 1,8 milliards d'années. Dans le règne animal, l'hémoglobine a 

évoluée en trois grandes familles d'hémoprotéines qui se distinguent entre autre par leur 

couleur vive caractéristique: l'hémoglobine est le pigment rouge du sang de la plupart des 

animaux supérieurs, l'hémocyanine est la substance responsable de la couleur bleue du sang 

de plusieurs arthropodes et mollusques alors que l'hémérithrine, de couleur bourgogne, est 

responsable de la couleur caractéristique des globules roses de quelques invertébrés 

vermiformes inférieurs.7
;8 

Si elle est présente sous forme tétramérique (a2~2) chez les vertébrés, l'hémoglobine 

n'est pas restreinte à, cette composition. En effet, on peu la retrouver sous forme 

monomérique, dimérique, tétramérique et même multimérique chez certains animaux 

primitifs tel que les vers vestimentifères que l'on retrouve près des cheminées 

hydrothermales dans les profondeurs océaniques et qui possèdent des hémoglobines étant 

formées de 24 et 144 chaînes de globine.9
-\8 
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Hème 

Figure 1: Structure de l'hémoglobine. 

Qu'elle s'appelle hémoglobine, leghémoglobine, hémocyanine ou hémérithrine, et 

quelque soit sa structure quaternaire, la fonction générale de l'hémoglobine demeure 

presque exclusivement associée au transport ou à la séquestration de l'oxygène, ce qui 

laisse suggérer que le gène ancestral de l'hémoglobine pourrait être apparu dans la 

biosphère en réponse à l'élévation des niveaux d'oxygène qui a eu lieue durant l'ère paléo­

protérozoïque il y a quelques 2 milliards d'années. 19 Ainsi, il est probable qu'au départ, la 

fonction de l'hémoglobine primitive en fut une de protection en permettant la séquestration 

de l'oxygène, protégeant ainsi les organisme contre l'effet oxydant de se nouveau gaz qui 

n'existait que sous forme de traces dans l'atmosphère terrestre. Encore aujourd'hui cette 

fonction est conservée par certaines hémoglobines comme la leghémoglobine que l'on 

retrouve dans les nodules de réduction de l'azote chez certaines plantes, où un milieu 

anaérobique est mandataire à cette fonction. 2o Puis, les organismes évoluèrent et se mirent 

à utiliser l'oxygène dans leur métabolisme, principalement comme molécule échangeuse 

d'électron. Cet élément auparavant poison, devint alors vital et grâce à la proto-
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hémoglobine ancestrale, il pouvait amSI être utilisé dans certains processus; la chaîne 

respiratoire venait de voir le jour. 2\ 

Avec la multicellularisation des organismes vivants, le transport de l'oxygène vers 

les cellules non-exposées à l'air devenait critique. Chez les animaux, le besoin en oxygène 

des différents organes internes et plus particulièrement les tissus à haute consommation 

énergétique comme la fibre musculaire, étant accru, le transport de l'oxygène a été pris en 

charge par des cellules circulantes spécialisées, riches en hémoglobine: les globules rouges 

ou érythrocytes. Il devenait alors impératif de contrôler l'affinité de l'hémoglobine pour 

l'oxygène de façon à faciliter l'apport d'oxygène aux tissus qui en avaient le plus besoin. Le 

niveau de CO2 ainsi que le pH sont deux effecteurs de l'affinité de l'hémoglobine pour 

l'oxygène mais ces deux facteurs sont difficilement contrôlables d'un point de vue 

métabolique.22 Chez les animaux, l'utilisation de phosphates organiques comme l'A TP, le 

GTP, le 1,3,4,5,6-inositol pentaphosphate (IPP) et le 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG) 

pour réduire l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène a permis de développer un système 

de contrôle pouvant être régulé beaucoup plus finement dans le temps et même 

localement.23
;24 Chez les animaux ce contrôle est particulièrement important puisque la 

grande majorité des espèces passe par une étape dite "embryonnaire" lors du dévelop­

pement et que souvent cette étape se fait dans des conditions très différentes des conditions 

vécues par les adultes. Des exemples peuvent être donnés dans toutes les strates de la vie 

animale: vie larvaire aquatique et vie adulte aérienne chez de nombreux insectes et 

batraciens, étape embryonnaire in ovo chez les oiseaux et les reptiles et intra-utérine chez 

les mammifères.24 Même au stade adulte, les besoins en oxygène peuvent varier 

grandement selon les situations comme la vie en altitude et la plongée sous-marine 

prolongée. L'effort physique intense a également pour effet d'augmenter brusquement les 

besoins en oxygène au niveau des muscles, ce qui nécessite un apport massif en oxygène au 

niveau des tissus en état d'hypoxie et peut être obtenu en augmentant les niveaux de 

2,3-DPG au niveau des globules rouges. 25
;26 
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Chez les espèces de vertébrés supérieurs tel que les reptiles, les OIseaux et les 

mammifères, une hémoglobine spécialisée est exprimée au stade embryonnaire précoce 

puis est remplacée par l'hémoglobine dite fœtale/adulte qui elle restera exprimée tout au 

long de la vie de l'animal. Généralement, l'hémoglobine embryonnaire possède une affinité 

intrinsèque pour l'oxygène plus grande que l'hémoglobine de la mère ce qui favorise les 

échanges d'oxygène de la mère vers l'embryon.27 Le cas des mammifères est particulier 

puisqu'en plus du stade embryonnaire, tout le stade fœtal est également intra-utérin. Le 

fœtus se retrouve donc en compétition avec sa mère durant toute la période fœtale pour 

l'obtention de l'oxygène nécessaire à sa survie. Fait à noter, même chez les mammifères, 

l'hémoglobine embryonnaire disparaît très tôt pour être remplacée par l'hémoglobine 

fœtale/adulte au début du stade fœtal. Pour palier à ce problème, trois grandes "stratégies" 

se sont développées au cours des quelques derniers 100 millions d'années.28
;29 

1) La stratégie employée par le plus grand nombre d'espèces de mammifères est de 

diminuer les niveaux de 2,3-DPG érythrocytaire au stade fœtal par rapport au stade adulte 

où le 2,3-DPG est présent à des concentrations molaires comparables aux concentrations de 

l'hémoglobine. Ceci a pour effet de diminuer l'affinité de l'hémoglobine maternelle à 

l'oxygène au profit de celle du fœtus. 29 

2) Chez les ruminants, où les niveaux de 2,3-DPG sont très faibles aussi bien au 

stade fœtal qu'au stade adulte, une hémoglobine strictement fœtale est produite ayant une 

affinité intrinsèque pour l'oxygène plus élevée que l'hémoglobine présente chez l'adulte. 

Chez ces animaux, l'hémoglobine embryonnaire est remplacée par l'hémoglobine fœtale 

très tôt au cours du développement, qui est à son tour remplacée à la naissance par l'hémo­

globine adulte. 30 

3) Les primates simiens, dont fait partit l'homme, se caractérisent par un temps de 

gestation assez long permettant le développement d'un cerveau plus complexe. Ce 

développement prolongé du système nerveux demande un apport en oxygène particulière­

ment important et critique. Les niveaux de 2,3-DPG ne présentent pourtant qu'une variation 
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modeste entre les différents stades du développement. 31 Comme les ruminants, les simiens 

produisent aussi une hémoglobine strictement fœtale qui possède cependant une affinité 

intrinsèque pour l'oxygène équivalente à l'hémoglobine adulte. Ce qui la distingue toutefois, 

c'est sa faible capacité à lier le 2,3-DPG, ce qui la rend "insensible" à cet effecteur. Ceci a 

comme effet net d'accroître considérablement l'affinité de l'hémoglobine du fœtus pour 

l'oxygène en comparaison à l'hémoglobine des adultes, qui elle est sensible au 2,3-DPG.32 

Ces différentes hémoglobines sont codées par des gènes paralogues distribués sur 2 

locus distincts. Le locus de la a-globine contient tous les gènes de globine de type a 

(C,(zêta), a2, al et 8(thêta) chez l'humain) alors que le locus de la ~-globine contient tous 

les gènes des globine de type ~ (E(epsilon), Gy(gamma), Ay, ù(de/ta) et ~ chez l'humain). 

L'hémoglobine embryonnaire chez l'homme est en fait un mélange de trois hémoglobines; 

les hémoglobines Gower-l (Ç2E2), Gower-2 (a2E2) et Portland-l (Ç2Y2).33-37 L'hémoglobine 

fœtale (HbF) est constituée de deux chaînes a et deux chaînes y (a2Y2) alors que 

l'hémoglobine adulte est constituée de deux hémoglobines distinctes: la première, la HbA 

(a2~2), est l'hémoglobine prédominante chez l'adulte, représentant plus de 95% de 

l'hémoglobine totale alors que la HbA2 (a2ù2) ne dépasse à peu près jamais 3% de 

l'hémoglobine totale adulte. Un ratio équimolaire des chaînes de type a et ~ dans les 

globules rouges est absolument nécessaire puisque tout déséquilibre de ces chaînes produit 

un phénotype délétère pour les globules rouges appelé thalassémie. Ces maladies 

génétiques dont la gravité des symptômes varie selon la nature de la thalassémie sont très 

répandues dans le monde et particulièrement au niveau de la région méditerranéenne. 

Généralement, une ~-thalassémie qui correspond à une anomalie dans la production du 

gène ~ et par conséquent, présente un excès de chaînes a, donne des symptômes plus 

sévères que la a-thalassémie qui elle, présente un excès de chaîne ~.38 
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1.2 La ~-globine: l'historique de ... cinq gènes 

1.2.1 Le pigment respiratoire 

Dès la première moitié du 1ge siècle, les chercheurs se sont intéressés au pigment 

alors appelé cruorine, qui était responsable de la couleur rouge intense des corpuscules du 

sang. En 1853, L'anatomiste polonais Ludwig Karol Teichmann identifiait une substance 

cristalline rougeâtre contenant du fer qu'il nomma cristal de Teichmann, plus tard nommé 

hémine et qui pouvait être extraite de la cruorine simplement en la traitant avec de l'acide 

acétique glaciale ce qui ne laissait qu'un produit incolore.39 En 1863, le physicien et 

mathématicien irlandais George Gabriel Stokes mesura le spectre optique de la cruorine 

lors de la respiration et conclu alors que l'oxygène se liait faiblement au composé 

inorganique du pigment.4o Quelques mois plus tard, le physiologiste allemand Felix 

Hoppe-Seyler parvenait à cristalliser la cruorine et proposa que cette molécule était 

constituée de macromolécules globulaires de plus de 600 carbones, les "globulines" ou 

globines, ne contenant pas de Fer et de plus petites molécules contenant du ,fer, les 

"hématines" ou hème, ce qui fut confirmé en 1871 par William T. Preyer.41 ;42 Hoppe­

Seyler proposa une nouvelle appellation pour la cruorine qu'il nomma "hémoglobine", nom 

qui fut dès lors adopté par la communauté scientifique.41 Ce ne sera toutefois qu'en 1928 

que le rôle physiologique de l'hémoglobine dans la fonction respiratoire sera proposé sur 

des bases physico-chimiques solides dans un ouvrage majeur sur la fonction du sang par le 

physiologiste américain Lawrence J. Henderson.43 Toutefois, la structure de cette molécule 

demeura inaccessible aux chercheurs pendant quelques décennies. 

En 1949 les études sur l'hémoglobine firent un bond énorme quand deux études 

indépendantes, l'une par James V. Neel,44 l'autre par le récipiendaire de deux prix Nobel, 

Linus Pauling,45 démontrèrent le lien direct entre une maladie du sang qui faisait rage dans 

la population afro-américaine, la drépanocytose, et une hémoglobine anormale. Ces deux 

œuvres, et plus particulièrement celle de Pauling jetèrent les bases de la biologie 
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moléculaire moderne en prouvant qu'une ma:ladie aussi complexe que la drépanocytose 

pouvait être provoquée par une modification dans une seule protéine et que cette "maladie 

moléculaire" était transmise de façon récessive. Pauling et ses collaborateurs émirent, en 

1957, l'hypothèse que l'hémoglobine devait être formée de quatre chaînes hétérogènes de 

globine qui furent nommées l'année suivante, chaînes a et ~.46;47 En 1959, le collaborateur 

de Pauling, Walter Adolf Schroeder démontra que la drépanocytose était due à une 

altération de la chaîne ~ alors que la chaîne a demeurait inchangée.48 Se sera toutefois le 

chimiste organicien de Cambridge, Vernon M. Ingram, qui identifia la nature de cette 

mutation qui se révéla être une substitution d'un acide glutamique par une valine en 

position six de la ~-globine.49 Presque au même moment, le biochimiste britannique qui 

allait plus tard recevoir un prix Nobel pour ses travaux sur la diffraction des rayons X 

effectuées sur l'hémoglobine, Max Ferdinand Perutz résolu la structure tridimensionnelle de 

l'hémoglobine à une résolution de 5,5 À. On connaissait enfin le visage de cette molécule 

qui avait fasciné les chercheurs depuis plus de 200 ans.50 

. 
1011. --1 

1-

Figure 2: Structure de l'hémoglobine tel que présentée par Perutz à son discours du prix 
Nobel (1962).51 
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1.2.2 La respiration fœtale 

Alors que les chercheurs se sont affairés pendant deux siècles à déterminer la 

composition, la structure et la fonction de la matière rouge du sang, un autre champ d'étude 

apparemment non-lié aux recherches sur l'hémoglobine, intéressait les scientifiques: la 

fonction respiratoire chez le fœtus en développement. Dès 1674, le physiologiste anglais 

John Mayow affirmait que les fœtus, tout comme les adultes, avaient besoin de respirer 

pour pouvoir se développer. Il proposa même que le placenta agissait comme un poumon 

utérin, permettant le passage des particules nitro-aériennes vers l'embryon. 52 Les travaux 

de Mayow étaient certainement très en avance sur leur temps et il fallut attendre deux 

siècles avant que le professeur allemand en physiologie animale, Nathan Zuntz, ne 

démontre en 1877 qu'effectivement l'oxygène que recevait le fœtus lui était fourni par la 

mère via le cordon ombilical et le placenta. Il démontra également que le fœtus et la mère 

étaient en compétition pour l'oxygène puisque lorsque une mère lapine était asphyxiée, les 

fœtus mourraient en même temps qu'elle à moins que les cordons ombilicaux ne soient 

ligaturés se qui prolongeait la vie des fœtus de 10 à 20 minutes. 53 Ce fut finalement en 

1927 que le physiologiste anglais Arthur St George Huggett démontrait chez la chèvre, que 

cette compétition était possible grâce à une plus grande affinité du sang du fœtus pour 

l'oxygène que le sang de la mère.54 Bien qu'on se doutait déjà que l'hémoglobine était 

impliquée dans l'affinité du sang pour l'oxygène, La nature moléculaire de la différence 

d'affinité observée chez le fœtus et chez l'adulte ne demeura toutefois qu'imparfaitement 

comprise pendant plusieurs années. 

Le physiologiste britannique Earl F. McCarthy fut bien près toutefois de découvrir 

l'explication dès 1933 lorsque ses analyses de dissociation de l'oxygène de l'hémoglobine 

de chèvre diluée obtenue par la lyse des cellules du sang, démontrèrent que l'hémoglobine 

du fœtus avait une affinité pour l'oxygène supérieure à l'hémoglobine du sang maternel. 

McCarthy proposa alors l'existence d'hémoglobines distinctes chez le fœtus et la mère.55 

L'année suivante, le zoologiste américain Frank Gregory Hall obtenait des résultats simi-
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laires avec l'hémoglobine de lapin et de poulet,56;57 Toutefois, les résultats que McCarthy 

obtint de ses travaux sur du sang humain en 1943 compliquèrent considérablement l'inter­

prétation de la théorie d'une hémoglobine fœtale à forte affinité pour l'oxygène permettant 

les échanges d'oxygène de la mère vers le fœtus. En effet, il mesura que l'affinité pour 

l'oxygène de l'hémoglobine fœtal humaine diluée obtenue par la lyse des globules rouges 

n'était pas supérieure, mais plutôt inférieure à celle de l'hémoglobine de la mère obtenue de 

la même façon. 58 Ce résultat était opposé à celui obtenu avec l'hémoglobine d'autres 

espèces, mais aussi aux résultats obtenus sur le sang total et sur des globules rouges 

humains en suspension. 59 McCarthy en vint donc à la conclusion que par un mécanisme 

indéterminé, le globule rouge maternel causait une diminution de l'affinité de l'hémoglobine 

pour l'oxygène alors que le globule rouge fœtal n'affectait que minimalement cette 

affinité. 58 En 1953, le professeur en pédiatrie à l'université de Harvard, Clement A. Smith 

démontra en analysant l'hémoglobine fœtale humaine purifiée cette fois par dialyse, qu'elle 

avait une affinité pour l'oxygène ne pouvant être distinguée de celle de l'hémoglobine 

adulte.60 Smith suggéra donc que la différence d'affinité pour l'oxygène entre 

l'hémoglobine fœtale et adulte résultait d'une différence dans l'environnement soluble où se 

trouve l'hémoglobine plutôt que dans une différence intrinsèque aux molécules 

d'hémoglobine elles-mêmes. Toutefois ce ne sera qu'à la fin des années soixante que l'on 

comprendra ce qui régule les propriétés de liaison de l'oxygène à l'hémoglobine dans les 

globules rouges adultes. 

Pourtant, dès 1925 le chercheur américain Isidor Greenwald décrivait une nouvelle 

molécule de phosphore organique présent en grande quantité dans les globules rouges et 

qu'il nomma acide diphospho-l-glicérique, qui fut connu plus tard sous l'appellation de 2,3-

diphosphoglycérate ou 2,3-DPG.61 La fonction de cette molécule et son lien avec l'hémo­

globine demeurèrent toutefois inconnus jusqu'en 1967 lorsque deux groupes identifièrent le 

2,3-DPG comme un modulateur puissant de l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène.62;63 

En 1961, la découverte de deux autres hémoglobines présentes seulement chez de très 

jeunes embryons humain et appelées hémoglobine embryonnaire Gower-1 et Gower-2 
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venait compliquer les choses,64 mais ce ne sera finalement qu'au milieux des années 70 que 

deux grandes études comparant les hémoglobines embryonnaires, fœtales et adultes, leur 

réactivité au 2,3-DPG ainsi que leur affinité intrinsèque pour l'oxygène chez plusieurs 

dizaines d'espèces de mammifères, permirent de mieux comprendre les mécanismes qui 

contrôlaient la respiration fœtale chez les animaux.28;65;66 

1.2.3 L'ère de la génétique 

Alors que les recherches essayant de déterminer la structure et la fonction de 

l'hémoglobine faisaient de grand progrès, la biologie moléculaire connue une importante 

révolution vers la fin des années 50. Lorsque les chercheurs britanniques Francis H. Crick 

et James D. Watson présentèrent la structure en double hélice de l'ADN en 1953,67 l'ère de 

la génétique moléculaire venait de débuter. Ce ne sera toutefois qu'au début des années 70 

que la génétique des globines allait faire un grand bond suite à la découverte en série des 

enzymes de restriction, de la transcriptase inverse, et des premiers plasmides pouvant se 

répliquer de façon autonome en bactérie et permettre le "clonage" de séquences d'ADN.68-74 

Grâce à ces technologies, le premier gène fut cloné en 1975 par Bernard Mash de 

l'université de Genève. Il s'agissait de l'ADN complémentaire de la ~-globine du lapin 

obtenu par la transcription inverse de l'ARN messager de la ~_globine.75 En 1977, un 

fragment d'ADN génomique contenant le gène de la ~-globine du lapin fut cloné par 

Richard Flavell, alors chercheur à l'université d'Amsterdam. Flavell démontra que la 

séquence codante du gène de la ~-globine était interrompue par l'insertion d'un large 

fragment non codant mais transcrit.76-78 Lorsque le gène de la globine de souris fut cloné à 

son tour en 1978, il ne fallu pas bien longtemps aux chercheurs pour observer que ce gène 

était également interrompu par une séquence non codante alors appelée "intervening 

sequence" ou séquence "d'entre-temps".79 Suite à cette découverte, l'identification de 

fragments interrompant les séquences codantes de nombreux gènes chez plusieurs espèces 

animales et même chez la levure mena la communauté scientifique à considérer ces 

séquences comme étant la norme plutôt que l'exception et ils furent appelé introns. 8o-85 
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Toujours en 1978, le clonage du gène fœtal humain y-globine86 ainsi que des gènes adultes 

humains 8- et ~-globine87 permis de démontrer que ces trois gènes étaient en fait situés à 

proximité les uns des autres sur le chromosome Il et formaient un locus de gènes de type 

~-globine. 88 Le clonage l'année suivante d'un deuxième gène fœtal 89 et du gène 

embryonnaire E-globine90 mènera finalement en 1980 à la description, par l'équipe de 

recherche du professeur Tom Maniatis, de l'organisation générale des gène du locus de la ~­

globine 5'-\jf~2-E-Gy_Ay-\jf~1-8-~-3' où \jf~1 et \jf~2 étaient décrits comme des pseudogènes de 

type ~-globine.91 Deux ans plus tard, le pseudogène \jf~2 en amont de E fut éliminé et le 

locus fut présenté sous sa forme définitive: 5'_E_Gy_Ay_\jf~_8_~_3,.92 Toutefois, il manquait 

encore quelque chose. 

En effet, dès 1985 les premières études d'expression des gènes individuels de 

globine humaine en souris transgéniques démontrèrent que les promoteurs proximaux des 

gènes étaient suffisants pour diriger l'expression spécifique embryonnaire/fœtale et adulte 

des différents gènes. Cependant, les niveaux d'expression obtenus ne représentaient qu'une 

infime fraction des niveaux normalement observés, indiquant que quelque chose 

manquait.93-96 Il fallut près de deux ans à l'équipe du professeur Mark Groudine, chercheur 

au centre de recherche sur le cancer Fred Hutchinson à Seattle, pour proposer l'existence 

d'une région d'activation du locus (LAR) ou région de contrôle dominante (DCR) située en 

amont du gène E en se basant sur la découverte faite quelques temps auparavant par 

Dorothy Tuan et al d'une série de sites d'hypersensibilité à la DNaseI (HS) en amont du 

locus.97-99 Le rôle des HS comme régions d'activation du locus fut démontré ensuite à l'aide 

d'une série d'expériences ou le gène de la ~-globine était relié au LAR complet ou 

seulement à différent HS séparément et qui démontrèrent une expression élevée de ~ dans 

les globules rouges.IOO-I02 Des études subséquentes en souris transgéniques qui utilisèrent 

des constructions où le LAR était lié au gène de la ~-globine ou y-globine et où l'expression 

fut étudiée à différents stades du développement, démontrèrent cependant que si les 

niveaux d'expression étaient effectivement élevés, la spécificité développementale était 
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perdue puisque les gènes étaient exprimés à tous les stades du développement. Toutefois, 

des constructions bigéniques contenant à la fois y et ~ liés au LAR, permettaient d'obtenir 

une expression correcte de y et P au cours du développement, suggérant que la régulation 

des gènes de globine se faisait par un mécanisme de compétition pour le LAR. 103 La 

nomenclature concernant le LAR et les différents sites d'hypersensibilité à la DNaseI posait 

à cette époque quelques problèmes et manquait de rigueur et en 1990 l'appellation officielle 

"région de contrôle du locus" ou LCR fut adoptée pour toute séquence capable de conférer 

une expression indépendante de la position d'intégration à un transgène et une numérotation 

5'HS5 à HS 1 fut donnée au cinq sites d'hypersensibilité à la DNaseI situés en amont de 8.
104 

Les études en transgéniques se poursuivirent et de nombreux éléments régulateurs et 

facteurs de transcription furent identifiés. Cependant, les limitations de cette approche 

devinrent bientôt flagrantes puisqu'il apparu évident que la structure générale du locus était 

essentielle pour la régulation des différents gènes de globine au cours du développement. 

Le problème était que la taille excessive du locus (-70 kb) était beaucoup trop grande pour 

qu'il puisse être entièrement incorporé dans les vecteurs traditionnels ou même dans les 

vecteurs à plus grande capacité comme les cosmides qui étaient limités à des inserts 

d'environ 40 kb; 105 l'obtention de souris transgéniques contenant le locus entier de la p­

globine humaine demeurait donc irréalisable. Pourtant, dès 1987, un nouveau type de 

vecteur à grande capacité avait été développé, il s'agissait des chromosomes artificiels de 

levure ou Y AC, pouvant accommoder des inserts de plus de 1000 kb. 106 De plus, il s'avéra 

que la mutagenèse dirigée de YAC était assez aisée grâce à la machinerie de recombinaison 

homologue inhérente à la levure. 107 En 1991, le locus de la p-globine humaine fut cloné 

dans deux Y AC faisant 150 et 248 kb et les première souris transgénique faites à partir de 

y AC furent produite dès 1992 dont certaines, portant le locus entier de la P-globine 

humaine, montraient une régulation des différents gènes du locus qui suivait celle des gènes 

endogènes de la souriS.IOS-112 Enfin, la science possédait un modèle "idéal" pour l'étude de 

la régulation du locus humain de la P-globine. 
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1.3 Le locus humain de la f3-globine 

Chez l'humain, le locus de la ~-globine est localisé sur le chromosome Il et est 

constitué de cinq gènes fonctionnels paralogues s'étalant sur une distance d'environ 40 kb et 

flanqués de six sites d'hypersensibilité à la DNaseI dont les quatre premiers en amont (HS 1 

à HS4), répartie sur une distance de ~ 15 kb, forment la région de contrôle du locus ou LCR 

(Figure 3). Les gènes de globine humaine, comme tous les gènes de globine chez les 

animaux, sont constitués de trois exons et de deux introns dont la position est demeurée très 

conservée parmi les espèces. 

HS 

• 
10 kb 

Figure 3: Le locus humain de la ~-globine. Les flèches représentent les sites d'hyper­
sensibilité à la DNaseI (HS) et le LCR est identifié par un dégradé de gris; Les boites 
représentent les gènes avec leurs exons (couleur) et leurs introns (blanc). La lettre sous 
chaque gène indique la période du développement où le gène est exprimé (E: embryonnaire, 
F: fœtal, A: adulte). La couleur des gènes représente l'origine évolutive (voir section 1.4) 
selon le code: (0 ):E, (. ):y, (.):11, (1)):6, (. ):~, (fi): indique un pseudogène. 

1.3.1 La commutation de l'hémoglobine 

Les gènes du locus ne sont pas tous exprimés au même moment au cours du 

développement. Ils sont plutôt exprimés de façon séquentielle dans l'ordre de leur position 

dans le locus (Figure 4). Le remplacement d'une globine par une autre lors du 

développement est nommé commutation de l'hémoglobine et chez l'humain, se produisent 

deux de ces commutations: la première au moment du passage du stade embryonnaire au 

stade fœtal et l'autre, à la naissance. Fait intéressant, ces commutations ne sont pas 
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strictement génétiques puisqu'elles sont caractérisées par un changement presque simultané 

au niveau du site de l'érythropoïèse, c'est-à-dire que le site où sont produits les globules 

rouges change également au même moment (Figure 4). Il est ainsi probable que ces 

changements d'environnement influencent la régulation des gènes de globine en présentant 

des ratios différentiels des nombreux facteurs de transcription impliqués dans l'expression 

de ces gènes au cours du développement. 113 
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Figure 4: Commutation de l'hémoglobine chez l'humain. Adapté de Kitchen et al.28 

La commutation de rbémoglobine embryonnaire à fœtal 

À cause de la difficulté à obtenir des échantillons embryonnaires humains, la 

première commutation qui touche l'hémoglobine a été assez peu étudiée. Toutefois, on sait 

qu'à l'âge d'environ 5 semaines après la conception, alors que l'hématopoïèse primitive a 

lieu dans le sac vitellin, les érythrocytes de l'embryon sont nucléés et diffèrent donc 
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considérablement des érythrocytes de l'adulte. 1 
15 Ces érythrocytes appelés, érythrocytes 

primitifs, en plus d'avoir un noyau, se caractérisent à cette période par l'expression presque 

exclusive de l'hémoglobine embryonnaire Gower-l. Entre 6 et 7 semaines, la composition 

en hémoglobine change légèrement et est dès lors constituée d'un mélange d'hémoglobines 

Gower-l, Gower-2, Portland-l et HbF. La diversité des hémoglobines dans ces érythrocytes 

est due à la présence simultanée des chaînes de globine E, y, ç et u. Graduellement, ces 

érythrocytes primitifs sont remplacés par les érythrocytes définitifs lorsque l'hématopoïèse 

définitive prend place dans le foie fœtal. Ces érythrocytes définitifs appelés cellules F, sont 

énucléés et leur contenu en hémoglobine est constitué au début surtout de HbF et d'un peu 

de HbA et de Gower-2 puisque la chaîne ç est réprimée et que la chaîne P n'est exprimée 

qu'à très faibles niveaux. Puis, la chaîne E disparaît à son tour et seule la HbF et un peu de 

HbA sont présentes. Entre deux et trois mois, les érythrocytes primitifs sont complètement 

remplacés par les cellules F et on ne retrouve les hémoglobines embryonnaires que sous 

forme de traces; la commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale est complétée 

(Figure 4).64;114;115 

La commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte 

À la naissance, le sang de l'enfant est toujours constitué essentiellement de cellules 

F. Au cours des premiers mois de la vie, la composition en hémoglobine des érythrocytes 

change graduellement et la chaîne P devient rapidement prédominante sur les y. Une 

deuxième hémoglobine adulte, la HbA2, apparaît alors mais ses niveaux ne dépassent 

jamais 2-3 % de l'hémoglobine totale. 1 
16 Avant l'âge de six mois, l'hémoglobine HbF ne 

représente plus que 1-2 % de l'hémoglobine totale et ce niveau est conservé tout au long du 

stade adulte. Également à la naissance, le site de l'hématopoïèse définitive se relocalise 

dans la moelle osseuse où elle restera active pour toute la vie. Si la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte se caractérise principalement par le remplacement de la HbF 

par la HbA, on observe également un reversement des ratios d'expression des deux chaînes 

y. En effet, si au stade fœtal Gy représente 70% et Ay, 30% des chaînes y, chez l'adulte, Ay 
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devient prédominante, formant plus de 50% des chaînes y. encore exprimées au stade 

adulte. 113; 117 

1.3.2 p- et li-globine 

Les gènes de la ~-globine et de la 8-globine sont les deux gènes exprimés chez 

l'adulte. ~ est la chaîne de globine qui avec la chaîne a forme l'hémoglobine HbA (a2~2) 

qui est majoritaire alors que 8 forme l'hémoglobine HbA2 (a282), dont les niveaux 

n'excèdent pas 3% de l'hémoglobine totale et qui ne semble pas avoir de rôle d'importance 

physiologique. D'un point de vue évolutif, 8 et ~ sont issu de la duplication d'un gène ~ 

ancestral qui a eu lieu avant l'émergence des mammifères euthériens il y a 80-100 millions 

d'années. 118 Chez l'humain, le gène 8 a acquis des séquences de ~ par conversion génique 

et par conséquent, partage avec ce gène une portion de sa séquence codante. 119 Une perte 

d'éléments de régulation dans le promoteur de 8 explique les niveaux très bas d'expression 

de ce gène en comparaison au gène adulte. 120;121 L'affinité intrinsèque de l'hémoglobine 

HbA pour l'oxygène est assez élevée mais une grande sensibilité de cette hémoglobine pour 

le 2,3-DPG fait en sorte que cette affinité est considérablement réduite en condition 

physiologique. De sont côté, l'hémoglobine HbA2 possède une affinité pour l'oxygène 

moins grande que la HbA mais répond également moins fortement au 2,3_DPG. 122 

1.3.3 Ay_ et Gy-globine 

Les gènes Ay et Gy sont les deux gènes exprimés au stade fœtal chez l'humain et 

forment avec la chaîne a, l'hémoglobine HbF. Les deux gènes y sont issus de la duplication 

du gène y ancestral juste avant l'émergence des simiens il y a ~58 million d'années. Ce gène 

y ancestral fut lui-même issu d'un événement de duplication du gène embryonnaire E il ya 

80-100 millions d'années. D'ailleurs, chez la grande majorité des espèces mammifères, le 

gène y possède toujours une expression embryonnaire plutôt que fœtale. D'un point de vue 

évolutif, il est intéressant de noter que le recrutement fœtal de l'expression des gènes y chez 
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les grands singes a eu lieu au même moment que la duplication et il n'est pas exclu que 

cette duplication ait eu un rôle à jouer dans le changement ontogénique de ces gènes. Il 

n'est pas connu si les deux y-globines ont des fonctions physiologiques distinctes et/ou si 

elles forment deux hémoglobines différentes de façon préférentielle puisque les techniques 

d'analyse des tétramères d'hémoglobine ne permettent pas de distinguer les formes a/Y2, 

a2 GY2 et a2
Aly. Cependant, puisque l'unique différence entre les chaînes Ay et Gy est la 

substitution d'un seul acide aminé en position 136 (Gly~Ala) il est probable que ces deux 

chaînes se comportent de façon parfaitement identique. L'affinité intrinsèque de l'hémoglo­

bine HbF pour l'oxygène est assez élevée et comparable à celle de l'hémoglobine HbA. 

Cependant, ce qui la distingue de cette dernière, c'est une substitution de l'acide aminé en 

position 143 de la chaîne y (Ser) par comparaison à la chaîne P (His) et qui aboli la liaison 

du 2,3_DPG. 123 Cette caractéristique est importante puisqu'elle permet à l'hémoglobine du 

fœtus d'avoir une affinité pour l'oxygène supérieure à celle de l'hémoglobine de la mère ce 

qui favorise l'échange d'oxygène de la mère vers le fœtus. Cette capacité accrue à obtenir 

l'oxygène permis un temps de gestation plus long, une condition critique pour le dévelop­

pement du cerveau plus complexe et performant des primates. 

1.3.4 e-globine 

E-globine est la composante de type P de l'hémoglobine embryonnaire Gower-l 

(S2E2) et de l'une des deux hémoglobines semi-embryonnaire, la Gower-2 (a2E2). D'un point 

de vue évolutif, E a été formé par la duplication d'un gène ancestral proto-P il y a ~200 

millions d'années, soit bien avant l'apparition des mammifères. Fait intéressant, ce gène 

ayant une expression strictement embryonnaire chez toutes les espèces animales semble 

également moins sujet à conversion génique et aux duplications que les autres gènes de 

globine. L'affinité intrinsèque de l'hémoglobine embryonnaire Gower-l est plus élevée que 

l'hémoglobine HbA. Toutefois, celle de la Gower-2 est identique à celle de la HbA et même 

que la sensibilité de cette hémoglobine au 2,3-DPG est plus élevée que celle de la HbA 

suggérant que la forte affinité de l'hémoglobine embryonnaire serait plutôt due à la chaîne S 
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qu'à la chaîne 1::, ce qui est confirmé par le fait que l'hémoglobine Portland-2 (Ç2P2) réagit 

plutôt comme une hémoglobine embryonnaire avec l'oxygène.37 

1.3.5 La région de contrôle du locus (LCR) 

Le LCR est le plus important élément régulateur distal du locus de la P-globine, 

situé à 6 kb en amont du gène E. Il s'étend sur une distance d'environ 15 kb et est composé 

de plusieurs domaines démontrant une sensibilité extrême à la DNaseI, appelés sites 

d'hypersensibilité (HS). Le plus distal de ces HS, le HS5, a la particularité d'être sous sa 

forme ouverte de façon ubiquitaire alors que les quatre autres (HS 1 à HS4) sont sous leur 

configuration permissive seulement dans les tissus érythroïdes. Le LCR est essentiel pour 

l'expression élevée de tous les gènes du locus et ce, à tous les stades du développement, en 

plus d'être capable de conférer une expression à un transgène, indépendante du site d'inté­

gration. IOO Il est à noter que cette fonction est dépendante de l'orientation du LCR ce qui en 

fait un enhancer atypique. D'un point de vue évolutif, il est notable que la structure 

générale du LCR ainsi que l'organisation des différents HS qui le constitue sont remarqua­

blement conservées parmi les espèces. Chacun de ces HS est important pour la fonction 

globale du LCR et ce, même si les HS pris individuellement sont capables de contrôler 

l'activation des gènes du locus avec plus ou moins d'efficacité. Les HS possèdent un cœur 

ou core qui est défini comme étant la séquence leur conférant leur fonction principale. Il est 

à noter que les HS2 et HS3 sont les deux sites d'hypersensibilité possédant la fonction 

activatrice la plus forte, bien que le HS4 ait également cette capacité alors que les HS 1 et 

HS5 ne la possèdent pas. 124·129 
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1.3.6 L'environnement chromosomique du locus 

chromosome llp15.5 

~ Centromère Télomére.~ 

hétérochromatine ___ ~===:JI euchromatine 
40 kb 

Figure 5: Région chromosomique entourant le locus de la P-globine. 

La situation chromosomique du locus de la P-globine est particulière en ce sens que 

le locus est une région dite AT-riche, c'est-à-dire dont la proportion de A et de T (65%) 

surpasse fortement celle des G et des C (35%) ce qui est inhabituelle pour une région riche 

en gène. 130 Conséquemment, le locus est dépourvu d'îlots CpG qui sont généralement des 

éléments régulateurs importants des gènes. Une autre caractéristique du locus est son 

positionnement sur le chromosome Il; en effet, le locus est intégré dans une région 

contenant une série de gènes codant pour des récepteurs olfactifs (ROH) qui ne sont pas 

exprimés dans les cellules érythroïdes, mais seulement dans les cellules neuronales de 

l'épithélium olfactif (Figure 5).131;132 De fait, les séquences flanquantes du locus se 

retrouvent dans un état fortement hétérochromatique dans les tissus érythroïdes alors que le 

locus de la p-globine est dans un état euchromatique dans ces cellules mais hétérochro­

matique dans les autres tissus. Comment le locus parvient-il à maintenir un état de la 

chromatine différent de celui de son environnement chromosomique n'est toujours pas très 

bien compris mais il est possible que le LCR et le site d'hypersensibilité à la DNaseI en 3' 

du locus agissent comme insulators qui protégeraient le locus contre l'effet de condensation 

de la chromatine provoquée par la région environnante. 133
;134 Il est à noter que toutes les 

études cherchant à identifier des éléments régulateurs potentiels de l'expression des gènes 

de globine et situés à l'extérieur du locus ont échoués chez l'humain ce qui suggère que le 

locus formerait une sorte d'entité autonome et donc, indépendante de son contexte 
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chromosomique. 132; 135; 136 La seule exception serait l'insertion d'une longue répétition 

terminale (L TR) du rétrovirus résident humain ERV -9 à la frontière 5' du locus juste en 

amont du HS5 et qui pourrait avoir une fonction sur la régulation des gènes du locus. 137;138 

1.3.7 Hémoglobinopathies de la ~-globine 

Depuis la découverte de Linus Pauling en 1949 démontrant que la drépanocytose 

était due à une hémoglobine anormale, plus d'un millier d'allèles mutants touchant 

différents gènes de globine ont été identifiés et caractérisés au niveau moléculaire ce qui en 

fait le groupe de maladies monogéniques ayant le spectre de mutations le plus répandu 

jusqu'à présent chez l'homme. Les mutations causant les différentes hémoglobinopathies 

peuvent toutefois être regroupées en trois grandes familles: le premier groupe comprend 

des maladies appelées thalassémies qui résultent de mutations provoquant une synthèse 

réduites d'une ou plusieurs chaînes de globines; le second groupe englobe les maladies qui 

résultent de la production de globines structurellement et/ou fonctionnellement anormales, 

la plus connue étant l'hémoglobine S, responsable de la drépanocytose; le troisième groupe 

inclut les maladies dites Thalassémique-fonctionnelles qui combinent ces deux défauts 

génétiques, c'est-à-dire l'expression faible d'une globine anormale comme l'hémoglobine 

Lepore (u2[oPh) issue de la fusion des gènes 0 et p. 139-142 Une autre anomalie génétique 

quelquefois répertoriée comme hémoglobinopathie bien que ne présentant pas de 

symptômes pathologiques, est l'expression inappropriée du gène fœtal chez l'adulte. 143 

L'anémie falciforme 

Si plus de 700 variants de l'hémoglobine sont connus jusqu'à présent, le premier 

identifié et de loin le plus étudié est l'hémoglobine S (HbS), responsable de la drépano­

cytose, aussi connu sous le nom d'anémie falciforme à cause de la forme en faucille que 

prennent les globules rouges des patients. Cette hémoglobine a la caractéristique de pouvoir 

polymériser avec d'autres molécules d'hémoglobine S lorsque les niveaux d'oxygène sont 

faibles et de former des fibres rigides qui déforment l'érythrocyte et lui donnent sa forme 
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caractéristique. La mutation responsable de cette caractéristique est la substitution 

Glu6~ Val6 sur la chaîne de la p-globine, ce qui produit une "zone" hydrophobe favorisant 

la polymérisation avec une autre HbS. Si cette mutation, qui provoque une maladie infantile 

grave et souvent létale sous sa forme homozygote, est si présente dans les populations 

originaires des pays tropicaux, c'est que sous sa forme hétérozygote qui est asymptomatique 

et appelée "trait drépanocytaire" , elle confère une résistance naturel au paludisme, une 

maladie endémique des régions chaudes du globe. Il est intéressant de noter que puisque 

l'hémoglobine fœtale possède une activité protectrice contre la polymérisation de la HbS, 

les nouveau-nés sont asymptomatiques jusqu'à l'âge d'environ 6 mois, où suite à la 

disparition de la HbF, les symptômes drépanocytaires surgissent finalement. 144 

Les thalassémies 

Le terme thalassémie provient du grecque 8aÀacrcra (Thalassa) signifiant "mer" et 

par extension, la Méditerranée et atJ..ta (aima) qui signifie "sang" et est utilisé pour 

désigner une série de maladies du sang très répandues dans les régions méditerranéenne et 

du sous-continent Indien, et caractérisées par un déséquilibre entres les chaînes de type p et 

a. Les thalassémies ou anémie de Cooley, du nom de celui qui décrivit pour la première 

fois cette maladie en 1925,145 sont des maladies génétiques extrêmement hétérogènes en ce 

qui a trait à la sévérité des symptômes et sont classées en deux grandes familles selon la 

nature de la chaîne de globine se retrouvant en déficience. Les a-thalassémies regroupent 

toutes les maladies causées par l'absence ou une insuffisance de la chaînes a alors que les 

p-thalassémies regroupent les maladies dues à une carence en chaîne p.146 Quelques 

formes de thalassémies plus rares peuvent toucher les autres chaînes de globine de type p 

sans affecter la P-globine elle-même. On parlera alors de y-thalassémies ou de 8-

thalassémies selon le gène altéré. 147;148 Il existe également de larges délétions dans le locus 

qui font en sorte qu'aucune globine de type p ne soit exprimée de l'allèle touchée et qui 

causent certains des cas les plus sévères de p-thalassémies souvent désignées Ey8p-thalas­

sémie. Généralement, toute délétion qui englobe le LCR tombe dans cette catégorie puisque 
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de telles délétions résultent en la perte d'expression de tous les gènes du locus et ce, peu 

importe le stade du développement. 149-151 

Habituellement, la sévérité des ~-thalassémies est plus grande que celle des a­

thalassémies et ceci est dû au fait qu'un excès de chaînes ~ peut former une hémoglobine 

appelée hémoglobine H (~4) qui est non-fonctionnelle mais soluble et peu toxique pour la 

cellule. À l'opposé, un excès de chaînes a ne peut former que des dimères peu solubles, qui 

précipitent à la membrane et provoquent des réactions oxydatives qui endommagent les 

érythrocytes. 38;152;153 

La persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale (HPFH) 

Normalement, la proportion d'hémoglobine fœtale HbF chez l'adulte ne dépasse pas 

1-2 % et est le fait des quelques cellules F circulantes n'exprimant que la y-globine alors 

que les autres érythrocytes ne présentent pas du tout d'HbF. Il arrive toutefois que certains 

individus présentent des niveaux de HbF anormalement élevés et ce, même au stade adulte. 

Cette anomalie génétique ne provoquant pas de symptômes pathologiques est appelée 

persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale ou HPFH (pour hereditary persistance of 

fetal hemoglobin). Chez les personnes qui en sont porteur, la HbF peut représenter de 

2-30% de l'hémoglobine totale (Tableau 1) et ce niveau peut atteindre jusqu'à 100% lorsque 

relié à certaines ~-thalassémies.143;154 Généralement, dans une HPFH, l'augmentation de la 

HbF n'est pas le fait d'une présence accrue de cellule F, mais plutôt d'une expression 

pancellulaire de la y-globine, bien que des cas de HPFH hétérocellulaire aient été réper­

toriés. Plusieurs mutations situées dans le promoteur des gènes fœtaux Gy et Ay ont été 

identifiées et qui provoquent une persistance de l'expression de ces gènes au stade adulte 

(Tableau 1). Lorsque issue de larges délétions dans le locus résultant en ~-thalassémies, la 

HPFH peut devenir un modulateur important de la sévérité de la maladie puisque des 

niveaux élevés de y-globine peuvent compenser pour la perte de ~-globine.155 Il est à noter 

cependant que toute délétion des gènes adultes n'entraîne pas forcément une HPFH. De fait, 
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seul un certain nombre de ces délétions entraînant une activation des gènes fœtaux ont été 

identifiées (Figure 6). Dans les régions où la drépanocytose est endémique, les mutations 

HPFH sont également très présentes puisque même un faible niveau de HbF dans les 

cellules est suffisant pour inhiber la polymérisation de la HbS, conférant à la HbF un rôle 

protecteur dans cette maladie. 156 

Locus de la J)-globine 
LCR B Gy Ay \tf[J 0 [J .. -.. . .... • • • 

HPFH-1 '""1.-",..;-----------------1 
HPFH-2 ,i-l, --.-i-----------------I 
HPFH-3 t; ;; +-!1;-' ""'i""i', --:"1 -i-. -----II 
HPFH-4 1 i 1 +-1;-: -71~: -+-, ''''l'i ----+1 
HPFH-5 i, Il! f.-i--!-t 
HPFH-6 Jt; l ,·1 1 i l, 

.j j ~ \ 1 \ 1 l' 

(ôp)thalassémie Est-EJropé'enné rr ..... r. 
«)PJthalassémiel th~i, :; ~ .. 

Corfu ., ,,+-4' . 
Hb Kenya ( 1 ; 1---110 kb 

Figure 6: Délétions dans le locus conduisant à une HPFH. 143
;157;158 

• • 
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Tableau 1: Mutations HPFH non issues de délétions. 143;159-162 

Categories et group racial Mutation 
%deHbF 

chez l'hétérozygote 

Gy HPFH (pancellulaire) 
Noir Gy: -202 (C~G) 15-25 
Noir Gy: -175 (T ~C) 20-30 
Sarde Gy: -175 (T ~C) 17-21 
Japonais Gy: -114 (C~T) 11-14 
Algérien Gy: -114 (C~A) 0,6-3,5 
Hollandais Gy: -37 (A~T) 2,3 

Ay HPFH (pancellulaire) 
Sud Italien Ay: -196 (C~T) 12-16 
Chinois Ay: -196 (C~T) 14-21 
Grec Ay: -117 (G~A) 10-20 
Sarde Ay: -117 (G~A) 12-16 
Noir Ay: -117 (G~A) 11-16 
Noir ~: -114 à -102 (délétion) 30-32 

Gy~ HPFH (pancellulaire) 
Chinois Inconnue 20-25 
Noir Gy: -158(C~T); Ay: -175(T~C) 36-41 

Gy HPFH (hétérocellulaire) 
Noir (Atlanta) Gty: -158 (C-+T) 2,3-3,8 
Japonais y: -114 (C~T) 11-14 

Ay HPFH (hétérocellulaire) 
Noir Ay: -202 (C~T) 1,6-3,9 
Britannique Ay: -198 (T~C) 3,5-10 
Brésilien Ay: -195 (C~G) 4,5-7 
Noir (Georgie) Ay: -114 (C~T) 2,6-6 

GyAy HPFH (hétérocellulaire) 
Suisse Inconnue 1-4 
Noir (Seattle) Promoteurs y normaux 3-8 
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1.4 Le locus de la ~-globine chez les autres espèces 

Le locus de la ~-globine de tous les mammifères euthériens est issu d'un locus 

ancestral qui comportait déjà 5 gènes (E-Y-11-8-~) ainsi que le LCR constitué d'une série de 

sites d'hypersensibilité à la DNaseI très conservés entre les espèces (Figure 7). Les 

mammifères euthériens se distinguent ainsi des marsupiaux et des monotrèmes qui ne 

possèdent qu'un locus bigénique E-~ associé au LCR, ce qui démontre que la duplication du 

premier gène ~ pour donner les proto-gènes E et ~ a eu lieu il y a de cela fort longtemps, 

soit avant la divergence évolutive des reptiles, des oiseaux et des mammifères. L'apparition 

des gènes plus spécialisés y, 11 et 8 n'a eu lieu que plus récemment, il y a quelques 100 

millions d'années. Fait intéressant, l'une des caractéristiques génétiques les plus conservées 

chez tous les vertébrés supérieurs, est l'expression strictement embryonnaire du gène 

E-globine. De fait, ce gène n'a subi que très peu de modifications après l'apparition des 

autres gènes embryonnaires y et 11 ce qui tend à démontrer que la fonction de ce gène est 

primordiale pour la survie embryonnaire, et donc, que la pression sélective pour la 

conservation de cette fonction était très forte. À l'inverse, les autres gènes du locus ont subit 

de nombreuses modifications, des conversions géniques et des changements ontogéniques, 

démontrant que la pression sélective pour ces gènes était moindre, permettant une plus 

grande liberté d'adaptation aux besoins évolutifs de chaque espèce. Si la plupart des espèces 

présentent une expression embryonnaire des gènes E, y et/ou 11 et une expression des gènes 

~ et 8 débutant au stade fœtal, deux grands groupes se distinguent. En effet, les singes 

simiens ainsi que les ruminants ont des gènes spécialisés pour chacun des stades embryon­

naires, fœtaux et adultes, voir même juvéniles chez certains ruminants (Figure 7). 

Toutefois, ces deux groupes parvinrent à cette spécialisation des gènes de globine par des 

mécanismes évolutifs différents et indépendants. Cette caractéristique représente un bon 

exemple d'une évolution convergente étant due à une force sélective commune à deux 
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groupes phylogénétiquement éloignés, dans ce cas-ci, la nécessité d'une période de 

gestation prolongée. 

Cette section est consacrée à la description du locus de la ~-globine de quelques 

espèces, sélectionnées en fonction de l'intérêt que peut représenter chacun de leurs cas. 
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Figure 7: Phylogénie, génétique et physiologie du locus de la p_globine.2;28-31;37;66;122;123;163-
201 
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1.4.1 La souris 

Après le locus humain de la P-globine. Celui de la souris est le locus qui a été le 

plus étudié par la communauté scientifique. Plusieurs éléments découverts chez la souris 

ont pu être transposés à l'humain et ce, malgré les différences qui existe entre les deux 

locus.202-205 Le locus de la P-globine de la souris représente le prototype mammalien 

puisque sa régulation est semblable à celle observée chez la plupart des autres espèces 

hormis les singes et les ruminants. Toutefois, ce ne fut pas pour cette raison que les 

chercheurs se sont tant intéressés à l'hémoglobine de la souris. Ce fut en fait, la possibilité 

de produire des souris transgéniques comportant les gènes humains de la p-globine qui 

propulsa ce petit mammifère au firmament des espèces les plus étudiés.206;207 

Le locus 

LC~ 
fls11 eY f3ho 

~h2 
~I HS5 fHS4. HS3 HS2 ~hl ~h3 

-' • , , 
'---IIJHl] lIHJHI] [J ~2 HS 

------~[J~--------.~ 
E E F,A F,A 

Figure 8: Le locus de la P-globine de la souris Mus musculus. La lettre sous chaque gène 
indique la période du développement où le gène est exprimé (E: embryonnaire, F: fœtal, A: 
adulte). La couleur des gènes représente l'origine évolutive: (0):6, (-):y, (1,):0, (_):p, (0): 
indique un pseudogène. 

Le locus de la p-globine de la souris, qui est situé sur le chromosome 7, comporte 4 

gènes fonctionnels ainsi que 3 pseudogènes (Figure 8). Les sept gènes sont répartis sur une 

distance d'environ 50 kb ce qui est semblable au locus humain, alors que le LCR s'étend sur 

une distance presque deux fois plus grande, soit environ 25 kb. Chez les rongeurs, le 

pseudogène 11 n'est pas présent alors que les gènes dupliqués 8 (Ph2 et Ph3) sont devenus 

pseudogènes?08-21O Le pseudogène Pho quant à lui est issu d'une rare duplication du gène 

6 Y. 
2 Les gènes Pl et P2 sont tous deux orthologues du gène humain P et sont issus de la 
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duplication du gène ancestral 13.202 Chez la souris Mus musculus on retrouve deux haplo­

types, principaux du locus de la j3-globine: l'haplotype diffus produisant deux globines 

adultes (j3maj eur étant codée par le gène 131 et j3mineur encodée par le gène 132) alors qu'avec 

l'haplotype single, les gènes 131 et 132 encodent pour une même protéine, la j3single.211-213 

La commutation de l'hémoglobine 

100 --- -- ------------------- .. -------------------

co.. 

~ 80 :;-

~ 
~ 60 

:.0 o 
0, 

~ 40 -

<f. 

20 

7 9 11 

p 

"" 131517,.,,';>192123 

progression développementale Uours) 

25 27 29 

Figure 9: Commutation de l'hémoglobine chez la souris. Adapté de Peterson et al.207 

Chez la souris il n'y a qu'une seule commutation de l'hémoglobine et elle a lieu entre 

le stade embryonnaire et le stade fœtal alors que les gènes E y et j3hl sont remplacés par les 

gènes 131 et 132.214 L'ontogénie des gènes embryonnaires n'est toutefois pas complètement 

synchronisée puisque E y est exprimé légèrement plus tôt que j3hl qui, pour cette raison, est 

souvent identifié comme gène semi-embryonnaire (Figure 9). Chez la souris, au stade fœtal, 

les niveaux de 2,3-DPG sont significativement plus bas que les niveaux observés chez 

l'adulte, ce qui permet d'assurer une affinité pour l'oxygène du sang des fœtus plus grande 

que celle du sang de la mère (Figure 7, p.28). 
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1.4.2 Les prosimiens 

Les prosimiens regroupent les petits primates les plus distants phylogénétiquement 

de l'homme et donc également, les plus primitifs. Les prosimiens les plus connus sont les 

galagos, les lémures et les tarsiers et ce sont également ceux dont le locus de la P-globine a 

été étudié. D'ailleurs, les prosimiens sont particulièrement intéressants puisque bien 

qu'appartenant à l'ordre des primates, leur locus de la P-globine ressemble et se comporte 

comme celui des autres mammifères plutôt que celui des primates supérieurs (Figure 7, 

P.28). L'étude des différences entre le locus prosimien et le locus simien, évolutivement 

proches, pourrait s'avérer d'un grand intérêt puisqu'il est proposé que l'expression 

strictement fœtale des y-globines chez l'humain, doit ultimement être due à ces 

différences. 165 ;166;215;216 

Le locus de la P-globine 

LCR 
8 Hf 

1-----....::-- Lémure 

E E F,A 

LCR 
HS5HS4·>-"'HS3'L.!;'S2HSf 6 y 'Vll 

--~'-~'--+--~'~'--~~------
8 

H,S Galago, 
~ ______ r-_ Tarsier 

E E 

Figure 10: Le locus de la p-globine chez les prosimiens. Les deux locus typiques retrouvés 
chez les simiens sont présentés, celui du lémure et celui retrouvé chez le galago et le tarsier. 
La lettre sous chaque gène indique la période du développement où le gène est exprimé (E: 
embryonnaire, F: fœtal, A: adulte). La couleur des gènes représente l'origine évolutive: 
(;:,):€, (-):y, (-):11, (0):0, (-):p, (0): indiqueunpseudogène. 

Chez la plupart des singes prosimiens, le locus de la p-globine comporte 4 gènes 

fonctionnels et un pseudogène répartis sur une distance de ~30 kb. Le lémure représente 
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une exception puisque chez ce dernier, le gène 8 a subit une conversion en 5' par le 

pseudogène \jfT] et par conséquent, s'est retrouvé inactivé (Figure 10).217 Chez les autres 

prosimiens dont 8 est fonctionnel, il est intéressant de noter que celui-ci a également subit 

une conversion en 5', cette fois par le gène p.166 Chez tous ces primates primitifs, y n'est 

pas dupliqué et la distance entre les gènes!;: et y est fortement réduite comparativement à 

celle observée chez les primates supérieurs. 165 

La commutation de l'hémoglobine 
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Figure Il: Commutation de l'hémoglobine chez les prosimiens. 165 

Chez les prosimiens, !;: et y sont exprimés de façon concertée au stade embryonnaire 

uniquement et sont remplacés lors de la commutation de l'hémoglobine par les globines 8 et 

p. Il est à noter qu'à cause de la conversion de la région 5' de 8 par p chez ces primates, 8 

est exprimé à des niveaux biens supérieurs à ceux observés chez les autres mammifères, 

représentant près de 40% de l'hémoglobine fœtale/adulte (Figure Il ).165;166 Comme chez la 

majorité des mammifères, les niveaux de 2,3-DPG au stade fœtal est plus bas que chez les 

adultes. 
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1.4.3 Les simiens 1: les singes du Nouveau Monde (platyrhiniens) 

Les platyrhiniens aussi nommés singes du Nouveau Monde puisqu'on ne les 

retrouve qu'aux Amériques, comprennent plusieurs espèces dont les plus connues sont les 

ouistitis, les capucins, les singes hurleurs et les atèles ou singes-araignées et se caractérisent 

par leur queue préhensible et leurs narines écartées. Du point de vue évolutif, ces petits 

primates représentent une étape de plus vers les grands singes. En effet, les platyrhiniens 

sont les singes les plus primitifs à avoir une hémoglobine exclusivement fœtale comme 

celle retrouvée chez l'humain. Pendant longtemps, les chercheurs ont cru que ces singes 

n'avaient qu'un seul gène y ce qui suggérait donc que le recrutement fœtal des y-globine 

précédait leur duplication.218
;219 Toutefois, la vérité s'avéra plus complexe et le débat 

demeure ouvert sur ce qui précède soit de la duplication du gène y ou du recrutement fœtal 

de son expression. 
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Figure 12: Le locus de la ~-globine chez les singes du Nouveau Monde. Le locus retrouvé 
chez la grande majorité des singes du Nouveau Monde est présenté ainsi que le locus du 
singe de nuit A. azarœ qui se caractérise par la présence d'un seul gène y issu de la fusion 
des gènes yi et y 2. La lettre sous chaque gène indique la période du développement où le 
gène est exprimé (E: embryonnaire, F: fœtal, P: prénatal, A: adulte). La couleur des gènes 
représente l'origine évolutive: (<:) ):e, (. ):y, (.):11, (.):8, (. ):~, (.): indique un pseudogène. 
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Le locus de la p-globine des singes du Nouveau Monde est structurellement très 

semblable à celui des humains à l'exception du pseudogène yi, orthologue de Gy (Figure 

12). Les 4 gènes fonctionnels et les deux pseudo gènes sont répartis sur une distance 

d'environ 37 kb dû à une réduction de la distance entre E et y par rapport à celle observée 

chez les catarhiniens. 168 Le singe de nuit (Aotus azarœ) représente une exception 

intéressante puisque les gènes y ont fusionnés et forment ainsi un seul gène fonctionnel 

(Figure 12).168 
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100~-y~~~~-----;~====================~ 

"'-
2i BO 
~ 
QJ 

"Cl 

~ 60 
:0 o 
0> 
{l 40 

#. 

20 -

o 50 1 00 ".\ ••• ~. 150 200 250 300 

progression développementale Uours) 

Figure 13: Commutation de l'hémoglobine chez les singes du Nouveau Monde. 168 

Les platyrhiniens sont les primates les plus primitifs à présenter deux commutations 

de l'hémoglobine. Si on connaît peu de chose de la commutation de l'hémoglobine 

embryonnaire à fœtale qui n'a pas été étudiée, on sait que la commutation fœtale à adulte se 

produit quelques temps avant la naissance (Figure 13) contrairement aux singes de l'Ancien 

Monde et aux humains chez qui cette commutation survient après la naissance (Figure 4. 

p.15 et Figure 15, p.36)?20;221 Ces singes représentent ainsi un état intermédiaire entre les 

prosimiens et les grands singes. Chez A. azarœ, qui ne possède qu'un seul gène y, il est 

intéressant de noter qu'au stade fœtal, y ne représente qu'un très faible pourcentage de 
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l'hémoglobine, suggérant une expression plus embryonnaire, bien que ceci resterait à être 

confirmé. 168 

1.4.4 Les simiens II: les singes de l'Ancien Monde (catarhiniens) 

Les catarhiniens sont des primates plus évolués que l'on retrouve en Afrique et en 

Asie. Ils se caractérisent par leur nez aux narines ouvertes vers le bas et leur queue non 

préhensile ou absente. Les espèces les plus connues de catarhiniens comprennent les 

babouins, les macaques et les gibbons. Bien que les chimpanzés et les gorilles fassent aussi 

parti des catarhiniens, ces derniers ne sont généralement pas appelés singes de l'Ancien 

Monde, mais plutôt hominidés ou grands singes et sont regroupés avec l'homme.222-224 Vu 

la grande proximité phylogénétique entre les singes de l'Ancien Monde et les hommes, les 

catarhiniens ont été utilisés comme modèle d'étude pour la régulation de l'hémoglobine au 

cours du développement. 169;225 
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Figure 14: Le locus de la ~-globine chez les singes de l'Ancien Monde. La lettre sous 
chaque gène indique la période du développement où le gène est exprimé (E: embryonnaire, 
F: fœtal, A: adulte). La couleur des gènes représente l'origine évolutive: (0):8, (e):y, (e):11, 
( Cl> ): 8, (e):~, (Q): indique un pseudogène. 

Le locus de la ~-globine des catarhiniens n'a subit que peu de changements par 

rapport au locus humain. La seule différence notable est l'inactivation du gène 8 devenu un 

pseudo gène dans cette lignée (Figure 14) ce qui pose la question à savoir si chez les grands 
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singes, l'expression de 8 est due à une réactivation de ce gène, ou si l'inactivation de 8 chez 

les singes de l'Ancien Monde s'est produite après la séparation de ces deux groupes. 167
;169 
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Figure 15: Commutation de l'hémoglobine chez les singes de l'Ancien Monde. Adapté de 
Kitchen et al.28 

La commutation de l'hémoglobine chez ces primates suit un profile qui ressemble 

assez à celui observé chez l'homme avec la différence que la commutation fœtale à adulte 

se produit sur une période plus courte que celle observée chez l'humain (Figure 15 et Figure 

4, P.15). Également, si chez le fœtus humain, P représente toujours environ 8-15% de 

l'hémoglobine totale (Figure 4), elle n'est pas détectable chez les fœtus de ces singes.28 

1.4.5 Les ruminants 

Les ruminants représentent un groupe intéressant et unique. En effet, ces animaux 

qui sont phylogénétiquement très éloignés de l'homme ont développé indépendamment un 

système d'hémoglobines spécialisées. Mis à part les primates supérieurs, les ruminants sont 

les seuls animaux à présenter une hémoglobine strictement fœtale. 226 Comme chez les 

primates, cette spécialisation permis un temps de gestation plus long permettant ainsi la 

naissance "à terme" des nouveau-nés, améliorant ainsi leur chance de survie face aux 
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prédateurs. Deux caractéristiques uniques aux ruminants sont la présence chez certaines 

espèces d'une hémoglobine dite "juvénile" pouvant être réactivée lors de stress hématopoï­

étiques,182;227 et l'absence de 2,3-DPG érythrocytaire à tous les stades du développement, à 

l'exception d'un pic observable à la naissance (Figure 7, p.28)?28 De fait, chez ces 

animaux, toutes les hémoglobines ne présentent qu'une très faible, voir même aucune 

réactivité au 2,3_DPG.229 Les trois espèces de ruminants les plus étudiées sont la chèvre, le 

mouton et la vache. Fait à noter, le gène y est absent chez tous les ruminants. 
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Figure 16: Le locus de la ~-globine chez ruminants. Les locus de trois espèces de ruminant 
sont présentés: celui de la chèvre, les deux haplotypes du mouton et celui de la vache. La 
lettre sous chaque gène indique la période du développement où le gène est exprimé (E: 
embryonnaire, F: fœtal, J: juvénile, A: adulte). La couleur des gènes représente l'origine 
évolutive: «'):8, (e):11, (0):3, (e):~, (e): indique un pseudogène. 
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La chèvre 

Le locus de la ~-globine de la chèvre est issu d'une triplication des quatre gènes 

E-ll-()-~ qui a eu lieu après la perte du gène y. Le locus qui comprend 6 gènes fonctionnels 

et 6 pseudogènes s'étend sur une distance de ~ 125 kb (Figure 16).230 Précédant le locus, le 

LCR se distingue par la présence de seulement 3 sites d'hypersensibilité puisque les sites 

HS4 et HS5 n'ont put être identifiés chez ces animaux.231 ;232 Chez la chèvre, les gènes 

embryonnaires sont d'origine E et II ce qui est assez unique,208 alors que les gènes fœtaux, 

juvéniles et adultes sont tous paralogues à ~.233 Les gènes () sont quant à eux tous réduits à 

l'état de pseudogènes.233 ;234 

Le mouton 

Chez le mouton, on retrouve deux haplotypes pour le locus de la ~-globine. 

L'haplotype A est identique au locus de la chèvre alors que l'haplotype B est un locus 

délesté du premier triplicata.235 Ce locus possède 3 gènes fonctionnels et 5 pseudogènes 

répartis sur 75 kb et donc, ne possède pas de ~-globine juvénile (Figure 16).179;185;236;237 

La vache 

Le locus de la vache est similaire au locus de l'haplotype ~ du mouton à l'exception 

d'une duplication du pseudogène () produisant un sixième pseudogène (Figure 16).176 

L'hémoglobine juvénile est inexistante chez la vache. 

La commutation de l'hémoglobine 

Contrairement à tous les autres groupes d'animaux, chez les ruminants l'expression 

des différents gènes du locus au cours du développement ne suit pas l'ordre de leur 

positionnement dans le locus. En effet, chez ces animaux, le gène fœtal est situé en aval du 

gène adulte. De plus, dans le cas de la chèvre et du mouton, un gène exprimé strictement au 
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stade embryonnaire est situé au centre du locus, précédé par les deux autres gènes 

embryonnaires et par le gène juvénile (Figure 16). 
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Figure 17: Commutation de l'hémoglobine chez les ruminants. Adapté de Hammerberg et 

al183 et de Huisman et al. 182 

La chèvre 

La chèvre est unique en ce que son hémoglobine subit trois commutations 

complètes lors du développement (Figure 17). La commutation de l'hémoglobine 

embryonnaire à fœtale a lieu très tôt comme chez les autres animaux. Par la suite, comme 

chez l'humain, la chèvre produit lors du stade fœtal une hémoglobine strictement exprimée 

à ce stade et qui disparaît à la naissance. Toutefois, cette hémoglobine n'est pas remplacée 

par l'hémoglobine adulte mais par une hémoglobine transitoire appelée hémoglobine 

juvénile. Cette hémoglobine est ensuite graduellement remplacée par l'hémoglobine adulte 
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qui devient l'hémoglobine majoritaire enVIron quatre mois après la naissance. 182 

L'hémoglobine juvénile se distingue également par sa capacité à être activée en réponse à 

un stress hématopoïétique et ce, au détriment des gènes fœtaux et adultes.227 De fait, cette 

hémoglobine est la seule hémoglobine connue dont l'expression peut être activée par 

l'érythropoïétine. La fonction de cette hémoglobine à faible affinité pour l'oxygène n'est 

toutefois pas comprise tout comme la signification de l'expression transitoire du 2,3-DPG 

qui survient après la naissance, puisque aucune hémoglobine ne répond à cet effecteur chez 

la chèvre. 66;238 Il est toutefois proposé dans ce cas, que l'élévation soudaine du 2,3-DPG 

pourrait provoquer un changement de pH qui affecterait l'affinité de l'hémoglobine pour 

l'oxygène.29 

Le mouton 

La commutation chez le mouton d'haplotype A se fait également en trois temps 

comme chez la chèvre mais dans ce cas, l'expression de l'hémoglobine juvénile ne dépasse 

jamais 10% de l'hémoglobine totale et de ce fait, l'hémoglobine adulte succède presque 

directement l'hémoglobine fœtale (Figure 17).183 Par contre, en stress hématopoïétique, 

l'hémoglobine juvénile est fortement activée au détriment des hémoglobines fœtales et 

adultes ce qui laisse suggérer que la fonction de cette hémoglobine chez le mouton en serait 

une de réponse à des situations où la demande en oxygène est déterminante?27 Les moutons 

de l'haplotype B ne présentent que deux commutations dont la commutation fœtale à adulte 

qui survient après la naissance et ne répondent pas au stress hématopoïétique en produisant 

une hémoglobine spécialisée (Figure 17). 

La vache 

Comme les moutons d'haplotype B, la vache ne présente que deux commutations de 

l'hémoglobine, l'une très tôt et l'autre après la naissance (Figure 17).239;240 



41 

1.5 Régulation 

Les gènes de globine de type ~ sont exprimés de façon séquentielle au cours du 

développement, dans l'ordre de leur agencement dans le locus. Comme je l'ai mentionné 

précédemment, chez l'humain il y a deux commutations de l'hémoglobine, impliquant de ce 

fait, la présence de deux périodes de transition au cours desquelles l'expression d'une ou de 

deux globines est diminuée et que celle de deux autres globines est augmentée. Malgré cela, 

le niveau global des chaînes de type ~ dans la cellule demeure toujours constant et 

proportionnel aux chaînes de type a.28 Cette caractéristique suppose une régulation très 

serrée et coordonnée, aussi bien des différents gènes du locus de la ~-globine que des gènes 

du locus de la a-globine qui sont situés sur un chromosome différent. Ce qui coordonne 

l'expression des gènes ~ avec les gènes a demeure toujours inconnu mais il y a quelques 

années, une étude a démontré que cette corégulation ne passait pas par la communication 

croisée entre les loci via un hypothétique "trans-balanceur".24! Cependant, une étude 

récente a permis de suggérer un rôle de la chaperonne AHSP et un mécanisme de régulation 

post-transcriptionnelle.242 

Toutefois, ce qui coordonne l'expression des différents gènes du locus de la ~­

globine entre eux a été largement étudié et de nombreux éléments impliqués dans cette 

régulation ont été identifiés à la grandeur du locus. Certes il a été démontré que les 

promoteurs des gènes du locus ainsi que les différents sites HS du LCR étaient importants 

pour la régulation des gènes, mais plusieurs éléments extragéniques ont également été 

identifiés.243 De plus, l'importance d'une régulation épigénétique a clairement été établie, 

démontrant de ce fait que la régulation des gènes du locus ne se résume pas qu'à des ratios 

différentiels de facteurs de transcription mais fait également intervenir une fonction de 

l'organisation supérieure de la chromatine.244 Ces différents modes de régulation font du 

locus de la ~-globine un système très complexe dont l'ordre des événements assurant une 

régulation adéquate au cours du développement ne demeure toujours qu'imparfaitement 

élucidé.245-248 
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1.5.1 La commutation embryonnaire à fœtale 

Des deux commutations, la commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale 

est celle qui est la plus mal comprise et ce, pour deux raisons principales. La première est 

que chez l'humain, cette commutation intervient très tôt lors du développement et demeure 

donc très difficile à étudier dans son contexte naturel même si maintenant, certains modèles 

cellulaires existent permettant de récapituler cette commutation. 115;249 La deuxième étant 

que chez les souris transgéniques arborant le locus humain, la commutation 8 à Y ne se fait 

pas comme chez l'humain puisque ces gènes sont exprimés de façon concomitante au stade 

embryonnaire et que y est toujours exprimé plus fortement que 8.
110-112 Si on sait main­

tenant que l'inactivation de e dans les cellules érythroïdes définitives se fait de façon 

autonome et donc que ce gène n'a pas besoin de l'activation de y ou de ~ pour être 

inactivé/50;251 ce qui contrôle l'activation de y chez l'humain demeure toutefois toujours 

inconnu, bien que l'on sait que cette activation dépend de l'environnement "fœtal" 

cellulaire. 252;253 Il est intéressant de remarquer que les gènes e et y ne sont pas régulés par 

le LCR de la même façon puisque l'activation de 8 est dépendante de sa distance avec le 

LCR et de la transcription active de la région précédant son promoteur alors que l'activation 

des gènes y en est indépendante.254 

1.5.2 La commutation fœtale à adulte 

La seconde commutation de l'hémoglobine à survenir chez l'humain se caractérise 

par la disparition des chaînes y et leur remplacement par la chaîne ~ ainsi que de façon plus 

limitée, par la chaîne O. Parce qu'elle survient après la naissance chez l'homme et qu'elle est 

proprement régulée chez la souris transgénique, la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte a été beaucoup plus étudiée et en est de fait, mieux comprise. Toutefois, les 

mécanismes qui la régissent ne demeurent toujours que partiellement élucidés. Différentes 

études ont permis de démontrer que l'inactivation des gènes y était obtenue par un processus 

essentiellement autonome, semblable à celui régissant l'inactivation de E. Ce processus 
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implique des séquences situées jusqu'à 730 kb en amont du site d'initiation de la transcrip­

tion puisque des promoteurs plus courts échouent à être inactivés au stade adulte.255-259 

L'activation de ~ quant à elle est surtout contrôlée par un mécanisme de compétition entre 

les promoteurs pour le LCR et est donc dépendante de l'inactivation de y.260-262 Il est à 

noter cependant que l'affinité pour le LCR du promoteur de ~ au stade embryonnaire est 

plus faible que chez l'adulte mais demeure suffisante pour une activation embryonnaire de 

~ en absence de compétition ce qui démontre que, bien que l'activation de ~ dépende de 

l'inactivation de y, une certaine potentialisation de ~ a lieu de façon autonome.263-265 

1.5.3 Éléments cis-régulateurs 

De nombreux éléments de séquences ayant un rôle dans la régulation des différents 

gènes de globine ont été identifiés dans le locus et les facteurs ou complexes qui lient ces 

éléments ont également pour la plus grande majorité été identifiés. Ces éléments sont 

surtout concentrés au niveau des séquences promotrices des différents gènes du locus et des 

sites HS du LCR mais ne sont pas exclusifs à ces régions puisqu'on en retrouve presque 

partout dans le locus (e.g. 367 sites putatifs de liaison du facteur érythroïde GATA-l ont 

été identifiés dans le locus, mais seulement quelques uns ont été démontrés comme étant 

fonctionnels lorsque étudiés dans les cellules érythroleucémiques K562266-269). Cependant, 

la fonction exacte de la plupart des éléments de liaison à des facteurs qui ont été identifiés 

dans le locus demeure toujours incomprise à part certains dont le rôle a été démontré de 

façon non équivoque, comme la boîte proximale CACCC du promoteur ~ qui est liée par le 

facteur EKLF et qui est essentielle à l'activation du gène?61;270 

Dans cette section seront présentés les nombreux éléments situés dans les 

différentes régions du locus et identifiés comme étant importants dans la régulation des 

gènes, ainsi que leur rôle probable. 
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Puisque le gène E démontre une grande autonomie dans sa régulation, caractérisée 

par une inactivation complète lors de l'érythropoïèse définitive malgré la proximité de ce 

gène au LCR, des recherches intensives d'éléments régulateurs dans la région environnante 

immédiate du gène ont été entreprises et ont permis d'identifier plusieurs de ces éléments. 

Globalement, le promoteur de E peut être découpé en quatre régions fonctionnelles 

(Figure 18). La partie proximale du promoteur, de -165 au site d'initiation de la trans­

cription, forme un domaine activateur de la transcription. En effet, à l'exception de deux 

sites en tandem situés dans la région la plus proximale du promoteur et qui sont liés par le 

facteur DRED qui possède une fonction répressive sur la transcription de E, ainsi que par le 

facteur COUP-TF II qui lui, possède une fonction bivalente répressive et activatrice selon le 

contexte,271 -273 tous les facteurs qui lient cette région sont importants dans l'activation de ce 

gène. Parmi ces facteurs il y a GATA_l,274 SSP,275;276 CP2,277 FKLF,278 Spl,274;275 et NF-

y279;280 et tous ont été démontrés comme étant importants individuellement pour l'activité 

transcriptionnelle de E au stade embryonnaire. Toutefois, la fonction des éléments 
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régulateurs liant les répresseurs DRED et COUP-TF II est probablement de réprimer 

l'expression de E dans l'hématopoïèse définitive puisque une expression forcée de DRED 

provoque une répression prématurée de la globine embryonnaire.273 

Cependant, la fonction principale de répression autonome de E est gérée par la 

région qui précède la région activatrice et qui couvre une distance de 140 pb, de -392 à 

-251 ?81;282 Cette région Silencer recrute plusieurs facteurs dont le rôle dans la répression 

de E a été démontré. Cette région possède ainsi deux sites de liaison à GA TA _1,274;283 ainsi 

que des sites de liaison pour les facteurs YY1,283 NF-E2 et AP_1 284;285 ainsi qu'un site de 

liaison à un facteur de la famille des bHLH?84 

Précédant la région de contrôle négative et couvrant une distance d'environ 320 pb 

de -770 à -453 du site d'initiation de la transcription de E, se trouve une deuxième région 

activatrice importante comprenant des sites de liaisons au facteurs HMG,286;287 E_SSP,284;288 

SATB1,289 AP-2 et Est_1.284 

De façon intéressante, un élément de liaison à la matrice nucléaire (MAR) est situé à 

la frontière entre la région activatrice et la région répressive et l'intégrité de cet élément est 

important pour préserver la fonction répressive de la région négative?87;290 Une autre 

région à fonction répressive a été identifiée loin en amont des autres régions importantes du 

promoteur de E à environ 2 kb du site d'initiation de la transcription. En effet, il a été 

démontré qu'un site de liaison à NF-KB était important pour la répression de E au stade 

fœta1. 291 ;292 Cependant, entre ce dernier élément répresseur et la région activatrice située 

entre -770 et -453, se retrouve une série d'éléments de liaison à des facteurs de transcription 

dont le rôle dans la régulation du gène E demeure inconnu.276 

Le promoteur de y-globine 

Une vue générale du promoteur des gènes Ay et Gy dévoile une organisation des 

différentes régions beaucoup moins définie que les régions du promoteur de E (Figure 18). 

En effet, le promoteur de y montre un plus grand dynamisme dans sa façon d'être régulé 
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que E et les différents éléments cis-régulateurs peuvent le plus souvent avoir une fonction 

répressive ou activatrice selon le contexte cellulaire et les facteurs qui s'y lient. Toutefois, 

une certaine spécialisation de différentes sections peut être remarquée. 

La première région importante de régulation de y est un élément situé à -50 du site 

d'initiation de la transcription, donc très près de la boîte TATA et appelé élément sélecteur 

de stade ou SSE (Stage Selector Element). Cette courte région a pour fonction d'activer 

sélectivement y au stade fœtal précoce et embryonnaire et de lui donner un avantage sélectif 

dans sa compétition avec ~ pour le LCR.293;294 Plusieurs facteurs peuvent lier le SSE dont 

le complexe SSP (stage selector prote in) composé de deux sous-unités, NF-E4 et CP2 qui 

possèdent une fonction activatrice de y en permettant le recrutement du LCR,277;295;296 Une 

troisième sous-unité du complexe SSP a également été identifiée, la protéine NF-I mais 

dont le rôle dans le contexte du complexe SSE demeure toujours inconnu.297 Si le SSE 

possède généralement une activité positive sur la transcription de y, lorsque les cytosines de 

cet élément sont méthylées, l'affinité de ce dernier pour le facteur de transcription 

ubiquitaire SpI est fortement augmentée. SpI qui le plus souvent agit comme activateur 

transcriptionnel, vient dans ce cas en compétition avec le complexe SSP et le déplace ce qui 

résulte en une répression du gène y qui perd alors son avantage sélectif contre ~.298;299 

À une soixantaine de paires de bases en amont du SSE, se trouve une autre petite 

région comportant des boîtes CCAA T dupliquées et pouvant également être liée par 

plusieurs facteurs antagonistes. Cette région partage des caractéristiques retrouvées dans la 

séquence proximale de E et est liée par les même facteurs répresseurs DRED et COUP­

TFII3oo;301 dont le deuxième, contrairement à ce qui est observé avec E, ne possède qu'une 

fonction répressive sur y.272 Cet élément peut aussi recruter le facteur activateur NF-Y qui 

entre alors en compétition directe avec COUP-TFII et favorise l'expression de y en ouvrant 

la chromatine au niveau du promoteur.268;300;302 Cette région possède également des sites 

de liaison pour les facteurs CP2, un activateur, et GA TA-l dont la fonction dans ce 

contexte est inconnue.277;303 Il est à noter que la mutation HPFH grecque Ay: -117 (G---ioA) 
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(Tableau l, page 25) affecte le site de liaison de DRED et agit donc en éliminant l'effet 

répresseur de ce facteur. JOI 

Le principal élément activateur des gènes y se trouve à environ 150 pb en amont du 

site d'initiation de la transcription et comprend une boîte CACCC pouvant être liée par les 

activateurs spécifiques à y, FKLF-2, IKLF et LKLF.J04;J05 Cette région possède également 

un site de liaison au facteur SpI qui dans ce contexte possède une activité activatrice de la 

transcription de y.J06;307 Deux facteurs ayant des activités antagonistes aux facteurs 

précédents peuvent cependant lier cette région. Ce sont les facteurs NF -1 et KLF8 mais leur 

importance physiologique demeure encore inconnue.J05 ;J06 

En amont de cet élément activateur, se trouve une région présentant une fonction 

répressive assez faible, s'étalant sur une distance d'environ 25 pb de -200 à -175 et 

comportant quelques sites de liaison à des facteurs de transcriptions. Deux sites de liaisons 

à GAT A-1 et un site de liaison à Oct-1 démontrent une activité de répression262 et plusieurs 

mutations HPFH localisées dans cette région affectent la capacité de liaison de ces 

facteurs. JOS La région comporte également un site de liaison au facteur CP2 mais dont la 

fonction est inconnue.277 

La région située entre -300 et -200 comporte un important élément activateur 

pouvant lier le complexe yPE constitué des deux sous-unités SA TB 1 et HOXB2 et étant 

important pour obtenir une activation maximale du gène fœtal. J09;310 Toutefois la région 

qui la précède, située entre -382 et -730 a depuis longtemps été associée à la fonction de 

Silencer principal des gènes y et donc, responsable de l'inactivation autonome de ces gènes 

chez l'adulte.257 Toutefois, cette région est pauvre en sites de liaison aux facteurs de 

transcription, à l'exception d'un site de liaison à YY1 et d'un site de liaison à GATA-1 qui 

lui, est directement impliqué dans cette répression. 311
-
JI2 Finalement, en amont de la région 

Silencer se retrouvent plusieurs sites de liaison aux facteurs Gata-1, Oct-1 et NF-Y dont les 

fonctions ne sont pas connues ainsi que deux sites de liaison à YYl.J13 Le premier, situé à 

environ 1 kb en amont du site d'initiation de la transcription possède une fonction 
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activatrice de la transcription du gène y au stade fœtae 14 alors que le deuxième, situé 

environ 200 paires de bases plus en amont, possède une fonction répressive.313 Il est 

intéressant de noter que lorsque YY1 est associé à GATA-1 comme on peut le voir dans les 

promoteurs de E et de y (Figure 18) son activité est négative alors que lorsqu'il est seul, il 

possède une activité positive. 

Il est à noter que le gène y possède également un élément répresseur situé dans sa 

séquence non traduite 5' (5'UTR) et pouvant lier les facteurs STAT3p et GATA-1, 

indiquant que le 5'UTR de ce gène participe également dans sa régulation. 315;316 

Le promoteur de P-globine 

Contrairement à E et y, le gène P ne démontre pas de régulation autonome lorsque 

lié au LCR et cela se reflète dans la plus grande simplicité du promoteur adulte (Figure 18). 

Globalement, le promoteur de P peut être divisé en deux régions. Contrairement aux 

promoteurs fœtaux et embryonnaires, toute la partie proximale du promoteur de P s'étalant 

sur une distance de 220 pb de -200 en amont du site d'initiation de la transcription à +20 est 

presque exclusivement consacrée à l'activation. Ce promoteur ne possède pas en fait de site 

de liaison aux répresseurs COUP-TF Il et DRED qui sont d'importants répresseurs des 

gènes fœtaux et embryonnaires. Cette région possède toutefois de nombreux éléments de 

liaison à des activateurs transcriptionnels dont plusieurs sont spécifiques à p. On y retrouve 

ainsi des sites de liaison pour EKLF,317-319 GATA_1,320;321 Sp1,322;323 CP2,277 NF-
r 

Y,265;320;324-326 NF _1,265;327 CIEBPù,328 PDRf29;330 ainsi qu'un site situé dans le 5'UTR pour 

le facteur USF.331 ;332 Cette région possède également un site de liaison au facteur CIEBPy 

dont la fonction peut être répressive ou activatrice selon le contexte326;328 ainsi qu'un site 

reconnu par la ferritine H, le seul véritable répresseur pouvant lier cette région.333;334 

C'est en amont de cette région que se trouve la région à activité répressive 

responsable d'inactiver P au stade fœtal ou à tout le moins de réduire son affinité pour le 

LCR. Cette région contient des sites de liaison à des facteurs qui ont été démontrés comme 
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étant capables de diminuer l'expression de p en culture cellulaire. Parmi ces facteurs, BP 1 

est celui qui a été le mieux caractérisé321 ;335-337 mais les facteurs BP2321 et HMG265;336 

seraient également impliqués dans la répression de p. Les facteurs DLXi38 et CP2277 

peuvent également lier cette région mais n'ont soit pas de fonction régulatrice sur le gène de 

P-globine (DLX7) soit la fonction est inconnue (CP2). Toutefois, l'effet global de cette 

région sur le gène p est plutôt faible, étant insuffisante pour obtenir une répression 

complète du gène durant l'érythropoïèse primitive en absence de compétition. 

LeLCR 

Le plus important et le plus imposant élément Gis-régulateur du locus est sans 

contredit le LCR situé en amont du gène E. Si le LCR a été défini au départ comme étant un 

élément capable de conférer une expression position-indépendante élevée de façon 

érythroïde-spécifique à un transgène, sa fonction naturelle dans le locus de la p-globine est 

plus complexe. Ce qui distingue le LCR des autres éléments cis-régulateurs du locus, c'est 

sa non spécificité d'action. C'est-à-dire que le LCR n'est pas un élément spécifique à un ou 

quelques gènes du locus, mais est important pour l.expression de tous les gènes et possède 

donc une fonction globale dans le locus. Si la principale fonction du LCR est l'activation 

transcriptionnelle des gènes, d'autres fonctions lui ont été également attribuées. De fait, 

l'ouverture de la chromatine dans le locus, l'isolement du locus contre les effets négatifs de 

la chromatine environnante ainsi qu'une implication dans le timing de la réplication du 

locus en phase S précoce sont toutes des fonctions attribuées au LCR, bien qu'elles soient 

toutes de plus en plus controversées. 133 ;204;339-342 Généralement, le LCR est perçu comme 

un Enhancer atypique dont la fonction est dépendante de son orientation.343 

Le LCR peut être divisé en cinq éléments distincts caractérisés par leur 

hypersensibilité à la DNasel. Ces éléments, les HS 1 à HS5 possèdent généralement une 

région centrale appelée cœur ou core possédant la fonction principale d'enhancer mais pas 

nécessairement toutes les fonctions des HS dans leur entier. De fait, lorsqu'un LCR 

reconstitué à partir du core des HS est utilisé avec un gène rapporteur, un effet additif des 
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différents éléments est obtenu alors qu'un effet synergétique est obtenu avec un LCR 

reconstitué à partir des HS entiers, indiquant de ce fait que les régions flanquantes des cores 

sont importantes pour la cohésion de LCR et pour assurer sa pleine fonction. 344 Les HS se 

caractérisent également par leur capacité à lier de nombreux facteurs de transcription, 

érythroïde-spécifiques et ubiquitaires, qui sont souvent communs aux promoteurs des gènes 

de globines et ont été hautement conservés lors de l'évolution. 124 Si la plupart des HS seuls 

sont capables d'activer la transcription des gènes de globine, la fonction intégrale du LCR 

dépend largement de la présence de tous les HS intactes et des interactions entre ceux_ci.345 

HSI 

L'élément HS 1 est le site le plus proximal des gènes de globine étant situé à environ 

6 kb en amont de E. Ce site possède un rôle plutôt limité dans la fonction activatrice du 

LCR mais la délétion de ce site en transgénique rend le locus plus sujet à la variégation due 

à l'effet de position en plus d'affecter spécifiquement l'expression du gène E au stade 

embryonnaire et y au stade [œta1.346-349 Contrairement aux autres HS, le HS 1 ne possède 

pas de séquence centrale ou core spécifique et ne possède essentiellement que des sites de 

liaison à GATA-1 et Sp 1 ce qui en fait un élément structurellement simple. 124;350 

HS2 

Le site HS2 qui est situé à environ Il kb en amont de E est l'un des deux éléments 

apportant la plus importante contribution à la fonction du LCR. De fait, lorsque utilisé seul 

en transgénique lié au gène ~, le HS2 est capable d'activer l'expression de ~ à tous les 

stades du développement alors que lorsqu'un gène y est inséré entre les deux, HS2 est 

suffisant pour contrôler la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. En fait, le HS2 ne 

montre aucune préférence pour, ni n'exclu aucun des gènes embryonnaires, fœtaux et 

adultes. 101;345;347;351-353 Toutefois, le HS2 n'a pas la capacité à lui seul de conférer une 

expression indépendante de la position à un transgène et contrairement au LCR, l'activité 

du HS2 est indépendante de son orientation et de sa position.354;355 
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Le HS2 peut être divisé en deux sections, le core et la région flanquante du core. Le 

core possède la fonction principale de enhancer du HS2 alors que la région flanquante 

possède une fonction de modulation du core. 356
;357 En effet, lorsque le HS2 est excisé dans 

son entier, l'impact sur l'expression de tous les gènes du locus est minime alors que lorsque 

seul le core est enlevé, la perte d'activation est beaucoup plus importante. 125;358 Toutefois, 

cette dichotomie de la fonction du HS2 est une caractéristique qui ne se retrouve que chez 

l'humain puisque la délétion du HS2 complet ou simplement du core chez la souris ne 

provoquent qu'une diminution négligeable de l'expression des gènes du locus.359;36o 

Le HS2, dont le core est capable de lier la matrice nucléaire de façon érythroïde­

spécifique,361 comprend des sites de liaison à de nombreux facteurs érythroïdes et 

ubiquitaires tels que GATA-1, CBF1, USF, AP-1, EKLF, FKLF2, YY1, SCL, SSP, SpI et 

particulièrement NF-E2 qui sont importants pour sa fonction.269;311;350;354;362-365 

HS3 

Le site HS3, situé à environ 15 kb en amont du gène E, est avec le HS2 l'un des deux 

plus importants éléments constituant le LCR. En transgénique, le HS3 est capable de 

conférer une expression élevée et position-dépendante des gènes qui lui sont lié et ce, de 

façon similaire mais non identique au HS2. En effet, contrairement au HS2, lorsque lié au 

gène ~, le HS3 active ce gène préférentiellement dans le foie fœtal et dans la moelle 

osseuse mais non dans le sac vitellin au stade embryonnaire.346;353;366 Également, à cause 

d'une préférence générale du HS3 pour le gène y, la commutation fœtale à adulte survient 

plus tard en transgénique lorsque le locus est contrôlé par le HS3 seul que par tout autre HS 

incluant le HS2. 347 De plus, le HS3 possède la capacité d'ouvrir la chromatine dans les 

transgéniques ce qui se reflète dans le fait que l'activation transcriptionnelle due au HS3 est 

plus important lorsque le transgène est intégré au génome que lorsque non intégré en essais 

transitoires. Ceci a mené les chercheurs à proposer que la fonction principale du HS3 dans 

le LCR pourrait en être une de remodelage de la chromatine.367 
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Le HS3 possède également une région centrale ou core et une large région 

flanquante dont la partie la plus distale en 5' possède en elle-même des caractéristiques d'un 

petit HS et est quelques fois désignée HS3,5. 124
;368 La délétion du HS3 entier ne provoque 

une altération importante de l'expression que sur le gène E, alors que les gènes y et p ne sont 

pas affectés. Ceci est l'inverse de ce qui se produit lorsque le HS3 du locus de la souris est 

délété puisque dans ce cas, les gènes adultes sont plus affectés que les gènes embryon­

naires.358
;369 La délétion ciblée du core toutefois, a un impact beaucoup plus grand puisque 

l'expression de tous les gènes du locus est réduite de façon substantielle et ce, à tous les 

stades du développement. De plus, la mutation d'une courte séquence GGTGGA nommée 

GT6, située dans le core abolie l'expression des gènes E et y mais n'affecte pas celle de p, 
démontrant de ce fait que la préférence du HS3 pour les gènes embryonnaires et fœtaux est 

dépendante d'un petit élément régulateur du core. 127
;129;370 

. Comme le HS2, le HS3 comporte de nombreux sites de liaison à des facteurs 

transcriptionnels tel que GATA-l, EKLF, FKLF2, SSP, SpI, TEF-2, NF-E2, YYI et 

Oct_l.350;365;371.-373 
1 

HS4 

Le HS4 qui est situé à environ 18 kb en amont du gène E, est un élément important 

du LCR. S'il possède une activité modéré d'activation spécifique de la transcription des 

gènes fœtaux et adultes du locus lors de l'érythropoïèse définitive, il est incapable toutefois 

d'activer le gène embryonnaire et les gènes fœtaux durant l'érythropoïèse primitive.347
;374;375 

Bien qu'étant le plus petit des HS du LCR, Le HS4 est néanmoins également 

constitué d'un core et de séquences flanquantes présentant des fonctions antagonistes. La 

délétion du HS4 entier, comme dans le cas des HS2 et HS3, n'affecte l'expression des gènes 

du locus que minimalement. En effet, cette délétion ne résulte qu'en une légère diminution 

de p au stade fœtal, accompagnée d'une augmentation proportionnelle de y.349 La délétion 

du core affecte de façon beaucoup plus importante l'expression des gènes du locus, surtout 

durant l'érythropoïèse définitive alors que son impact sur l'expression des gènes de globine 
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lors de Pérythropoïèse primitive demeure controversé. En effet, sur ce point, deux études 

qui ont excisé le core du HS4, ont donné des résultats contradictoires. 128;37o En trans­

génique, le core compte pour l'essentiel de l'activité activatrice du HS4 en plus d'être 

responsable de sa formation en provoquant l'ouverture de la chromatine.375;376 

Le HS4 contient également plusieurs sites de liaison à des facteurs de transcription 

tant érythroïde-spécifiques qu'ubiquitaires. On notera ainsi des éléments de liaison aux 

facteurs AP-l, SpI, EKLF, FKLF2, NF-E2 et GATA-I, les deux derniers étant essentiels à 

la formation érythroïde-spécifique du HS4.350;365;376;377 

HS5 

Si règle générale le LCR est défini par la présence des quatre sites d'hypersensibilité 

érythroïde-spécifiques HS 1 à HS4, environ 22 kb en amont du gène E se trouve un 

cinquième site d'hypersensibilité à la DNaseI, ubiquitaire cette fois, appelé HS5. Con­

trairement aux autres éléments HS, le HS5 ne possède aucune fonction intrinsèque 

d'activation de la transcription mais son inclusion en 5' et en 3' d'un transgène dirigé par un 

autre HS permet d'obtenir une expression plus stable du transgène en protégeant ce dernier 

contre l'effet de position.1 34 Cette fonction d'insulator a d'ailleurs été démontrée par 

l'inclusion du HS5 entre le HS3 et le gène ~ ce qui produisit une inhibition de la transcrip­

tion de ce dernier. 133 D'autre part, l'hypothèse que le HS5 formerait une barrière naturelle 

protégeant le locus de la p-globin contre les effet de la région chromosomique environnante 

est supportée par la présence dans le HS5 de sites de liaison au facteur CTCF, impliqués 

dans la fonction de plusieurs insulators, ainsi que d'un site de liaison de la topoisomérase II 

qui elle, est associée à une fonction de liaison à la matrice nucléaire. 124;378 Toutefois, cette 

fonction attribuée au HS5 est de plus en plus controversée puisque différentes études ne 

sont pas parvenues à démonter la capacité du HS5 à bloquer l'activation de gènes via le 

LCR, ou même de bloquer la fonction enhancer du LTR ERV -9 situé juste en amont du 

locus, au point où le HS5 est de plus en plus perçu comme un vestige évolutif ayant perdu 

sa véritable fonction.379-382 
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Le site d'hypersensibilité 3'HS 

Situé à environ 20 kb en aval du gène ~ se trouve un autre site d'hypersensibilité à la 

DNaseI appelé 3'HS. La fonction principale du 3'HS en est une d'insulatar capable de 

protéger le locus contre les effets de la région chromosomique environnante et ne possède 

pas de fonction d'activation de la transcription. Tout comme le HS5, le 3'HS possède des 

sites de liaison à la topoisomérase II et au facteur CTCF ce qui supporte l'hypothèse que ces 

deux HS forment les frontières du locus.383 Cependant, l'absence de transition des modifi­

cations des histones au niveau du 3'HS soulève des questions quant à la véritable fonction 

de cet élément. 381 

Le domaine PYR 

Situé à environ 960 pb du site d'initiation de la transcription du gène 3, se trouve 

une région longue de 250 pb nommée le domaine PYR (pour pyrimidine-rich regian), qui 

se caractérise par un pourcentage de pyrimidine supérieur à 95% sur l'un de ses brin. Cet 

élément recrute un complexe de remodelage de la chromatine de type SWIISNF appelé 

complexe PYR qui est formé des sous-unités ubiquitaires BAF57, INIl, BAF60a et 

BAFl70 ainsi que du facteur hématopoïétique Ikaros.384;385 Cette région est incluse dans la 

délétion de type Corfu qui conduit à une forme de HPFH et qui enlève urIe partie du gène 3 

ainsi que 6 kb de la région en amont du gène (Figure 6, page 24).157 De fait, lorsque 

l'élément PYR a été excisé d'un mini locus comprenant la séquence du locus allant de Ar à 

~, attachée à un flLCR, un délais dans la commutation de l'hémoglobine a été mesuré, 

suggérant une implication pour cet élément dans la régulation.386 Toutefois, lorsque urIe 

délétion de la région comprenant le domaine PYR a été produite dans un Y AC contenant le 

locus entier, aucun impact n'a été mesuré sur l'expression des gènes fœtaux et adultes et le 

rôle véritable de cet élément dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale 

à adulte, demeure donc inconnue.387 



55 

Autres éléments régulateurs 

Quelques autres éléments Gis-régulateurs ont été identifiés dans le locus mais si l'un 

deux possèdent une fonction bien établie, les autres sont plus controversés. De ces 

éléments, le mieux caractérisé est certainement l'enhancer situé en 3' du gène ~ dont la 

présence est essentielle à une expression élevée de p388;389 en plus d'être impliqué dans la 

régulation de la réplication du locus.39o D'autre part, l'implication dans la régulation des 

gènes de globine d'un enhancer identifié en 3' de Ay,39J d'un site d'initiation de la trans­

cription intergénique situé entre \jf~ et 8 et soupçonner d'agir comme frontière entre les 

domaines fœtaux et adultes392 ainsi qu'un L TR du rétrovirus résidant humain ERV -9 situé 

juste en amont du HS5393 demeurent très contestées au même titre que l'élément PYR. 387
;394 

1.5.4 Facteurs trans-régulateurs 

Comme nous l'avons vu dans la section précédente, de nombreux facteurs trans­

régulateurs peuvent lier des éléments du locus pour activer ou réprimer la transcription des 

gènes. Cependant, il est difficile d'avoir une idée précise de la fonction d'un facteur donné 

dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine simplement en regardant ses sites de 

liaison et sa fonction à chacun de ces sites. De fait, la fonction d'un facteur à une période 

précise à un endroit donné dépend largement du contexte dans laquelle cette protéine se 

trouve. Le but de cette section est de décrire la fonction globale sur la commutation de 

quelques facteurs importants. 

La famille des KLF 

Parce que les gènes de globine sont exprimés de façon séquentielle et exclusive les 

un des autres à différents stades du développement, l'identification de facteurs stade­

spécifiques pour chaque gène, qui seraient ainsi directement impliqués dans le contrôle de 

cette expression différentielle, a fait l'objet de nombreuses études. L'identification du 

facteur érythroïde à doigts de zinc de type Krüppel (EKLF pour erythroid Krüppel-like 
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factors) capable de lier spécifiquement la boîte CACCC proximale du promoteur de ~ et 

qui est nécessaire à l'expression de ce gène mais dispensable à l'expression de y et E, 

représentait une avancé importante dans l'identification des facteurs trans-régulateurs 

responsables de la régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte?70;395 La 

découverte subséquente du facteur FKLF, qui démontre une spécificité pour le gène E et du 

facteur FKLF-2 qui lui, est spécifique aux gènes y, permettait de présenter un modèle 

relativement simple expliquant le contrôle des gènes de globine au cours du 

développement. Cependant les choses se sont avérées plus complexes et tout ne pouvait pas 

être expliqué par ces facteurs. En effet, le fait que EKLF soit exprimé à tous les stades du 

développement démontre que si ce gène est essentiel à l'activation de ~, entre autre en 

recrutant des complexes de remodelage de la chromatine comme SWI/SNF et p300/CBP au 

promoteur de ~396;397 et en permettant les interactions entre ce promoteur et le LCR/98;399 il 

est insuffisant à l'induction de la commutation?61;400 De plus, la capacité de EKLF à se lier 

au promoteur des gènes fœtaux et embryonnaires spécifiquement lors de l'érythropoïèse 

primitive, couplée à sa capacité à recruter des co-répresseurs comme Sin3A et l'histone 

déacétylase 1 (HDAC 1) démontre que la fonction de ce facteur ne se réduit pas simplement 

à activer ~ au stade adulte. 365;401 De fait, si les facteurs de la famille des KLF sont 

importants et ce, de façon non équivoque, ils ne forment en fait qu'une pièce du grand 

puzzle de la machinerie trans-régulatrice de la commutation de l'hémoglobine. 

GATA-l 

Comme nous l'avons vu à la section précédente, presque tous les éléments cis­

régulateurs du locus de la ~-globine contiennent des sites de liaison au facteur érythroïde à 

doigts de zinc GA TA -1. 269 De fait, l'expression de tous les gènes du locus dépend de la 

présence de GAT A -1 ce qui en fait un facteur majeur dans l'activation ou la répression des 

gènes de globine puisque ce facteur peut avoir une double activité activatrice ou répressive 

selon le contexte génomique et les partenaires présents.402 Ceci n'est pas très surprenant 

étant donné l'importance de ce facteur pour l'expression de presque tous les gènes 
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érythroïdes.403 GATA-I agit en permettant le recrutement de complexe de remodelage de 

la chromatine et du LCR aux promoteurs de globine et fonctionne en combinaison avec son 

cofacteur FOG-I et les facteurs de la famille des KLF. 404-406 Étant un facteur impliqué de 

façon générale dans la régulation de la transcription, la fonction de GATA-I dans la 

régulation de la commutation de l'hémoglobine est plutôt limitée puisqu'il lui manque une 

spécificité essentielle à une régulation génique différentielle. Toutefois, Li et ar07 ont 

démontré en surexprimant GATA-l dans des souris transgéniques arborant le locus humain 

entier que ce facteur peut agir comme répresseur spécifique du gène B alors que Costa et 

aPl2 ont démontré qu'un site de liaison à GATA-l situé à -570 du site d'initiation de la 

transcription du gène Ar était important pour sa répression lors de l'érythropoïèse définitive. 

NF-E2 

Si le membre de la famille des facteurs de transcription à leucine-zipper basique, 

NF-E2 ne possède que peu de sites de liaison au niveau des promoteurs de globine, son 

importance dans la régulation de l'expression de ces gènes n'en est tout de même pas 

moindre.408 De fait, NF-E2 possède beaucoup de sites de liaison dans le LCR et sa capacité 

à interagir avec les facteurs de la famille des KLF, GA TA-l et certains complexes de 

remodelage de la chromatine, en fait un élément important impliqué dans la formation des 

HS, dans l'ouverture de la chromatine et possiblement dans les interactions LCR-promoteur 

bien qu'il ait été démontré comme n'étant pas essentiel à ces interactions?05;409-413 

Toutefois, comme pour GA TA-l, NF -E2 manque cette spécificité nécessaire à en faire un 

régulateur majeur de la commutation de l'hémoglobine, ce qui est mis en lumière par le fait 

que l'ablation génique de ce gène n'a pas d'impact sur la commutation.414 

Ikaros 

Ikaros est un facteur à doigts de zinc formant la sous-unité du complexe PYR et 

responsable de la liaison du complexe à l'ADN. Comme il a été dit à la section 1.5.3, le 

complexe PYR peut se lier à un élément situé en amont de O. La fonction du complexe PYR 
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sur la commutation de l'hémoglobine demeure toutefois controversée puisque des études 

indépendantes ayant délété son élément de liaison, ont mené à des conclusions opposées 

quant à son implication dans cette régulation.386;387 Toutefois, l'ablation génique d'Ikaros 

provoque un retard dans l'établissement de la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte, ce qui suggère que ce facteur joue bel et bien un rôle dans le timing de la répression 

des gènes fœtaux. 415 Puisque d'autres sites capables de lier Ikaros de façon indépendante 

du complexe PYR ont été identifiés à plusieurs endroits dans le locus, il est possible que 

cette fonction d'Ikaros, ne passe pas par le complexe PYR lui-même.416 

Autres facteurs de transcription 

Quelques autres facteurs sont importants dans la régulation de l'hémoglobine et 

parmi ceux-ci on retrouve BP l, impliqué dans une répression partielle de ~ au stade 

fœtae 21 ; DRED et COUP-TFII, tous deux impliqués dans la répression des gènes fœtaux et 

embryonnaire272;417; YYI,283 qui est associé à la répression de € et SpI dont la fonction 

global est plus complexe puisque ce dernier est impliqué aussi bien dans l'activation que 

dans la répression des gènes du loCUS.306;350;41O 

1.5.5 Épigénétique 

L'activation et l'inactivation des gènes de globine lors de la commutation de 

l'hémoglobine sont des processus complexes faisant intervenir comme nous l'avons vu dans 

les quelques sections précédentes, une étroite collaboration entre de nombreux éléments 

trans-régulateurs et facteurs cis-régulateurs, mais également comme nous le verrons dans 

cette section, d'importantes modifications au niveau de la structure de la chromatine. Si on 

sait depuis longtemps que les différents domaines géniques du locus de la ~-globin 

subissent des changements épigénétiques lors du développement, les mécanismes qui 

régulent ces changements ne sont toujours pas très bien compris. Certes, les facteurs de 

transcription comme EKLF, GATA-I et NF-E2 sont reconnus comme étant capables de 

recruter de nombreux complexes de remodelage de la chromatine au niveau des différentes 
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régions régulatrices de l'expression des gènes de globine, mais l'ordre des événements qui 

contrôlent ce remodelage demeure largement débattu.405;410;418-420 En effet, la question à 

savoir si c'est la liaison des facteurs de transcription qui permet l'ouverture de la chromatine 

à un lieu et un temps donnés ou si c'est l'ouverture de la chromatine qui précède et permet 

la liaison de ces facteurs, reste toujours sans réponse définitive. L'existence d'une 

transcription stade-spécifique des régions intergéniques et indépendante de la transcription 

génique,421-423 ainsi qu'une potentialisation épigénétique du locus précédant, ou étant 

indépendante de son activation transcriptionnelle,424;425 suggèrent que l'activation des 

promoteurs et les modifications de la chromatine sont des événements distincts mais 

capables d'influencer l'autre.426 

Domaines fœtaux et adultes 

Au cours du développement, le locus subit de profonds changements au niveau de la 

chromatine, généralement en corrélation avec les changements de l'activité transcription­

nelle des gènes du locus. Aux stades embryonnaire et fœtal, une grande portion du locus 

comprenant les gènes 8 et les deux gènes y, présente une configuration très euchromatique, 

c'est-à-dire que la chromatine se retrouve dans un état plus permissif à la transcription alors 

que la région du locus où se trouvent les gènes adultes 8 et ~, se retrouve dans une 

conformation plus hétérochromatique, donc moins permissive à l'activité transcriptionnelle. 

Après la naissance, lorsque la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte prend place, 

un remaniement important de la chromatine du locus a également lieu, se caractérisant par 

le déclin de la permissivité de la région contenant les gènes 8, Gy et Ay, et par l'ouverture de 

la région contenant les gènes 8 et ~. Ainsi, la région contenant les gènes 8 et y est appelée 

"domaine fœtal" alors que la région contenant 8 et ~ est appelé "domaine adulte". À ces 

deux domaines épigénétiques, s'additionne un troisième domaine, celui du LCR, qui 

possède une conformation ouverte à tous les stades du développement.427;428 

Ces domaines de la chromatine se caractérisent par une sensibilité générale à la 

DNaseI variable, une signature différentielle des modifications covalentes des histones 
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ainsi que par un enrichissement ou un appauvrissement de la méthylation de l'ADN au 

niveau des cytosines. 

Sensibilité à la DNaseI 

Lorsque l'ADN est extrait sous sa forme native, c'est-à-dire sous sa forme de 

chromatine et qu'il est digéré à la DNaseI, certaines régions sont plus difficiles à digérer 

que d'autres. On sait depuis longtemps que la sensibilité à la DNaseI est indicative d'une 

région plus permissive à la transcription que les régions plus résistantes à la DNaseI. De 

fait, il est généralement observé que la région promotrice des gènes actifs est sous une 

forme hypersensible à la DNaseI alors que celle des gènes inactifs l'est beaucoup moins.429
-

431 D'un point de vue moléculaire, l'hypersensibilisation de la chromatine indique une plus 

grande accessibilité de la DNaseI à l'ADN qu'une région résistante. Cette plus grande 

accessibilité pour l'endonucléase implique de fait, une accessibilité accrue pour les facteurs 

de transcription et pour la machinerie transcriptionnelle basale due à un relâchement 

générale de la chromatine.432
;433 Toutefois, si l'accessibilité d'un promoteur à la machinerie 

transcriptionnelle est obligatoire, elle n'est pas suffisante à sa transcription et n'explique pas 

comment ou pourquoi un gène donné est exprimé.341
;434 Cependant, l'hypersensibilité est 

une indication du potentiel transcriptionnel d'un gène. Dans le locus de la ~-globine, outre 

le LCR qui se défini par des régions hautement sensibles à la DNaseI, le promoteur des 

gènes de globine le sont également mais de façon stade-dépendante. En effet, aux stades 

embryonnaire et fœtal, les promoteurs de tous les gènes de globine se retrouvent dans une 

conformation hypersensible alors qu'au stade adulte les promoteurs fœtaux deviennent 

résistants aux nucléases tandis que les promoteurs des gènes adultes demeurent 

hypersensibles, indiquant un contôle plus rigoureux de la chromatine du domaine fœtal que 

celui du domaine adulte.431 

Histones 



61 

Si la sensibilité à la DNaseI est une indication qualitative du nIveau général 

d'ouverture de la chromatine, elle renseigne peu sur la nature moléculaire de cette 

"ouverture". L'étude des différentes modifications covalentes des histones d'une région 

chromosomique donne en revanche une image beaucoup plus détaillée de l'état de la 

chromatine. Il existe plusieurs types de modifications des histones dont les deux plus 

importantes sont l'acétylation et la méthylation de différents résidus lysine des queues du 

domaine N-terminal de ces histones. Les différentes combinaisons de ces modifications 

forment le code épigénétique et déterminent la permissivité à la transcription d'un domaine 

génétique.435 Une hyperacétylation de l'histone H4 et une acétylation de la lysine K9 de 

l'histone H3 sont des marqueurs d'une chromatine permissive, de même que la tri­

méthylation du résidu K4 de l'histone H3.436-438 À l'inverse, la méthylation de la lysine K9 

de l'histone H3 ainsi qu'une mono-méthylation de la lysine K4 sont des indicateurs d'une 

hétérochromatine, donc d'une région non permissive à la transcription.437 Une di­

méthylation en K4 de l'histone H3 représente un état intermédiaire et les régions ainsi 

marquée peuvent être ou ne pas être transcrites selon le contexte chromosomique et 

génétique.439;440 

Dans le locus de la ~-globine une signature épigénétique différentielle au niveau des 

différents gènes de globine en fonction de leur activité transcriptionnelle est également 

remarquée.425;441;442 En effet, les gènes transcrits à un stade donné présentent par exemple 

des niveaux de tri-méthylation en K4 de l'histone H3 plus élevés que les gènes non 

transcrits qui eux présentent des niveaux de mono- et di-méthylation plus importants.381 

Cette dichotomie entre les gènes embryonnaire/fœtaux et les gènes adultes est également 

observée par une hyperacétylation des histones H4 et H3 au niveau des gènes transcrits 

alors que les gènes non transcrits sont plutôt hypoacétylés.443 Il est également intéressant 

de noter que les sites d'hypersensibilité HS2 et HS3 qui sont les deux plus importants 

éléments du LCR, se caractérisent par des niveaux de tri-méthylation en K4 de l'histone H3 

plus élevés que les autres HS.381 
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L'ouverture de la chromatine dans le domaine approprié lors du développement est 

certainement un mécanisme important impliqué dans la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine. Cependant, il est difficile de déterminer quel est l'événement qui contrôle ce 

remodelage épigénétique. En effet, si une chromatine "ouverte" favorise la transcription des 

gènes, cette activité transcriptionnelle est également impliquée dans l'ouverture de la 

chromatine puisque la machinerie transcriptionnelle comporte des complexes à fonctions 

d'acétylation des histones.423 ;444;445 

Méthylation de l'ADN 

Le locus de la ~-globine se distingue de la plupart des autres loci du génome par le 

fait qu'il soit AT riche et par conséquent, dépourvu d'îlots CpG qui sont généralement 

retrouvés en nombre important dans la région promotrice des gènes. La méthylation en 

position 5 des cytosines (5mC) de ces îlots CpG est associée à une fermeture de la 

chromatine,446 donc à une répression de la transcription en permettant le recrutement de 

répresseurs tel que les facteurs MBD.447 Si les gènes du locus sont dépourvus de ces îlots, 

la présence de 5mC au niveau des quelques séquences dimériques CpG des promoteurs des 

gènes du locus peut quand même être mesurée. Toutefois, si cette méthylation que l'on peut 

retrouver de façon spécifique au niveau des promoteurs inactifs des gènes de globine, est 

responsable de l'inactivité transcriptionnelle ou si elle en est la conséquence n'est pas 

connue.448 Plusieurs études ont démontré néanmoins qu'une méthylation 5mC dans le 

promoteur des gènes embryonnaires, fœtaux et adultes pouvait contribuer à l'inactivation de 

ces gènes.449-453 De plus, le fait que tout le domaine embryonnaire chez la souris soit 

largement hypométhylé uniquement durant l'érythropoïèse primitive, supporte un rôle de la 

méthylation dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine.454 D'ailleurs, il est 

intéressant de noter que l'élément SSE du promoteur de y (Figure 18, page 44) est, lorsque 

méthylé, lié préférentiellement par le facteur SpI qui agit alors comme un répresseur de la 

transcription en déplaçant le complexe activateur SSp.298 
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1.5.6 Modèles de régulation 

Certes, une analyse exhaustive de chaque élément régulateur peut donner une idée 

des différents mécanismes qui régissent de façon coordonnée l'expression des gènes de 

globine au cours du développement. Cependant, à cause de la complexité de ces méca­

nismes, l'analyse de chaque élément séparé peut difficilement donner une vision globale du 

mode de fonctionnement du locus qui se comporte plutôt comme une entité aux éléments 

interdépendants. De nombreuses études ont tenté de comprendre la mécanistique globale 

derrière la commutation de l'hémoglobine. L'une des difficultés consistait à développer des 

techniques permettant de détecter les interactions physiques entre les différentes régions du 

locus de façon à obtenir une image de la structure tridimensionnelle du locus aux différents 

stades du développement. Les techniques de PIN*POINT,323 RNA-FISH-trap,455 ainsi que 

la capture de conformation chromosomique 3C,456 4C457 et 5C458 ont d'ailleurs été 

développées dans cette optique. On savait depuis longtemps que la régulation de la 

commutation fœtale à adulte se faisait certainement par un mécanisme de compétition des 

promoteurs fœtaux et adultes pour l'activité du LCR,199 mais la nature moléculaire et la 

mécanique de cette compétition demeuraient sujet à débat. 

Deux grands modèles aujourd'hui sont proposés pour décrire la mécanique de 

fonctionnement du locus. Si les études de conformation ont permis d'appuyer la validité de 

ces modèles, elles n'ont pas permis de déterminer une fois pour toute, lequel de ces modèles 

est représentatif de la réalité. De fait, il est probable que la régulation du locus passe par 

différentes voies et que chacun de ses modèles prit individuellement ne peut tout expliquer 

et ne représente en fait qu'une partie de la réalité. 

Le modèle du Looping 

Le modèle où un élément activateur du locus de la ~-globine, situé à grande distance 

du gène qu'il active, vient directement en contact avec le promoteur grâce à la formation 

d'une boucle de la chromatine et nommé le modèle du Looping a été proposé dès 
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1989.459-46\ Dans ce modèle, se sont les facteurs transcriptionnels qui forment un pont entre 

le promoteur actif et le grand holocomplexe du LeR qui est lui-même formé par des ponts 

protéiques entre les différents HS (Figure 19). Des analyses de la conformation spatiale du 

locus ont démontré en effet que le LeR se retrouve à proximité des gènes actifs du locus ce 

qui supporte fortement le modèle du Looping.399
;462;463 Grâce à ces interactions, le LCR est 

libre d'ouvrir la chromatine, de recruter la machinerie transcriptionnelle de base ou encore 

d'activer la transcription. C'est donc l'affinité avec laquelle un promoteur peut attirer le 

LCR qui détermine le temps que ce dernier passera auprès de lui et l'activera. Si deux 

promoteurs sont actifs au même moment, ils entrent alors en compétition pour le LCR qui 

se met à faire la navette entre les deux par un mécanisme appelé jlip-jlop en passant plus de 

temps auprès du promoteur ayant l'affinité pour le LCR la plus grande. \ \2;464 Si les deux 

promoteurs ont une affinité intrinsèque équivalente, le LeR ira préférentiellement au plus 

proche. 

Cependant, la faiblesse de ce modèle réside dans le fait qu'un mécanisme de looping 

ne peut expliquer pourquoi l'orientation et la position du LeR sont importantes pour 

l'activation des gènes de globine. En effet, cette dépendance à l'orientation du LCR suppose 

la présence d'éléments exogènes aux gènes du locus et au LeR, impliqués dans le 

positionnement approprié de ce dernier au niveau du promoteur et ce, de façon dépendante 

de la position et de l'orientation. 



Figure 19: Modèle du Looping. Adapté de Harju et al.246 

Le modèle du Tracking 
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Pour répondre au problème de la dépendance à l'orientation de l'activité du LCR sur 

les promoteurs de globine soulevé par le modèle du Looping, un modèle où la machinerie 

transcriptionnelle lie en premier le LCR et se déplace ensuite le long de l'ADN jusqu'à ce 

que le promoteur d'un gène actif soit rencontré a été proposé (Figure 20).355;465 Selon le 

modèle du Tracking, c'est l'inactivation des gènes proximaux qui permet une activation des 

gènes plus distaux puisque le LCR ne se rend qu'au premier gène actif qu'il rencontre. 

L'observation d'une transcription intergénique LCR-dépendante, orientée dans le même 

sens que la transcription des gènes du locus et couvrant presque la totalité de ce dernier, 

vient supporter ce modèle.423 Toutefois, si le modèle du Tracking explique de façon 

satisfaisante l'importance de la position et de l'orientation du LCR, l'expression différen­

tielle des gènes du locus au cours du développement ainsi que la présence d'une activité 

transcriptionnelle des régions intergéniques, il ne permet pas d'expliquer le fait que 

souvent, plus d'un gène sont exprimés dans les mêmes cellules comme c'est le cas des deux 

gènes fœtaux,112;464 ni le fait que la transcription intergénique est spécifique au domaine 
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actif puisque chez l'adulte, le domaine fœtal n'est que peu transcrit. 392 Il est donc en fait 

improbable que ce mécanisme s'applique aux gènes fœtaux et adultes du locus humain de la 

~-globine. Toutefois, E dont l'activité transcriptionnelle est dépendante de sa distance au 

LCR, se prête mieux au modèle du Tracking qu'au modèle du Looping d'autant plus que 

l'insertion d'un signal d'arrêt de la transcription entre le LCR et E inhibe l'expression de 

celui-ci, ce qui suggère que ce modèle pourrait s'appliquer au gène embryonnaire.254
;443 

Pour pallier aux problèmes soulevés par le modèle du Tracking sur l'expression des 

gènes de y et de ~ et en tenant compte des problèmes du modèle du Looping, une version 

alternative combinant ces deux modèles a également été proposé. Le modèle du Tracking 

facilité propose que l'holocomplexe du LCR, comportant la machinerie de transcription de 

base vient en contact avec une région située en amont des gènes actifs grâce à la formation 

d'une boucle de la chromatine, puis se met à se déplacer le long de l'ADN jusqu'à ce qu'un 

gène actif soit rencontré (Figure 20) ce qui permet de combiner les avantages des deux 

précédents modèles en plus d'expliquer la transcription intergénique spécifique aux 

domaines épigénétiques actifs.466 
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Figure 20: Modèles du Tracking et du Tracking facilité. Adapté de Harju et al?46 
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1.6 Systèmes modèles 

Comme nous l'avons vu dans les sections précédentes, le locus humain de la p­

globine possède des caractéristiques qui sont assez uniques chez les mammifères. 

L'expression strictement fœtale des gènes y et strictement adulte des gènes ~ et 8 ne 

s'observe que chez les singes supérieurs. La seule exception se retrouve chez les ruminants, 

qui par un mécanisme complètement différent, sont arrivés à un patron d'expression 

similaire et représentent un exemple d'évolution convergente. Nous avons vu également à la 

section 1.3.7 (p.21) que plusieurs hémoglobinopathies de la p-globine chez l'humain sont 

causées par des tares génétiques et pourraient être compensées si la commutation de 

l'hémoglobine pouvait être contrôlée. En effet, il a été démontré que, par exemple dans le 

cas de la drépanocytose, l'hémoglobine fœtale pouvait avoir un effet thérapeutique par sa 

capacité à inhiber la polymérisation de la HbS, 144;156 ou encore que l'hémoglobine Gower-2 

(U2t2) avait les mêmes propriétés physicochimiques que la HbA,37 ce qui pourrait en faire 

une cible thérapeutique intéressante pour les cas de p-thalassémie ou même de y8p­

thalassémie. Pour ces raisons, la compréhension des mécanismes qui régulent la com­

mutation de l'hémoglobine chez l'humain est très importante. Cependant, à cause de la 

difficulté à étudier ces mécanismes aux différents stades du développement directement 

chez l'homme et aux coûts prohibitifs reliés à l'étude sur les grands primates, le 

développement de systèmes modèles pour l'étude de la génétique de l'hémoglobine est 

devenu capital. 

1.6.1 Études en culture cellulaire 

L'analyse en 1975 de cellules provenant d'une patiente de 53 ans souffrant d'une 

leucémie myéloïde chronique en phase terminale permis d'isoler ce qui allait devenir le 

premier modèle cellulaire de la régulation fœtale de l'hémoglobine: les cellules 

érythroleucémiques K562.467 Ces cellules, ainsi qu'une autre lignée de cellules érythro­

leucémiques humaines, les HEL,468 se caractérisent par l'expression inductible des gènes de 
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globine embryonnaires et fœtaux mais non adultes.469
;47o C'est en comparant les cellules 

non-induites avec les cellules induites que les chercheurs ont démontré que la chromatine 

du locus changeait vers une conformation ouverte lorsque les cellules étaient induites et que 

cette ouverture de la chromatine était spécifique aux gènes transcrits. 471 Des études utilisant 

des cellules non-humaines, transfectées avec les gènes humains de globine ont été 

également effectuées avec toutefois des résultats plutôt mitigés, menant même quelques 

fois à des résultats artéfactuels tels que l'identification d'un supposé enhancer en aval du 

gène y.389;391;472-475 Malgré les limitations des modèles cellulaires pour l'étude des gènes de 

globine durant le développement, une commutation de l'hémoglobine a pu être obtenue par 

des études en hétérocaryons. En effet, la fusion de cellules HEL avec des cellules 

érythroleucémiques de souris MEL qui présentent une expression spécifique des gènes 

adultes, a mené à l'activation des gènes adultes humains bien que les gènes fœtaux soient 

demeurés actifs. 476
;477 Cela démontrait que l'activation des gènes adultes chez l'humain 

était due à des facteurs trans-régulateurs adulte-spécifiques, ce qui fut confirmé lorsque les 

hétérocaryons MEL-fibroblastes et MEL-lymphoblastes fœtaux humain eurent démontré 

l'activation spécifique des gènes de globine humaine adulte.478 Des cellules érythroïdes non 

leucémiques ainsi que les pro géniteurs érythroïdes ont également été utilisées avec certains 

succès pour l'étude de la régulation des globines479
;48o mais les limitations inhérentes aux 

modèles cellulaires ont vite fait de pointer à la nécessité de générer des modèles plus 

adaptés à l'étude de la régulation développementale des gènes de globine. L'utilisation plus 

récente des cellules souches embryonnaires humaines (hES) et leur différenciation en corps 

embryoïdes permettant de récapituler la commutation de l'érythropoïèse primitive à 

définitive, représente une avenue intéressante mais pour le moment peu pratiquée à cause 

de la difficulté à obtenir le matériel biologique.249
;481-483 

1.6.2 Les locus non humains 

Parce que les modèles cellulaires ont vite démontré leur limites, plusieurs 

chercheurs se sont tournés vers des modèles non humains mais ayant l'avantage de 
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pennettre l'étude du locus de la P-globine aux différents stades du développement et 

surtout de récapituler parfaitement la commutation de l'érythropoïèse, c'est-à-dire le 

déplacement du site érythropoïétique au cours du développement. Cette particularité est 

importante puisqu'elle assure un microenvironnement adéquat pour la régulation des gènes 

érythroïdes aux différents stades du développement. Il devenait ainsi donc possible 

d'étudier le comportement du locus dans un environnement légitime permettant de 

reproduire les différents stades du développement. 

Les ruminants 

Des années soixante jusqu'au début des années quatre-vingt les ruminants, et plus 

particulièrement la chèvre, ont été des modèles de choix pour l'étude de la commutation de 

l'hémoglobine. En effet, honnis l'humain, les ruminants sont les seuls animaux a posséder 

une hémoglobine strictement fœtale, distincte des l'hémoglobines embryonnaires et 

adultes.226;237;239 Toutefois, outre la difficulté inhérente au maintien de colonies de grands 

animaux, il devint rapidement évident, à cause de différences structurelles importantes 

entre le locus de la ~-globine des ruminants et celui de l'humain, que les découvertes faites 

chez ces animaux ne pouvaient être transposées directement à l'homme.23o-233 

Le poulet 

Malgré une structure du locus de la ~-globine et une régulation des gènes très 

différentes du locus humain,198 le poulet a été largement étudié entre autre au niveau de son 

élément enhancer, mais est surtout devenu un modèle important pour l'étude de la 

chromatine dans le IOCUS.
441 

La souris 

De tous les modèles non humains, la souris est de loin celui qui a été le plus étudié. 

Étant plus rapprochée évolutivement de l'humain que les ruminants, une grande majorité 

des découvertes faites sur le locus de la ~-globine de ce petit rongeur ont pu être 
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transposées à l'homme.202
;203;205;2J3;214 Cependant, de nombreuses études ont également fait 

ressortir des différences avec l'humain425
;558;559 et quelques unes ont même donné des 

résultats opposés, entre autre en ce qui a trait au rôle potentiel du LCR dans l'ouverture de 

la chromatine dans le locus.204
;349 Ces études, bien que ne remettant pas en question 

l'importance des découvertes faites sur le locus murin dans notre compréhension des 

mécanismes de régulation des gènes de globine humaine, illustrent toutefois les limites de 

ce système modèle. 

1.6.3 Le locus humain en souris transgéniques 

Le développement de souris transgéniques permis une grande avancée dans la 

recherche sur la régulation des gènes de globine. En effet, ce système modèle est le seul à 

permettre l'étude du locus humain dans un contexte physiologique. La présence du locus 

endogène représente même un atout dans ce modèle puisqu'elle permet une comparaison 

directe entre l'expression du transgène humain et les gènes de la souris. 

Les constructions tronquées 

Puisqu'au départ la taille des transgènes étaient limitée par la capacité des différents 

vecteurs existants, les premières études en transgéniques ont utilisé des constructions 

tronquées, c'est-à-dire ne comportant pas le locus entier mais seulement quelques portions 

reliées entre-elles. Ces études permirent d'identifier de nombreux éléments importants pour 

la régulation des gènes de globine et permirent d'élaborer les bases de ce qui allait devenir 

le modèle de régulation par compétition des gènes pour le LCR (Section 1.5, page 41). 

Grâce à la facilité à générer des transgéniques avec des constructions tronquées et puisque 

beaucoup d'informations pertinentes peuvent être obtenues de ces constructions, même 

aujourd'hui de nombreuses études sont effectuées avec cette approche. 
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L'utilisation du locus entier en transgénique 

Le développement de vecteurs à grande capacité a permis de générer plusieurs 

souris transgéniques arborant le locus entier de la p-globine humaine. De ces études, est 

apparut l'évidence que l'intégrité générale du locus était importante pour obtenir une 

régulation fine et appropriée des différents gènes du locus. De fait, de plus en plus 

l'utilisation de ces transgéniques, malgré la plus grande difficulté à les obtenir, devient la 

norme puisque les résultats obtenus le sont en fonction d'un contexte global plus complet et 

adéquat qu'avec les constructions tronquées et sont donc plus reproductibles et représen­

tatifs. 

Les vecteurs 

Le vecteur le plus employé pour l'étude du locus entier en transgénique est sans 

contredit le chromosome artificiel de levure ou Y AC qui permet des inserts de près d'un 

mégabase. I08 ;1 \0;111;253;484;485 De plus, la machinerie de recombinaison homologue inhérente 

à la levure a permis l'élaboration de protocoles de mutagenèse dirigée des Y AC très perfor­

mants qui ont permis l'introduction d'une variété de mutations dans le locus et d'étudier leur 

impact sur la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte?07;343;370;486 

Bien que les cosmides n'aient pas la capacité à recevoir des inserts suffisamment 

grands pour couvrir intégralement le locus humain, une lignée de souris a pu être obtenue 

par la ligation de deux cosmides de façon à reconstituer le locus entier.487 Cette souris a le 

mérite d'avoir été le premier modèle de souris transgénique à posséder le locus entier et elle 

est encore quelques fois utilisée comme contrôle pour comparaison avec des mutants. 

Quelques études utilisant cette approche ont également pu produire des souris 

transgéniques ayant le locus humain entier comportant des mutations et dont certaines sont 

devenues d'importants modèles pour les études sur la variégation (PEV).348;463;488;489 

Cependant, la facilité à manipuler les Y AC a permis à ces derniers de supplanter 

rapidement l'utilisation des cosmides. 
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Plus récemment, l'utilisation de chromosomes artificiels de bactérie (BAC) plus 

pratiques et faciles d'utilisation que les Y AC a également permis de générer des souris 

transgéniques.490-494 Bien qu'encore d'utilisation timide, il est probable qu'à l'avenir les 

BAC deviennent de plus en plus utilisés dans ces études comme ils sont devenus la norme 

dans les études du locus de la a_globine.495-497 Quelques laboratoires ont également utilisé 

des chromosomes artificiels du phage PI (P AC) pour introduire efficacement des mutations 

dans le locus de la P-globine humaine et générer des souris transgéniques. 379;498 

Ultimement, l'utilisation de knock-in du locus humain dans le locus de la souris 

permettant d'étudier la régulation de ces gènes dans un contexte chromosomique plus 

naturel et conservé d'une lignée à l'autre, deviendra la norme ce qui maintenant est devenu 

possible grâce à de nouvelles techniques de recombinaison homologue en cellules ES 

assistée de la Cre recombinase.499 De même, l'utilisation de chromosomes artificiels 

humains (BAC) en souris transgéniques pourrait permettre d'éliminer tout effet de position 

puisque ces chromosomes peuvent se répliquer indépendamment dans la souris sans avoir à 

s'intégrer dans le génome, et ont démontré une expression tissu-spécifique des gènes du 

locus humain de la p_globine.50o 

La commutation du locus humain en souris transgéniques 

Il a été systématiquement observé que chez la souris transgénique, la commutation 

de l'hémoglobine fœtale à adulte des gènes humains se produit bien avant la naissance, en 

même temps que la commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale endo­

gène.1 1 1;207;214;484 Puisque chez la souris il n'y a qu'une commutation de l'hémoglobine 

(Section 1.4.1, page 29) cela indique que les facteurs de transcription qui régulent la 

commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale/adulte chez la souris sont, à tout le 

moins en partie, les mêmes qui régulent la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte 

chez l'humain. Ceci se reflète par l'expression quelque peu anormale du gène embryonnaire 

h . hl' ,. 111'112'207 umam E c ez a souns transgemque. ' , 
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L'effet des mutations sur la commutation 

L'intérêt majeur des modèles de SOurIS transgéniques était certainement 

l'identification des éléments régulateurs de la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte, qui pouvait être obtenue par la génération de mutations dans le locus et par l'analyse 

des effets qu'elles avaient sur l'expression des gènes. De fait, l'insertion de mutations 

reconnues chez l'humain pour provoquer une dérégulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte, a généralement conduit à reproduire cette dérégulation dans 

les souris transgéniques (Tableau II). D'autre part, des délétions ou des mutations produites 

à des sites précis dans le locus a effectivement permis d'identifier des éléments importants 

dans le locus (Tableau III) et au niveau du LCR (Tableau IV) en plus de démontrer 

l'importance de l'organisation générale du locus sur la régulation des gènes (Tableau V) et 

de mettre en évidence la synergie existant entre différents éléments du locus en combinant 

des mutations (Tableau VI). 

Tableau II: Transgéniques avec le locus humain reproduisant des mutations humaines. 

Expression 

Mutations Vecteur embryon Fœtus Adulte Ref 

HPFH grecque Ay: -117 (G-+A) YAC E:-, y:-, p:- E:-, y:t, p:,), E:-, y:t, p:.J.. 207;501 
(248 kb) 

HPFH2 ~83,5 kb (~8P) YAC y:,), y:,). y:- 135 
(213 kb) 

pO-thal p: ~4 pb (codon 41-42) BAC y:t p:~ 502 
(183 kb) 

Légende: Expression relative au locus sauvage: -, aucun changement (100% de la valeur 
obtenue avec le locus sauvage); t, augmentée [t(>400%) t(200-400%) t(150-200%) 
f«150%)]; -L., diminuée [.J..«25%) ,),(25-50%) ,).(50-75%) ~(>75%)]; 0, non exprimé (0% 
d'expression). ~: délétion. 
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Tableau III: Transgéniques avec le locus humain modifié au niveau des gènes. 

Expression 

Mutations Vecteur embryon Fœtus Adulte Ref 

boîte CAC ajoutée au promoteur de E YAC E:t, y:-I. E:1', y:-I., ~:- E:1', ~:- 503 
(150 kb) 

EBepsi YAC E:t, y:-J. E:t, y:-, f3:- E:t, ~:- 503 
(150 kb) 

t. Silencer en 5' de E (-304 à -179) YAC E:e, y:"\', f3:- E:-, y:-, f3:- E:-, y:-, ~:- 486 
(150kb) 

t. Silencer en 5' de E (-406 à -182) YAC E:-, y:- E:-,y:-,~:- ~:- 504 
(213kb) 

Â. (2,3 kb) ajouté en 5' de E (-2 kb) YAC E:"\', y:- f3:- 382 
(150 kb) 

~: -116(A~T), -110 (A~C), YAC E:-, y:- y:1', f3:- y:1', f3:- 301 
-109(G~T) (150 kb) 

~: 9 substitutions de -124 à -100 YAC E:-, y:- Y:-, ~:- y:-, ~:- 301 
(l50kb) 

t. enhancer en 3' de Ay (t. 750 pb) YAC E:-, y:-, f3:- E:-, Y:-, f3:- E:-, Y:-, 387;505 
(150kb) 

t. enhancer/F en 3' de Ay (t. 1,6 kb) PAC E:t, y:t Y:-, f3:- f3:- 498 
(185 kb) 

t. \jIf3 (t. 12,5 kb) YAC E:-, y:-, ~:- E:-, y:-, f3:- E:-, y:-, f3:- 387 
(lSO kb) 

t. 5'PYR (t. 2,5 kb) YAC y:-, f3:- y:"\', f3:.), f3:.), 506 
(220 kb) 

t. PYR (t. 3,2 kb) YAC E:-, y:-, f3:- E:-, y:-, f3:- E:-, y:-, 13:- 387 
(ISO kb) 

t. promoteur f3 PAC E:-, y:- y:t, f3:1il o:t, f3:e 463 
(185 kb) 

t.~ YAC E:1', y:t, o:t E:-, y:t, o:t y:t,o:t 507 
(248 kb) 

t. enhancer en 3' de ~ (t. 250 pb) YAC E:-, Y:-, 13:- E:-, Y:-, ~:"\' E:-, Y:-, f3:"\' 486 
(150 kb) 

Légende: Expression relative au locus sauvage: voir la légende du Tableau II. ëBepsi: gène E 

dont le promoteur possède les boîtes CAC et CAAT de p . .1: délétion. Â: séquence neutre 
provenant du phage Â. F: élément F situé en 3' de l'enhancer de Ay. PYR: région riche en 
pyrimidines. 
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Tableau IV: Transgéniques avec le locus humain modifié au niveau du LCR. 

Expression 

Mutations Vecteur embryon Fœtus Adulte Rer 

~ HS 1 (0,8 kb) YAC E:J., y:- y:,J" ~:- ~:- 349 
(213 kb) 

À. (2,3 kb) ajouté après HSI YAC EJ,y:- y:-, ~:- ~:- 382 
(150 kb) 

~ HS2 (1,9 kb) YAC E:-J.., y;~ y;~, p:~ p:~ 358 
(248 kb) 

~ HS2 (1,2 kb) PAC t;1, y:,J, y;-, ~:,J, ~:~ 463 
(185 kb) 

~ HS2 (core, 375 pb) PAC t:J., y:J. y:J., pJ p, p:J. 125 
(185 kb) 

Substitution HS2(core)-tHS3(core) YAC E:-/.-, y:1 y:l (3:-/.- y:4., p:-/.- 125 
(150 kb) 

~ HS3 (2,3 kb) YAC E:,J" y:t t:,J" y:-, p:- p:- 358 
(248 kb) 

~ HS3 (1,5 kb) PAC Id,y:,J, y:4., p:~ p:4. 463 
(185kb) 

~ HS3(core) YAC t:J., y:J. y:J., p:-/.- (3;J. 370 
(150 kb) 

~ HS3(core) YAC E:0, y:1 y:0, p:-/.- p:-/.- 508 
(248 kb) 

~ HS3 (1,5 kb), ~ promoteur (3 PAC Id,y:,J, y:0, P:0 0:0, (3:0 463 
(185 kb) 

HS3 motifGT6 (TGGA-tATTC) YAC t:,J" y:1 y:,J" (3:~ p:- 127 
(248 kb) 

Substitution HS3(core)-tHS4(core) YAC E:-/.-, y:t y:,J" (3:-/.- p:,J, 370 
(150 kb) 

1::. HS4 (2,9 kb) YAC E:-, y:- y:t,(3:~ (3:- 349 
(213 kb) 

~ HS4 (core) YAC E:-/.-, y:J. yJ, p:-/.- (3:-/.- 370 
(150 kb) 

1::. HS4 (1::. 280 pb) YAC E:~, y:t yJ, (3:1 p:,J, 128 
(248 kb) 

Substitution HS4( core )-tHS3( core) YAC E:-, y:- y:-, (3:- (3:- 370 
(150 kb) 

Substitution HS234(cores)-tPyE YAC E:0, y:0 y:0, (3:0 P:0 509 
(150 kb) 

I::.LCR YAC E:0, y:0 y:0, (3:0 (3:0 126 
(248 kb) 

Légende: Expression relative au locus sauvage: voir la légende du Tableau IL t!.: délétion. 
A: séquence neutre provenant du phage A. Core: partie centrale des HS. PyE: enhancer du 
virus du polyome. 
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Tableau V: Transgéniques avec le locus humain modifié au niveau de son organisation. 

Expression 

Mutations Vecteur embryon Fœtus Adulte Rer 

Substitution pr.p~pr.y YAC E:~, y:-, p:,j, y:t, p:-!- y:-, p:-!- 259 
(150 kb) 

P repositionné devant E YAC E:-!-, y:.j" p:t y:,j" 8:-!-, p:t p:- 507 
(258 kb) 

pm ajouté devant E YAC E:O, y:~, pm:t y:-!-, pm:t pm:_ 258 
(213 kb) 

Aym ajouté devant E YAC E:O, y:-!-, ym:t y:-!-, ym:_, p:_ ym:_ P:.j, 258 
(213 kb) 

pm ajouté devant Gy YAC E:t, y:.j" pm:t y:,j" pm:.j" p:,j, pm:,j" p:-!- 258 
(213 kb) 

Em ajouté devant p YAC E:-, y:- y:-, p:- p:- 258 
(213 kb) 

HS5 (2,6 kb) ajouté après HS 1 YAC E:-!-, y:- y:-!-, p:.j, p:,j, 378;382 
(150 kb) 

HS5(L'lCTCF; 2,6 kb) ajouté après HS 1 YAC E:-!-, y:- Y:-, p:- p:- 378;382 
(150 kb) 

Locus inversé par rapport au LCR YAC E:e, y:.j" p:t y:e, p:- p:- 343;503 
(150 kb) 

LCR inversé par rapport au locus YAC EJ,y:,j, y:-!-, p:,j, p:,j, 343 
(150 kb) 

Légende: Expression relative au locus sauvage: voir la légende du Tableau II. d: délétion. 
dCTCF: délétion du site de liaison du facteur CTCF. Pour les gènes marqués pm et Aym, 
l'expression est comparée aux gènes sauvages p et Ay respectivement. 
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Tableau VI: Transgéniques avec le locus humain combinant des modifications. 

Expression 

Mutations Vecteur embryon Fœtus Adulte Ref 

Substitution pr.~-l>pr.y, t:,.GyAy YAC e:f, ~:t ~:'!' ~:'/' 259 
(150 kb) 

À. (2,3 kb) ajouté après HS 1, eBeps; YAC e:t, y:,!. 382 
(150 kb) 

t. HS2 (1,2 kb), t. promoteur ~ PAC 10:-, y:- y:t, ~:0 o:t, ~:0 463 
(185 kb) 

t. HS3(core), -1 I7Ay (G-l>A) YAC E:0, y:- y:'/', ~:'/' ~:'/' 126 
(248 kb) 

t. HS3 (1,5 kb), t. promoteur /3 PAC E:~, y:,!. y:0, /3:0 0:0, /3:0 463 
(185 kb) 

Locus inversé, eBepsi YAC eJ, y:-, p:t 382 
(150 kb) 

Légende: Expression relative au locus sauvage: voir la légende du Tableau IL EBepsi: gène E 

dont le promoteur possède les boîtes CAC et CAAT de 13. ~: délétion. Â.: séquence neutre 
provenant du phage Â.. Core: partie centrale des HS. 

Le promoteur de la Ay-globine 

Compte tenu du grand nombre de mutations identifiées dans le promoteur des gènes 

y qui provoquent une persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale chez l'adulte (Tableau 

l, page 25), ces promoteurs sont soupçonnés depuis longtemps de jouer un rôle central dans 

la régulation de l'hémoglobine fœtale à adulte. De fait, de tous les promoteurs de globine, 

celui de Ay est certainement celui qui a été le plus étudié. Ceci a permis de confirmer une 

implication certaine de ce dernier dans la régulation de l'hémoglobine et son importance 

dans la compétition pour le LCR.96;257;262;293;294;452;SlO-SI4 Le modèle courant étant que 

l'activation des gènes fœtaux empêche l'activation des gènes adultes et c'est leur auto­

inactivation qui détermine la régulation temporelle de la commutation de l'hémoglobine 

fœtale. Toutefois, si cette fonction des gènes y est due à leur activité transcriptionnelle, ou 
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encore à certains éléments spécifiques de leur promoteur et qui auraient intrinsèquement 

cette fonction, demeure incertain. Deux études ont tenté de répondre à cette question en 

remplaçant le promoteur fœtal-spécifique de Ay par un promoteur stade-indépendant mais 

ont cependant obtenu des résultats contradictoires. 

Le promoteur de la thymidine kinase 

Il avait été démontré déjà qu'une mini construction comprenant le LCR ou 

simplement le site HS2, lié directement au gène p (LCR-P ou HS2-P) faisait en sorte que ce 

dernier était exprimé à tous les stades du développement et que lorsqu'un gène y était inséré 

entre les deux (LCR-y-P et HS2-y-P), la régulation de P semblait être rétablie. 103;260;515 Pour 

déterminer si cet effet était dû à l'activité transcriptionnelle du gène y ou au gène lui-même, 

Anderson et al ont utilisé deux constructions. La première était la mini construction 

HS2-y-P dont le promoteur de y avait été excisé (HS2-YLWP) alors que dans la seconde, le 

gène y et son promoteur ont été remplacés par le gène de la chloramphénicol acétyle 

transférase et le promoteur de la thymidine kinase (HS2-TKCAT-P). Dans le premier cas, 

l'expression de P était dérégulée de façon constitutive, c'est-à-dire que le gène pétait 

exprimé à tous les stades du développement, ce qui indiquait que le promoteur de y ou 

l'activité transcriptionnelle du gène y était importante. La construction avec le promoteur de 

la thymidine kinase permit toutefois de rétablir l'expression adulte-spécifique du gène P et 

les auteurs en concluèrent que la transcription d'un gène situé entre le site HS2 et P 

"protégeait" d'une façon ou d'une autre ce dernier contre une activation inappropriée au 

stade embryonnaire. En d'autres mots, l'inactivation de P au stade embryonnaire nécessitait 

la présence d'un promoteur actif accessoire entre lui et le LCR et que la nature de ce 

promoteur antagoniste n'était pas importante.516 

Le promoteur de la fJ-spectrine 
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En 1998, une étude similaire effectuée par Sabatino et al utilisa cette fois un mini 

locus comprenant un micro-LCR lié à un fragment du locus contenant Ay, \!f~, Ù et ~ 

(flLCR-AY\!f~Ù~) inclus dans un cosmide et présentant une expression temporellement 

adéquate des différents gène du IOCUS.
515 Le promoteur de Ay a été remplacé dans cette 

construction par celui de la ~-spectrine. Ce promoteur érythroïde-spécifique fort était 

capable de conférer une expression élevée au gène y, même en l'absence du LCR. Cette 

fois, contrairement à ce qui avait été observé par Anderson et al, le gène ~ était exprimé à 

tous les stades du développement, tout comme l'était y ce qui indiquait qu'un gène actif 

entre ~ était insuffisant à l'inactivation de ~ au stade embryonnaire et que l'expression 

simultanée des deux gènes n'était pas antagoniste.512 

1. 7 Hypothèse et objectifs de la thèse 

Si plusieurs études ont démontré que les gènes fœtaux Gy et Ay étaient surtout 

régulés de façon autonome, il n'est toujours pas claire si leur promoteurs ont une fonction 

intrinsèque importante dans la régulation générale de la commutation de l'hémoglobine 

fœtale à adulte, entre autre en permettant l'inactivation du gène ~ au stade fœtal. Il est certes 

possible que cette fonction ne soit due qu'à l'activité transcriptionnelle elle-même des gènes 

fœtaux. Les modèles actuels ne permettent pas de déterminer avec certitude le rôle des 

gènes fœtaux dans la régulation de la commutation mais supportent l'idée en fait que les 

promoteurs fœtaux participeraient via certains de leurs éléments, à cette régulation. 

Suivant les résultats contradictoires des deux études précédentes ayant utilisé les 

promoteurs de la ~-spectrine et de la thymidine kinase, l'objectif de cette thèse était de 

déterminer la fonction du promoteur· fœtal Ay dans la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte et ce, dans le contexte du locus humain entier contenu dans 

un y AC de 150 kb en souris transgénique. Cette étude se proposait ainsi dans un premier 

temps de répondre à la question à savoir si le promoteur y possède une fonction intrinsèque 

permettant l'inactivation par compétition avec les gènes adultes ou si cette inactivation est 
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le résultat obligatoire d'une activation LCR-dépendante d'un gène situé entre ~ et le LCR. 

Dans un deuxième temps, l'identification de la ou des régions du promoteur fœtal, 

responsables de cette fonction de régulation, a également fait l'objet de cette étude. 

De façon à déterminer l'importance du promoteur de Ay-globine dans la 

commutation de l'hémoglobine, j'ai choisi une approche consistant à remplacer 

spécifiquement ce promoteur par la région équivalente d'un promoteur érythroïde­

spécifique mais stade indépendant. Le choix du promoteur de remplacement devait être fait 

avec rigueur de façon à ce que cette expérience puisse répondre à la question posée. De fait, 

le promoteur choisi devait rencontrer certaines conditions essentielles: 

• La taille de la région de remplacement devait être équivalente à la région remplacée 
de façon à éviter un impact sur l'expression des gènes dû à une modification de la 
structure nuc1éosomique du promoteur fœtal. 

• le promoteur devait être érythroïde-spécifique pour assurer que son profil 
d'expression soit comparable à celui des gènes de globine. 

• son expression devait être stable à tous les stades du développement, cette 
caractéristique étant nécessaire pour permettre l'évaluation de l'importance de 
l'activité transcriptionnelle dans la compétition pour le LCR. 

• L'activité basale du promoteur devait être comparable à celle des promoteurs de 
globine de façon à éviter l'insertion d'éléments activateurs très puissants dans le 
locus pouvant interférer avec l'activité des gènes environnants par des mécanismes 
étrangers au locus. 

• Le promoteur devait idéalement être inductible par le LCR des gènes de globine 
puisque c'est cette dépendance au LCR qui est au cœur du débat sur la fonction des 
gènes fœtaux dans la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. 

Ces critères très sévères ont rendu le choix du promoteur assez difficile puisqu'en 

fait, le promoteur idéal aurait été un promoteur de globine stade-indépendant ce qui n'existe 

pas. Notre choix s'est arrêté sur le promoteur de la porphobilinogène désaminase ou PBGD. 

Ce gène qui code pour une enzyme impliquée dans la synthèse de l'hème possède deux 

promoteurs: l'un est ubiquitaire alors que l'autre est érythroïde-spécifique et rencontre tous 
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les critères établis pour le choix du promoteur de remplacement. En effet, le promoteur 

érythroïde de PBGD est un promoteur faible dont le niveau basal d'expression est 

légèrement inférieurs à celui des promoteurs de globine et qui n'est exprimé que dans les 

cellules érythroïdes.517
;518 De plus, le promoteur PBGD, lorsque lié au HS2 du LCR du 

locus de la ~-globine montre une activation de 20 fois par rapport à son niveau basal, 

indiquant que ce promoteur peut être activé de façon LCR-dépendante.519 

Structurellement, le promoteur de PBGD ressemble à celui des gènes de globine 

bien qu'il soit beaucoup plus simple (Figure 21). Ce promoteur possède de fait des éléments 

de liaison à des facteurs activateurs communs aux gènes de globine comme GA TA 1, 

EKLF, FKLF2, SpI, NF-E2 et API 517
;520-523 mais se caractérise toutefois par l'absence 

d'éléments répresseurs et de la boîte TA TA qui est remplacée par un initiateur. 524 

y-globine 

-2670 ·1250-1086 -930 -810 

Porphobilinogène dèaminase (PB GD) 

GATA1 

PBGD"y-globine 

Légende 

~ Fonction d'activation de la transcription 
~ Fonction de répression de la transcription 

-570 

D Aucune fonction sur la transcription ou fonction inconnue 

SSP 

-200 -150 -117 -50 +1 

Figure 21: Les promoteurs Ay-globine, PBGD et l'hybride PBGDAy-globine. 
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Ainsi, le remplacement du promoteur de Ay par PBGD produit un promoteur hybride 

dont les éléments répresseurs ont été éliminés et remplacés par des éléments à fonction 

strictement activatrice, entraînant une expression continue de ce gène tout au long du 

développement et ce, de façon dépendante du LCR (Figure 21). Je me proposais ainsi de 

mesurer l'expression des différents gènes du locus au cours du développement pour évaluer 

l'impact de l'activation du gène fœtal à tous les stades du développement. 

Pour répondre au deuxième objectif de cette thèse, certaines séquences ont été 

excisées du promoteur de la Ay-globin et ce, dans le contexte du locus humain entier 

compris dans un Y AC en souris transgénique (Figure 22). 

Aussi, je me proposais d'exciser la séquence -841 à -384 éliminant de ce fait la 

région à fonction Silencer du gène Ay et caractérisée par la présence d'un site GATA-l 

important pour cette activité. Une seconde délétion couvrant la région -384 à -202 est 

également proposée, qui élimine l'élément de liaison au complexe yPE dont la fonction dans 

la commutation n'est pas très bien connue. Finalement, une troisième délétion, plus courte 

cette fois, couvrant la région -204 à -135 permettant d'éliminer une région riche en sites de 

liaison à des facteurs de transcription tant positifs que négatifs, vient clore cette étude. 

Une analyse d'expression des différents gènes du locus chez ces mutants à tous les 

stades du développement, devait ainsi me permettre d'évaluer l'impact de chacune de ces 

délétions sur la commutation fœtale à adulte et d'identifier celles qui sont importantes pour 

la régulation de cette commutation. 
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Figure 22: Régions excisées du promoteur de la Ay-globine. A) Le promoteur de Ay et les 
trois délétions proposées. B) Structure du promoteur résultant de chacune de ces trois 
délétions. 



Chapitre 2 

Matériel et méthodes 

2.1 Clonage moléculaire 

2.1.1 Préparation des fragments d'ADN à partir de plasmide 

Digestion par endonucléases de restriction 

L'ADN purifié (10-20 J.lg) est digéré dans le tampon approprié à l'enzyme utilisée en 

accord avec les recommandations des fabricants (New England Biolab, Amersham 

Biosciences, lnvitrogen Life Technology). Lorsque plusieurs enzymes sont utilisées, les 

digestions sont effectuées simultanément ou séquentiellement selon la compatibilité entre 

les enzymes et leur tampon. Une étape de purification de l'ADN au phénol/chloroforme est 

effectuée entre chaque digestion séquentielle (tel que décrit ci-dessous). 

Extraction de l'ADN de plasmide au phénol/chloroforme 

L'extraction de l'ADN de plasmide d'une solution aqueuse se fait dans 1 volume de 

phénol/chloroforme/alcool isoamyle (25:24:1) équilibré avec du Tris-HCl (100 mM, pH 

8,0) suivie d'une précipitation avec 2 volumes d'éthanol (100%) et 0,1 volume d'acétate de 

sodium (3M, pH 5,2) pendant 1 h à -80°C et d'un lavage avec 1 volume d'éthanol (70%). Le 

culot d'ADN est séché par centrifugation sous vide avant d'être resuspendu dans le tampon 

d'intérêt. 

Génération de bouts francs 

Pour modifier les extrémités cohésives des fragments en bouts francs pour la 

ligation, deux techniques ont été utilisées en fonction de la nature du brin cohésif et des 

besoins. 

Remplissage d'un brin sortant 5' et déplétion d'un brin sortant 3' 
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Pour la formation d'une extrémité franche par remplissage d'une extrémité sortante 

5' ou par déplétion d'une extrémité sortante 3', l'ADN est incubé avec 1 U de fragment de 

Klenow de la DNA polymérase l (Invitrogen) par ~g d'ADN dans le tampon REact 2 

(Invitrogen) en présence des quatre dNTP (33 ~M chaque) pendant 30 min à 30DC. La 

réaction est arrêtée en incubant 10 min à 70DC et l'ADN est extrait au phénol/chloroforme. 

Déplétion d'un brin sortant 5' 

Pour la formation d'un bout franc par déplétion d'une extrémité sortante 5', l'ADN 

est resuspendu et incubé avec 1 U d'endonucléase Mung Bean (Amersham Bioscience) par 

~g d'ADN dans le tampon de digestion [glycérol (5%), acétate de sodium (30 mM), NaCI 

(100 mM), ZnOAc (1 mM), Triton X-100 (0,001 %), Cystéine (1 mM)] pendant 15 min à 

37DC. La réaction est arrêtée en ajoutant 25 mM d'EDTA (0,5 M) puis l'ADN est extrait au 

phénol/chloroforme. 

Déphosphorylation des vecteurs 

Les vecteurs digérés possédant des extrémités franches ou cohésives compatibles 

ont été déphosphorylés pour prévenir la recircularisation lors de la ligation. L'ADN est 

incubé avec 1 U de phosphatase alcaline intestinale de veau (Promega) par ~g d'ADN dans 

le tampon NEB3 (New England Biolab) pendant 30 min à 37DC. Ensuite, 1 U de 

phosphatase alcaline supplémentaire est ajoutée et l'incubation est poursuivie pendant 30 

min. La réaction est arrêtée par une extraction phénol/chloroforme tel que décrit ci-dessus. 

Purification des fragments 

Les fragments sont isolés sur un gel d'agarose à 0,8-1,2% dans le TAE [(Tris-acétate 

(40 mM, pH 7,9), EDTA (1 mM)] coloré avec 0,2 mg/L de bromure d'éthidium. Une bande 

d'agarose contenant le fragment d'intérêt identifié par visualisation sous la lumière UV-B 

0..=305 nm) est excisée du gel et électroéluée dans un sac à dialyse dans du TAE sans 

bromure d'éthidium pendant 60 min à 100 V. Après une centrifugation pour culotter les 
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déchets d'agarose, l'ADN du surnageant est récupéré par extraction au phénol/ chlorofonne 

tel que décrit ci-dessus et quantifié par comparaison d'intensité sur un gel d'agarose avec 

l'ADN de phage À digéré par HindIII. 

2.1.2 Préparation du fragment PBGD à partir de l'ADN génomique 

Extraction de l'ADN génomique 

L'ADN génomique humain à été obtenu de cellules musculaires lisses de la veine 

ombilicale en lysant les cellules HUVSM (Human Umbilical Vein Smooth Muscle) à 

confluence dans le tampon de protéolyse [Tris-HCl (50 mM, pH 8,0), EDTA (100 mM), 

SDS (0,5%), pronase (0,5 mg/mL)] 16 h à 55°C. L'ADN est extrait une première fois avec 

1 volume de phénol équilibré avec du Tris-HCI (100 mM, pH 8,0) et une seconde fois avec 

1 volume de phénol/chloroforme/alcool isoamyle (25:24:1) équilibré avec du Tris-HCl (100 

mM, pH 8,0). L'ADN est précipité avec 1 volume d'éthanol (100%) et 0,1 volume d'acétate 

de sodium (3 M, pH 6,0) et le culot lavé avec 200 f!L d'éthanol (70%) pour ensuite être 

séché sous vide quelques secondes. L'ADN est resuspendu dans du tampon TE [Tris (10 

mM, pH 8,0), EDTA (1 mM)]. 

Amplification par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Le fragment d'ADN contenant le promoteur de la porphobilinogène désaminase 

(PB GD) a été obtenu d'une amplification par PCR niché au moyen d'un appareil Gene Amp 

peR System 9600 (Perkin Elmer). La méthode correspond à 5 min de dénaturation à 94°C 

suivit de 28 cycles d'amplification (94°C-50 s,68°C-50 s,72°C-50 s) dans une réaction de 

20 f!L [Tris-HCl (10 mM, pH 8,0), KCI (50 mM), MgCh (1 mM), NH4CI (5 mM), amorces 

00-25/00-26 (1 f!M chaque), dNTP (125 f!M), Taq polymérase (0,14 U/f!L)] voir à Annexe 

l, Tableau X, page II pour la liste des amorces. Un f!L de ce produit de PCR est amplifié 

dans un second tour de 27 cycles aux mêmes conditions que le premier tour mais avec les 

amorces 99-15 (0.6 f!M) et 99-16 (1 f!M). Le nouvel amplicon de cette réaction (941 pb) 
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possède un site de restriction AvrIl introduit à l'aide de l'amorce 99-15. Ce produit de PCR 

est digéré par des endonucléases de restriction et purifié tel que décrit à la section 2.1.1. 

2.1.3 Ligation 

La ligation de fragments à extrémités franches est effectuée en utilisant un ratio 

molaire vecteur:insert de 1: 10 dans une réaction de 5-10 I-lL [Tris-HCI (50mM, pH 7,6), 

MgCb (10mM), A TP (1 mM), DTT (ImM), Polyéthylène glycole-8000 (5 mM), T4 ADN 

ligase (Invitrogen, 0,1 U/I-lL)]. La réaction est incubée au moins 16 h à 4°C. Les ligations 

de fragments à extrémités cohésives ont été effectuées avec un ratio molaire vecteur:insert 

de 1: 5 à une température de 16°C pendant 4-16 h. 

2.1.4 Transformation 

Des cellules compétentes Escherichia coli DH5a ou XL 1 blue sont transformées 

avec 100-200 ng de plasmide ou de cosmide. Les cellules (200 I-lL) sont incubées avec 100 

I-lL de Tris-HCl (100 mM, pH 8,0) et 1-10 I-lL de la ligation pendant 30 min sur glace. 

L'ADN est incorporé dans les cellules par la méthode du choc thermique (5 min à 37°C). 

On ajoute 500 I-lL de milieu LB [tryptone (10 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCI (10g/L)] 

et la culture est incubée avec agitation pendant 1 h à 37°C. 3 mL de LB agar mou chauffé à 

~O°C sont ajoutés à la culture et immédiatement étalés sur un pétri LB-agar/ampicilline (50 

I-lg/ml) supplémenté de X-gal (50 I-lg/ml) lorsqu'une sélection à la ~-galactosidase est 

possible. Les pétris sont incubés pendant 16 h à 37°C. 

2.1.5 Criblage de clones positifs 

Sélection à la ~-galactosidase 

Les clones obtenus lors de la transformation sur pétri LB-agar/ampicilline/X-gal 

sont sélectionnés sur la base de la couleur des colonies lorsque le fragment est inséré dans 

un vecteur contenant le gène de sélection LacZ et ne possédant pas d'insert déjà intégré à 
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son site de polyclonage. Dans ce cas, seuls les clones blancs sont sélectionnés alors que les 

clones bleus sont éliminés. Les clones sélectionnés sont mis en culture dans 1 mL de milieu 

LB et incubé pendant 16 h avec agitation à 37°C. 

Hybridation de colonies 

Une approche de criblage des clones à raide de sonde radioactive est utilisée pour 

identifier les clones ayant intégré l'insert lorsque la sélection à la ~-galactosidase n'est pas 

possible. 

Transfert de plages 

Les clones sont repiqués et striés en duplicata sur deux pétris LB-agar/ Ampicilline 

et incubés pendant 16 h à 37 oC. Une membrane Hybond-N (Amersham Biosciences) est 

déposée brièvement sur l'un des duplicata. L'ADN est subséquemment dénaturé 5 min dans 

urie solution de NaOH (0,5 M) et neutralisée 5 min dans une solution de neutralisation [Tris 

(0,5 M, pH 7,5), NaCI (1,25 M)]. Après deux lavages de 2 min dans la solution de 

neutralisation, la membrane est séchée et l'ADN fixé à la membrane de façon permanente 

par exposition au rayonnement UV (1200 fll) dans un appareil UV Stratalinker 2400 

(Stratagene ). 

Radiomarquage de la sonde par translation de coupure 

L'ADN (100 ng) est incubé dans un tampon de translation [Tris-HCI (50 mM, pH 

7,5), MgCh (5 mM), ~-mercaptoéthanol (10 mM), BSA (100 flg/mL), dATGTP (10 flM de 

chaque), a.32p-dCTP (1,25 flCi/flL), ADN polymérase 1 (USB Corporation, 0,5 U/flL), 

DNaseI (100 pg/flL)] pendant 45-60 min à 16°C. La réaction est arrêtée avec 5 volumes de 

la solution d'arrêt [Tris (10 mM, pH 7,5), EDTA (12,5 mM), SDS (0,5%)]. La sonde est 

dénaturée en la menant à ébullition pendant 5 min puis déposée sur la glace. 

Hybridation et révélation autogradiographique 
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La membrane est incubée dans une solution d'hybridation [Ficoll (2%), 

polyvinylpyrrolidone (2%), BSA (2%), NaCI (0,75 M), citrate de sodium (75 mM), ADN 

de sperme de saumon (ADNss)(O,l mg/mL), SDS 0,1%)] pendant 4 h à 65 oC. Une sonde 

spécifique à l'insert recherché, obtenue à l'aide d'un marquage par déplacement de brèche, 

est ajoutée et l'incubation à 65°C est continuée 16 h. Les membranes sont lavées 

successivement dans les solutions de lavage l [SDS (0,1%), NaCI (0,3 M), citrate de 

sodium (30 mM)] pendant 1 h, II [SDS (0,1%), NaCI (0,15 M), citrate de sodium (15 mM)] 

pendant 20 min et III [SDS (0,1%), NaCl (15 mM), citrate de sodium (1,5 mM)] pendant 5 

min. La membrane est ensuite exposée sur un film d'autoradiographie X-Omat blue XE-] 

(Kodak) à -80°C pendant 4-72 h dépendamment de l'intensité du signal. 

2.1.6 Préparation de plasmide 

Mini-préparation de plasmide 

Les cultures bactériennes sont centrifugées 1 min à vitesse maximale et le culot de 

cellules est resuspendu dans 100 J.lL de solution de lyse [Tris-HCl (25 mM, pH 8,0), EDTA 

(10 mM), glucose (50 mM), lysosyme (2 mg/mL)] puis incubé pour 30 min à 25°C. 200 J.lL 

de solution alcaline [NaOH (200 mM), SDS (1 %)] sont ajoutés et les tubes sont incubés 5 

min sur glace puis la réaction est neutralisée avec 150 J.lL d'acétate de sodium (3 M, pH 

4,8) et laissés sur glace pour 30 min pour permettre la précipitation des fragments 

cellulaires. Les tubes sont centrifugés 5 min à vitesse maximale et l'ADN du surnageant est 

précipité avec 2 volumes d'éthanol (100%) et 0,1 volume d'acétate de sodium (3M, pH 4,8) 

pendant 1 h à -80°C et d'un lavage avec 1 volume d'éthanol (70%) puis l'ADN est 

resuspendu dans 100 J.lL de TE. 

Grande préparation de plasmide par gradient de densité 

Le clone est repiqué et mis en culture avec agitation dans 500 mL de milieu LB 

pendant 16 h. La culture est centrifugée à 2500x g et le culot resuspendu puis incubé 10 min 
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dans une solution de sucrose/lysosyme [sucrase (25%), Tris-HCl (50 mM, pH 8,0), 

lysosyme 0,7 mg/mL)]. La réaction est arrêtée avec 70 mM d'EDTA (pH 8,5) puis la lyse 

est complétée à l'aide d'une solution de Triton [Tris-HCl (50 mM, pH 8,0), EDTA (62,5 

mM), Triton X-lOO (0,1%)]. Le lysat est centrifugé lh à 80 OOOxg puis le surnageant est 

déposé sur un coussin de TE saturé en CsCl et centrifugé 16 h à 80 OOOxg. Le surnageant 

est ajoutée à du CsCl/bromure d'éthidium puis centrifugé 24 h à 250 OOOxg. La bande du 

plasmide superenroulé est ensuite récupérée à l'aide d'une seringue, extrait à plusieurs 

reprises avec un volume égal d'isopropanol, précipité à l'éthanol/acétate de sodium, puis 

lavé à l'éthanol 70%. L'ADN est resuspendu dans 100-500 ilL de TE. 

Grande préparation de cosmide 

Le clone est repiqué, mis en culture dans 800 mL de milieu LB et incubé avec 

agitation pendant 16 h. Le culot est resuspendu dans une solution de lyse [Tris-HCl (8 mM, 

pH 8,0), EDTA (5 mM), NaOH (0,3 M), SDS (0,7 %)] pendant 3 min sur glace et les débris 

cellulaires sont précipités par centrifugation à 20 OOOxg avec 1 M d'acétate de potassium. 

L'ADN est purifié par extraction avec 1 volume de phénol:chloroforme:alcool isoamyle 

25:24:1, précipité avec 0,5 volume d'isopropanol, lavé à l'éthanol (70%) puis resuspendu 

dans 400 J.!L de TE. 

2.1.7 Caractérisation des clones 

Analyse de restriction 

Les clones obtenus sont caractérisés à l'aide de leur patron de restriction. L'ADN 

000 ng) est digéré à l'aide d'endonucléases tel que décrit à la section 2.l.1 et vérifié par 

électrophorèse sur gel d'agarose. 

Séquençage 

Les clones dont le patron de restriction s'avère correct, sont séquencés. L'ADN 

obtenu d'une mini-préparation est surpurifié en utilisant le kit QIAprep® Spin Miniprep 



92 

(Qiagen) selon le protocole du fabricant puis resuspendu dans du Tris (10 mM, pH 8,0). 

L'ADN (375 fmoles) ainsi que l'amorce (16 pmoles) sont fournis au service de séquençage 

du plateau de biologie moléculaire pour être séquencés. La liste des amorces utilisées pour 

les séquençages est donnée au Tableau XII (Annexe l, page II). La séquence obtenue est 

visualisée à l'aide du logiciel Chromas v1.45. 

2.1.8 Mutagenèse dirigée 

La génération d'une mutation spécifique dans un plasmide est effectuée par PCR à 

haute fidélité. Le plasmide (300 pg) est amplifié avec la polymérase à ADN Pfx Platinium ® 

(lnvitrogen) dans une réaction de 50 IlL [tampon d'amplification Pfx (2,5 X), solution 

Enhancer (0,25 X), MgClz (1 mM), dNTP (300 )lM de chaque), amorces (0,3 )lM de 

chaque), Pfx Platinium® polymérase (0,05 U/)lL)]. Après une étape de dénaturation de 5 

min à 94°C, l'amplification se fait en un tour comprenant 10 premiers cycles (94°C-20 s, 

65°C-30 s, 68°C-8 min) suivi de 18 cycles subséquents (94°C-20 s, 65°C-30 s, 68°C-8 min 

+ 20 s par cycle). La mutation est introduite à l'aide d'une des amorces dont l'extrémité 5' 

correspond à l'extrémité 5' moins 1 nt de l'amorce antisens (voir la liste des amorces 

utilisées à l'Annexe l, Tableau XI, page II). L'amplicon est purifié à l'aide d'un kit 

QIAquick® PCR purification (Qiagen) et resuspendu dans 50 IlL de tris (pH 8,0). 

L'amplicon (2 IlL) est circularisé par une réaction de ligation en présence de la 

polynucléotide kinase [Tris-HCI (50mM, pH7,6), MgClz (1 OmM), A TP (1 mM), DTT 

(1mM), polyéthylène glycole-8000 (5 mM), T4 ADN ligase (0,1 U/)lL), T4 PNK (New 

England Biolab, 0,1 U/)lL)] pendant 5-24 h à 37°C. L'ADN est transformé et séquencé tel 

que décrit aux sections 2.1.4 et 2.1.7 respectivement. 

2.2 Génération des plasmides d'intégration dans la levure 

La première étape du processus devant mené à la génération de Y AC mutants par 

recombinaison homologue dans la levure consiste à générer les plasmides d'intégration dans 

la levure ou Ylp (pour yeast integrating plasmid). Ces Ylp sont constitués d'un gène de 
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prototrophie à l'uracile et de deux bras d'homologie avec le Y AC correspondant aux 

séquences flanquant la région ciblée et servant à la recombinaison homologue. Ces deux 

bras peuvent être séparés par une séquence de remplacement (comme le promoteur PBGD) 

ou encore contiguës ce qui produira une délétion dans le Y AC, correspondant à la région 

ciblée. Ce vecteur, dérivé du plasmide pBluescript, comporte également une origine de 

réplication bactérienne non-fonctionnelle en levure, un gène de résistance à l'ampicilline et 

le gène de la p-galactosidase (Voir la carte à Annexe IV, page XIX). Les bras d'homologie 

entourant la séquence de remplacement ou la délétion doivent faire plus de 1 kb pour 

favoriser les événements de recombinaison homologue. 

2.2.1 Le VIp pRS-PBGDAy 

Le YIp pRS-PBGDAy a été produit par l'insertion séquentielle de trois fragments 

(Figure 23A). Le premier élément inséré fut le fragment de 2,6 kb MscI-SapI couvrant la 

région -3423 à -838 en amont du promoteur de Ay, isolé du plasmide pVZ-ES (donné 

généreusement par le Dr. Richard Gelinas). Ce fragment a été inséré dans le site Not! rendu 

franc par remplissage de l'extrémité sortante 5'. Le deuxième élément inséré dans la 

construction a été un fragment de 887 pb du promoteur de PBGD de -815 à +72. Ce 

fragment a été obtenu par digestion BamHI-AvrII d'un amplicon de 1,3 kb obtenu par PCR 

sur de l'ADN génomique humain et dont les extrémitées ont été rendues franches puis 

insérées dans la construction obtenue précédemment et suite à une double digestion 

XbaI-BamHI rendue franche, ce qui a créé un site CIal à la jonction BamHIIBamHI. 

Finalement, le troisième élément inséré fut un fragment de 6,5 kb BsaHI-EcoRV rendu 

franc par remplissage de l'extrémité sortante 5' laissée par BsaHI et couvrant la région +49 

à +6558 du gène Ay. Ce fragment a ensuite été inséré dans le site CIal créé à la jonction 

BamHIIBamHI. 
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Figure 23: Plasmide d'intégration dans la levure pRS-PBGDAy. Génération et caractéri­
sation du Ylp utilisé pour la recombinaison homologue avec le ~-Y AC. (A) Carte du pRS­
PBGDAy montrant les sites de restriction HindIII et BstEII utilisés pour la caractérisation. 
(B) Caractérisation par digestion enzymatique démontrant l'intégrité de la construction. (C) 
Jonctions Ay!PBGD en 5' du promoteur (haut) et PBGD/Ay en 3' du promoteur (bas). Les 
sites de restriction utilisés lors du clonage sont indiqués par des boîtes jaunes. Bleu: 
séquences provenant de Ay (l'ATG du gène y est indiqué en caractères gras); Rouge: sé­
quences provenant de PBGD; Noir: séquence provenant du site de polyclonage du vecteur 
pRS406 alors que l'astérisque (*) indique la conversion d'un nucléotide (A-+G) obtenue 
par mutagenèse dirigée pour générer le site AvrIl. 
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L'intégrité de la construction pRS-PBGD\ a été vérifiée à l'aide de digestions 

enzymatiques HindIII et BstEII qui ont démontré que tous les éléments de la construction 

étaient intégrés de façon correcte (Figure 23B). Le plasmide a également été séquencé pour 

vérifier les jonctions et le promoteur PBGD. Ainsi, une courte séquence provenant du site 

de polyclonage du vecteur a été intégrée à la jonction 5' du promoteur alors qu'une guanine 

a été ajoutée dans le 5'UTR à la jonction BamHIIBsaHI, 5 nucléotides devant l'ATG, donc 

sans altérer la séquence de Kozak (Figure 23C). 

2.2.2 Les VIp de délétions 

Les Ylp de délétion pRS~-842/-384Ay, pRS~-384/-202Ay et pRS~-204/-135Ay ont 

été obtenus en employant une stratégie différente de celle utilisée pour générer le Ylp­

PBGDAy. 

Clonage de Ay dans pBluescript II 

La première étape de cette stratégie consistait à cloner le fragment Sad/Sad de 3,6 

kb contenant le gène et la région promotrice de Ay (-2316 à +1307) obtenu du plasmide 

pVZ-ES, dans le site Sad d'un vecteur pBluescript II dont une partie du site de polyc1onage 

avait été éliminée pour faciliter les étapes suivantes de la génération des délétions (voir 

Figure 51 à l'Annexe IV, page XX). Ce plasmide pBluescript II modifié avait été obtenu par 

double digestion Clal-Apal suivi de la génération d'extrémités franches par traitement à la 

Mung Bean nucléase et d'une recircularisation par traitement à la ligase. L'analyse par 

séquençage du plasmide ainsi obtenu a démontré que le traitement à la Mung Bean nucléase 

avait enlevé des séquences supplémentaires de chaque côté des sites Apal et CIal mais sans 

affecter le site Sad servant au clonage (Figure 51). 

La délétion L\-842/-384Ay (génération de pBL\-842/-384Ay) 

La génération de cette délétion a été obtenue par deux digestions successives suivi 

d'une ligation. La première étape consistait en fait en une digestion partielle Sapl (-841) 
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puisqu'un site SapI était également présent dans le vecteur pBluescript. Après la génération 

de bouts francs à l'aide de la Klenow, une digestion Stul (-384) a été effectuée et le 

plasmide recircularisé. La construction obtenue a été caractérisée à l'aide d'une digestion 

Dral puisque cette enzyme possède un site de restriction dans la région éliminée du 

promoteur Ay, permettant ainsi de distinguer le mutant de la séquence sauvage (Figure 24). 

Le séquençage du promoteur a démontré que, suite à la stratégie employée, la délétion 

couvrait la région -842 à -384 (Figure 43, Annexe II, page VIII). 

La délétion ~-384/-202Ay (génération de pB~-384/-202Ay) 

Cette délétion a été obtenue par des digestions successives ApaI (-202) et Stul 

(-384) suivi de la génération d'extrémités franches à l'aide de la Klenow, puis de la recircu­

larisation du plasmide. Le criblage et la caractérisation des clones ont été effectués à l'aide 

d'une digestion Bpml puisque un site de restriction est présent dans la région couverte par 

la délétion (Figure 24). Le séquençage du promoteur a confirmé que la délétion a été 

produite telle que prévue (Figure 44, Annexe II, page IX). 

La délétion ~-204/-135Ay (génération de pB~-204/-135Ay) 

Cette délétion a été produite en employant une double digestion Apal (-202) et 

Pflml (-141) suivi de la génération d'extrémités franches avec la Mung Bean nucléase et de 

la ligation. Le criblage et la caractérisation a été effectuée avec l'enzyme BanU, étant la 

seule enzyme coupant dans la région éliminée (Figure 24). Le séquençage a démontré 

toutefois que la délétion couvrait la région -204 à -135 (Figure 45, Annexe II, page X). 
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Figure 24: Les VIp de délétion. Génération et caractérisation des plasmides contenant les 
trois délétions du promoteur de Ay et génération des VIp pour la recombinaison homologue. 
(A) Carte des 3 VIp pRSil et des plasmides pBil ayant servi à la génération des délétions. 
(B) Caractérisation par digestion enzymatique démontrant l'intégrité des plasmides pBil 
après les délétions; En gris sont indiquées les bandes uniques aux constructions sauvages 
(avant les délétions). (wt): type sauvage (wild type). 
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Génération des trois VIp 

Les fragments contenant la séquence de Ay et les différentes délétions du promoteur 

ont été excisés des trois plasmides pB~ par une digestion PstII (un isoschisomère de SacI et 

plus efficace que ce dernier) puis clonés dans le site SacI du vecteur pRS406 pour générer 

les VIp pRS~-842/-384Ay, pRS~-384/-202Ay et pRS~-204/-135Ay (Figure 24A). Ces 

vecteurs ont été caractérisés par séquençage ce qui a permis de démontrer que les trois 

fragments étaient intégrés correctement dans le vecteur. Cependant, le séquençage a 

démontré que la position -117 de chacune de ces constructions présentait le A 

caractéristique de la mutation HPFH grecque -117(G~A) (Annexe II, Figure 44 et Figure 

45, pages IX-X). 

Mutagenèse à la position -117 des trois VIp 

Pour éviter que cette mutation -117(G~A) qui est reconnue pour activer le 

promoteur au stade adulte ne fausse les résultats obtenus par la délétion des régions en 

amont, la séquence sauvage G a été réintroduite par mutagenèse dirigée dans chacun des 

Ylp~ (Figure 46, Annexe II, page XI). Toute la séquence de l'insert des Ylp~ a également 

été séquencée ce qui a démontré que l'utilisation d'une polymérase à haute fidélité avait 

permis d'éviter la création de mutations ailleurs dans les constructions. 
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Figure 25: Recombinaison homologue dans la levure, Adapté de Peterson et al,525 

99 



100 

2.3.1 Culture et manipulation des levures 

Souche de levure 

La recombinaison homologue est effectuée dans la levure Saccharomyces cerevisiœ 

A201F4. Cette levure de souche AB1380 (MATa, ura3-52, Trpl-289, Lys2-l, His5, can-

100) possède un chromosome artificiel de levure (Y AC) d'environ 150 kb. Celui-ci contient 

le locus entier de la ~-globine humaine, -40 kb de séquence en amont du LCR, -20 kb en 

aval du gène de ~_globineJ08 ainsi que les gènes de prototrophie TRP1 et L YS2.370 

Milieux de culture 

Toutes les cultures de levure ont été faites dans les milieux Drop-out Trp-Lys-Ura­

ou Drop-out TrpLys-. Le milieu Drop-out 5-FOA, plus riche en acides aminés, a servi à la 

sélection à l'acide 5-fluoroorotique. Dans tous les cas, lorsqu'un milieu solide en pétri est 

nécessaire, 20 g/L de bactoagar est ajouté au milieu liquide. La composition des milieux est 

donnée dans le Tableau VII, ci-dessous. 
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Tableau VII: Milieux de culture de levure. 

Drop-out Trp-Lys-Ura- Drop-out Trp-Lys- Drop-out 5-FOA 

dextrose (0,1 M) dextrose (0,1 M) dextrose (0,1 M) 
sulfate d'ammonium (40 mM) sulfate d'ammonium (40 mM) sulfate d'ammonium (40 mM) 
base azotée de levure (1,7 g/L) base azotée de levure (1,7 g/L) base azotée de levure (1,7 g/L) 
adenine-HCl (0,2 mM) adenine-HCl (0,2 mM) adenine-HCl (0,5 mM) 
L-arginine-HCl (0,2 mM) L-arginine-HCl (0,2 mM) L-arginine-HCl (0,2 mM) 
L-histidine (0,1 mM) L-histidine (0,1 mM) L-histidine (0,2 mM) 
L-isoleucine (0,5 mM) L-isoleucine (0,5 mM) L-isoleucine (0,5 mM) 
L-leucine (0,5 mM) L-leucine (0,5 mM) L-leucine (1,0 mM) 
L-méthionine (0,1 mM) L-méthionine (0,1 mM) L-méthionine (0,3 mM) 
L-phénylalanine (0,3 mM) L-phényJalanine (0,3 mM) L-phénylalanine (0,7 mM) 
L-thréonine (1,7 mM) L-thréonine (1,7 mM) L-thréonine (3.8 mM) 
L-thyrosine (0,3 mM) L-thyrosine (0,3 mM) L-thyrosine (0,4 mM) 

uracile (0,1 mM) L-sérine (0,9 mM) 
acide L-aspartique (0,7 mM) 
acide L-glutamique (1,75 mM) 
L-lysine (0,5 mM) 
L-valine (3,4 mM) 
L-tryptophane (0,5 mM) 
uracile (0,2 mM) 
acide 5-fluoroortique (5,7 mM) 

Mini-préparation d'ADN génomique de levure 

Un clone de levure est repiqué et mis en culture dans un milieu Drop-out approprié 

pendant 36 h à 30°C. Les sphéroblastes sont préparés en digérant la paroi cellulaire avec la 

lyticase dans un volume de réaction de 600 JlL [sorbitol (0,75 M), Tris-HCI (83 mM, pH 

8,0), EDTA (83 mM), p-mercaptoéthanol (23 mM), lyticase (Sigma, 0,15 U/JlL)] pendant 

lh à 37°C. Ensuite, les sphéroblastes sont lysés dans une solution de lyse [tris-HCI (50 

mM, pH 8,0), EDTA (20 mM), SDS (1%)] pendant 20 min à 65°C. Les débris cellulaires 

sont précipités sur glace avec 1,3 M d'acétate de potassium. L'ADN du surnageant est 

précipité avec 1,5 volumes d'éthanol (100%) puis resuspendu dans du tampon TE. 
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Finalement, l'ADN est traité avec 50 f-lg de RNase A (Roche Diagnostic) pour éliminer 

l'ARN. 

Encapsulation des levures en agarose LMP 

Une préculture est transférée dans 500 mL de milieu Drop-out approprié pour une 

duré de 24 h. Après un lavage dans une solution d'EDTA (50 mM, pH 8,0) le culot de 

cellule est resuspendu et incubé dans 0,3 volume de solution à sphéroblastes [Sorbitol (1 

M), citrate de sodium (0,1 M), EDTA (10 mM, pH 7,5), DTT (33 mM), lyticase (0,38 

U/f-lL)] pendant 2-3 h à 37°C ou jusqu'à ce que la sphéroblastisation soit complète. 

L'agarose à bas point de fusion Seeplaque-LMP GTG (2%) dans l'EDTA (100 mM, pH 8,0) 

est ajouté à un ratio de 1 pour 1 aux sphéroblastes et le mélange est moulé dans des Tygon® 

où les capsules sont laissées à figer pendant 1 h à 4°C. Les capsules sont mises dans une 

solution réductrice [EDTA (0,48 M), Tris-HCl (10 mM, pH 8,0), DTT (50 mM)] et 

incubées pendant 16 h à 37°C. Elles sont ensuite transférées dans la solution de protéolyse 

[EDTA (0,44 M), Tris-HCI (10 mM, pH 8,0), sarcosyle (1 %), protéinase K (0,5 mg/mL)] et 

incubées 4 h à 50°C. Les capsules sont lavées plusieurs fois dans du tampon SE [NaCI (75 

mM), EDTA (25 mM, pH 8,0)] et conservées dans une solution d'EDTA (100 mM, pH 8,0). 

2.3.2 Transformation de levures: Insertion du VIp (Pop-in) 

Une colonie est repiquée et inoculée dans 2,5 mL de milieu Drop-out Trp-Lys- puis 

incubée à 30°C jusqu'à ce que la culture se trouve en phase logarithmique (D0600 = 0,2). 

Les cellules sont transférées dans 50 mL de milieu Drop-out Trp-Lys- et l'incubation est 

poursuivie jusqu'à ce qu'une D0600 = 0,6 soit obtenue. Après une centrifugation à 2500xg, 

le culot de cellule est resuspendu dans la solution d'acétate de lithium [Tris-HCL (10 mM, 

pH 8,0), EDTA (1 mM), acétate de lithium (100 mM)] puis 1 à 10 Jlg de plasmide 

d'intégration dans la levure (YIp) sont ajoutés. Les cellules sont incubées pendant 30 min à 

30°C puis 7 volumes de solution de PEG [Tris-HCI (10 mM, pH 8,0), EDT A (1 mM), 

polyéthylène glycol (45% rn/v), acétate de lithium (100 mM)] sont ajoutés. L'incubation est 
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continuée pour 45 min. La transfonnation est effectuée par un choc thennique à 42°C 

pendant 5 min. Les cellules sont ensuite étalées sur un pétri Drop-out Trp-Lys-Ura- solide, 

puis incubées pendant 72 h à 30°C. 

2.3.3 Excision du VIp (Pop-out) 

Les clones Pop-in sélectionnés sont repiqués et inoculés dans 3 mL de milieu Drop­

out Trp-Lys- pendant 16 h. Ils sont ensuite étalés sur un pétri Drop-out 5-FOA solide et 

incubés pendant 72 h à 30°C. Les colonies sont repiquées et striées sur un pétri Drop-out 

Trp-Lys-. Les clones sont alors mis en culture pour effectuer des mini-préparations d'ADN 

génomique de levure et/ou pour encapsulation en agarose LMP selon les protocoles décrits 

à la section 2.3.1. 

2.3.4 Caractérisation des YAC mutants 

Criblage des clones par PCR 

Le criblage des Pop-out de délétion a été effectué par PCR sur l'ADN génomique 

des levures (dilué 1: 1 0) dans les conditions suivantes: 5 min de dénaturation à 94°C, puis 

30 cycles d'amplification (94°C-45 s, 62°C-45 s, 72°C-l min 30 s) dans un volume de 

réaction de 20 J-tL [Tris (10 mM, pH 8,5), KCI (50 mM), MgCh (1,25 mM), contenant les 

amorces FR-<p3/00-52 (1 J-tM de chaque), les dNTP (125 IlM) et la Taq polymérase (0,14 

U/J-tL)]. Les amorces sont donnée au Tableau XIII (Annexe l, , page III). 

Digestion par endonucléases de restriction 

Lorsque l'ADN génomique de levure est produit par mini-préparation, des 

digestions par endonucléases de restriction sont effectuées tel que décrit à la section 2.1.1. 

L'ADN en capsule d'agarose LMP est digéré pendant 16 h après une équilibration de 2 h 

dans le tampon de réaction de l'enzyme à être utilisée. Les digestions peuvent être 

effectuées simultanément ou séquentiellement quand plus d'un enzyme est utilisé pour 
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digérer l'ADN. Lorsque les digestions sont effectuées séquentiellement, les capsules sont 

équilibrées à chaque fois dans le tampon approprié pour l'enzyme. 

Buvardage de type Southern 

L'ADN est digéré à l'aide d'une endonuc1éase de restriction puis est déposé sur un 

gel d'agarose (1 % dans T AE) après l'ajout d'ADNss fragmenté aux ultrasons (5 Ilg). L'ADN 

est fait migré sur gel ~4 h à 95 V puis ce dernier est incubé dans une solution de 

dénaturation [NaOH (0,5 M), NaCI (1 M)] pendant 30 min avant d'être incubé dans une 

solution de neutralisation [Tris-HCl (0,5 M, pH 7,4), NaCI (3 M)] pendant 60 min. L'ADN 

est transféré sur une membrane de Nylon par capillarité pour une période de 16 h puis 

séché. Finalement, l'ADN est fixé de façon permanente à la membrane par exposition au 

rayonnement UV (1200 Ill). Le radiomarquage de sondes couvrant tout le locus et 

l'hybridation sont effectuées tel que décrit à la section 2.1.5. 

Électrophorèse à champ pulsé (PFGE) 

L'ADN chromosomique entier ou digéré en capsule d'agarose mou par des enzymes 

de restriction donnant de larges fragments, est séparé sur un gel d'agarose (1 %) dans un 

tampon 0,5X TBE [Tris-borate (45 mM), EDTA (1 mM)] sur un appareil PFGE (Biorad) à 

6 V en utilisant un angle de commutation de 120° et un temps de commutation de 14 s 

pendant 20 h à 14°C. À la fin de la migration, le gel est trempé dans une solution de 

dépurination de HCI (250 mM) pendant 10 min, puis transféré sur une membrane par 

buvardage tel que décrit dans la section 2.3.4. 

2.4 Génération des YAC mutants 

Les Y AC comportant le locus humain entier de la p-globine ont été mutés par 

recombinaison homologue dans la levure par la technique du Pop-in/Pop-out en utilisant les 

plasmides d'intégration dans la levure (Ylp) obtenus à la section 2.2. 
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2.4.1 PBGDAy-YAC 

La souche de levure A201F4 qui possède le locus humain de la p-globine contenu 

dans un YAC de 150 kb, a été transformée par choc thermique avec le VIp PRS-PBGDAy, 

puis les clones Pop-in ont été sélectionnés pour l'insertion du VIp sur un milieu sans 

uracile. Les Pop-out ont été obtenus par excision du VIp et de la séquence sauvage par 

recombinaison homologue sur un milieu de sélection négative contenant du 5-FOA. Le 

criblage des Pop-in et les Pop-out a été effectué par buvardage de Southern en utilisant une 

digestion Eco065 I et une sonde spécifique à la région en 5' du promoteur Ay (BanIl-SapI, 

1,3 kb) qui permettait de distinguer les Y AC sauvages, les Pop-in dont le VIp est intégré à 

l'endroit prévu (3' du gène Ay), ceux dont le VIp est inséré au mauvais endroit (5' de Ay) et 

les Pop-out. 

Recombinaison homologue dans la levure 

Pour favoriser l'insertion du VIp PRS-PBGDAy en 3' du gène Ay, le plasmide a été 

linéarisé par une digestion BspEI qui coupe à +834 du site d'initiation de la transcription. 

Cette approche devait permettre une plus grande efficacité d'insertion au niveau du grand 

bras d'homologie. 

Caractérisation du YAC mutant 

Les trois mutants ont été caractérisés par buvardage de type Southern en utilisant 

des sondes réparties le long du locus: HS2 (HpaI-HindIlI, 1,6 kb), E (ClaI-PvuI, 0,9 kb), Gy 

(StuI-SphI, 2,6 kb) et p (BamHI-SphI, 1,1 kb). Il est à noter que la sonde Gy reconnaissait 

également le gène Ay alors que la sonde p reconnaissait partiellement le gène Ù. Chacune de 

ces quatre sondes a été utilisée sur quatre digestions (EcoRI, Pst!, BamHI et HindIII) qui 

permettaient une couverture extensive du locus. Il est à remarquer que la sonde E utilisée, 

possédait des séquences de vecteur et détectait également un des bras du Y AC ce qui 

explique la présence d'une bande supplémentaire à celle attendue. 
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2.4.2 ~-842/-384Ay-YAC 

Pour le mutant de délétion ~-842/-3 84 Ay_ Y AC, un criblage rapide des Pop-in et les 

Pop-out a été effectué par PCR en utilisant des amorces situées de chaque coté de la 

délétion permettant de détecter la présence de cette dernière. Par la suite, une analyse 

exhaustive a été effectuée sur certains clones de façon à vérifier l'intégrité du locus et dans 

le cas des Pop-in, l'intégration correcte du Ylp. 

Recombinaison homologue dans la levure 

Le plasmide a été linéarisé par une digestion Bsu361 qui coupe à +661 du site 

d'initiation de la transcription puis transformé dans la souche de levure A201F4. Après la 

transformation, 10 clones poussant sur le milieu sans uracile ont été criblés par PCR et tous 

ont démontré l'intégration du YIp. 

Caractérisation du Y AC mutant 

. Les 5 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern en 

utilisant les mêmes sondes réparties le long du locus que pour le PBGDAy-Y AC (Section 

3.4.1, page 105). Chacune de ces quatre sondes a été utilisée sur deux digestions (HS2, Gy 

et p sur EcoRI et BamHI; E sur Pst! et HindIII) qui permettent une couverture extensive du 

locus. 

2.4.3 ~-384/-202Ay-YAC 

Pour le mutant de délétion ~-384/-202Ay-y AC, une stratégie identique à celle 

employée pour le mutant ~-842/-384Ay-Y AC a été employée (Section 2.4.2). 

Recombinaison homologue dans la levure 

Le plasmide linéarisé par Bsu361 a été transformé dans la souche de levure A201F4. 
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Caractérisation du Y AC mutant 

Les 5 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern en 

utilisant les mêmes sondes réparties le long du locus que pour le PBGDAy-Y AC (Section 

2.4.1, page 105). Chacune de ces quatre sondes a été utilisée sur deux digestions (HS2, Gy 

et p sur EcoRI et BamHI; E sur Pst! et HindIII) qui permettent une couverture extensive du 

locus. 

2.4.4 ~-204/-135Ay-YAC 

Pour le mutant de délétion ~-204/-135Ay-y AC, une stratégie identique à celle 

employée pour le mutant ~-842/-384 Ay_ Y AC a été employée (Section 2.4.2). 

Recombinaison homologue dans la levure 

Le plasmide linéarisé par Bsu36I a été transformé dans la souche de levure A201F4. 

Caractérisation du YAC mutant 

Les 8 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern en 

utilisant les mêmes sondes réparties le long du locus que pour les Y AC précédents. Deux 

ou trois digestions pour chacune des sondes (EcoRI et BamHI pour HS2 et P; Pst! et 

BamHI pour E; EcoRI, HindIII et BanlI pour Gy) permettant une couverture extensive du 

locus ont été utilisées. 

2.5 Souris transgéniques 

2.5.1 Préparation du YAC pour la microinjection 

Le YAC en capsule d'agarose LMP est isolé par PFGE tel que décrit à la section 

2.3.4 (page 103), sur un gel d'agarose 1% à bas point de fusion. La bande correspondante 

au y AC est excisée du gel et encastrée de façon parallèle au champ électrique dans un gel 
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d'agarose 4% à bas point de fusion. Après une migration de 16 h à 35 V, l'ADN concentré à 

l'interface des gels 1 %-4% est excisé et équilibré dans 50 mL de tampon de microinjection 

[Tris-HCl (10 mM, pH 7,5), EDTA (0,1 mM), NaCI (100 mM), spermidine (7 ~M), 

spermine (3 ~M)] pendant un minimum de 16 h à 4°C. Les blocs d'agarose sont asséchés 

sur un filtre et incubé 10 min à 66°C ou jusqu'à fusion complète de l'agarose. L'ADN est 

libéré par digestion de l'agarose à la p-agarase (New England Biolab, 3 Ul1 00 ~L) pendant 

3 h à 42°C. Un aliquote du YAC isolé est de nouveau séparé par PFGE pour vérifier la 

présence de dégradation de l'ADN. 

2.5.2 Microinjection du YAC 

Les oocytes fécondés sont récupérés des oviductes de femelles (C57Bl/61 X CBA/J) 

FI superovulées par injection de sérum de jument gravide (PMS) et de gonadotrophine 

chorionique humaine (hCG) puis traités à la hyaluronidase (Sigma, 100 U/mL) pour 

éliminer les cellules du cumulus oophorus. L'ADN est injecté directement dans le 

pronuc1éus des oocytes à l'aide d'un micromanipulateur sous microscope inversé Diaphot 

avec contraste interférentiel de Nomarski (Nikon). Typiquement, 200-350 œufs sont 

microinjectés en une journée et environ 25-50% sont sélectionnés sur la base de leur 

viabilité pour être transférés dans les pseudogestantes. 

Les œufs sont implantés dans l'infundibulum de l'oviducte de pseudogestantes 

obtenues par accouplement avec un mâle vasectomisé, après dégagement de l'ovaire à l'aide 

de pinces fines. L'ovaire est par la suite remis en place dans l'abdomen de la souris et 

l'incision est refermée à l'aide d'agrafes Autoclips (Clay Adams Co.). 

2.5.3 Caractérisation des fondatrices 

Génotypage 

Les souris générées sont génotypées pour la détection du transgène. Les souris 

n'ayant pas intégré le transgène sont considérées « négatives» et sont éliminées ou peuvent 
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être utilisées comme souris contrôles de type sauvage. Les souris ayant intégré le transgène 

sont identifiées "positives" et sont conservées. 

Isolation de l'ADN génomique 

L'ADN génomique de souris est isolé d'un bout de queue selon le protocole décrit à 

la section 2.l.2. 

Buvardage de type Southern 

Environ 10 !--lg d'ADN de queue de souris sont digérés par endonucléase de 

restriction puis migrés sur un gel d'agarose (1 % dans T AE) pendant ~4 h à 95 V. Le gel est 

incubé dans la solution de dénaturation [NaOH (0,5 M), NaCI (1 M)] pendant 30 min puis 

incubé dans la solution de neutralisation [Tris-HCI (0,5 M, pH 7,4), NaCI (3 M)] pendant 

60 min. L'ADN est transféré sur une membrane de Nylon par capillarité pour une période 

de 16 h puis asséché. L'ADN est fixé de façon permanente à la membrane par exposition 

aux UV (1200 !--lJ). Le radiomarquage de sondes couvrant tout le locus et l'hybridation sont 

effectués tel que décrit à la section 2.l.5. 

peR 

Le génotypage a été également effectué par PCR sur l'ADN génomique dilué 1: 10 

dans les conditions suivantes: 5 min de dénaturation à 94°C suivit de 30 cycles 

d'amplification (94°C-45 s, 62°C-45 s, 72°C-1 min 30 s) dans un volume de réaction de 20 

!--lL [Tris (10 mM, pH 8,5), KCI (50 mM), MgCh (1,25 mM), amorces FR-<p3/00-52 (1 !--lM 

de chaque), dNTP (125 !--lM), Taq polymérase (0,14 U/!--lL)]. La liste des amorces est 

donnée au Tableau XIII (Annexe l, , page III). 

Caractérisation de l'intégrité des transgènes 

L'intégrité du transgène dans les souris fondatrices est vérifiée par comparaison avec 

le locus sauvage par deux approches: 1) un buvardage de Southern (section 2.3.4) utilisant 

des sondes couvrant les différentes régions du locus est utilisé pour vérifier l'intégrité du 
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locus. 2) Un PCR en duplexe de 30 cycles d'amplification (94°C-45 s, 58°C-45 s, 72°C-l 

min 30 s) suivant une étape de dénaturation de 5 min à 94°C dans un volume de réaction de 

20 ~L [Tris (10 mM, pH 8,5), KCl (50 mM), MgCh (2 mM), amorces 98-07/98-08/98-

09/98-10 (1 ~M chaque), dNTP (62,5 ~M), Taq polymérase (0,14 U/~L)] est utilisé pour 

vérifier la présence des deux bras du Y AC. La liste des amorces est donnée au Tableau XIII 

(Annexe l, page III). 

2.5.4 Établissement des lignées transgéniques 

Les fondatrices sont croisées avec des souris sauvages (C57Bl/6l X CBAll) FI puis 

les F2 positives sont croisées avec des F2 négatives sélectionnées pour l'haplotype diffus tel 

que décrit à la section suivante. Les descendants d'une fondatrice forment une lignée 

transgénique et possèdent le numéro de la fondatrice (ou numéro de la lignée) plus un 

numéro d'identification propre à chaque souris, séparé du numéro de la lignée par un trait 

d'union. 

Sélection pour l'haplotype diffus 

Chez les souris transgéniques issues de croisements (C57Bl/6l X CBAll) FI, il 

existe 2 haplotypes différents pour la ~-globine endogène: l'haplotype single ou s de la 

C57Bl/6l (sis) qui produit une seule ~-globine appelée ~-single ou ~s et l'haplotype diffus 

ou d de la CBAll (dlcf) qui produit deux ~-globines appelées ~-majeure ou ~Maj et ~­

mineure ou ~Min. L'identification de l'haplotype de la ~-globine endogène est effectuée par 

électrophorèse sur plaque d'acétate de cellulose. Les globules rouges culottés par 

centrifugation (-5 ~L) sont lysés dans une solution d'hémolyse [cystamine diHCl (0,33 M), 

DTT (6,7 mM), NH40H (0,5 M)]. Les échantillons sont déposés à l'aide d'un applicateur 

Super Z-12 (Helena laboratory) sur une plaque d'acétate de cellulose TITAN III-H (Helena 

Laboratory) humectée avec du TBE IX pour Helena [Tris (84,2 mM), EDTA (1,6 mM), 

acide borique (51,7 mM)]. La migration se fait pendant 30 min à 300 V, les membranes 

sont colorées avec une solution rouge de Ponceau [Ponceau S (5 g/L), acide 
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trichloroacétique (0,3 M)] puis lavées avec une solution d'acide acétique (5%) à trois 

reprises. Les membranes sont déshydratées dans l'éthanol (100%), trempées dans une 

solution méthanol/acide acétique (7:3) puis séchée à 55°C. Une souris contrôle (C57Bl/6J 

X CBA/J) FI est utilisée pour identifier les deux haplotypes. Seules les souris 

transgéniques homozygotes pour l'haplotype diffus (d/cf) sont conservées et utilisées dans 

les expériences subséquentes. 

Nombre de copies 

Le nombre de copies du transgène est mesuré dans les souris F2, écartant l'effet d'un 

possible mosaïsme des fondatrices. Cette quantification est faite par buvardage de type 

Southern tel que décrit à la section 2.3.4. L'intensité du signal obtenue pour le gène ~­

globine est comparée au gène endogène de l'adénosine désaminase (ADA) et corrigée pour 

la longueur de la sonde. La quantification de l'autoradio gramme est effectuée par la 

digitalisation à l'aide d'un système Alpha Imager 2200 (Alpha Innotech) et la quantification 

avec le logiciel ImageQuant v5.0. 

2.5.5 Acq uisition de fœtus transgéniq ues 

Pour obtenir des fœtus à différents stades du développement, une femelle de type 

sauvage sur fond génétique mixte (C57Bl/6J et CBA/J), homozygote pour l'haplotype d/d 

est fécondée par un mâle transgénique. La date de la fécondation est déterminée par la 

présence du bouchon coïtaI et est considéré comme le jour embryonnaire eO,5. Les fœtus 

sont récupérés aux jours e9,5, elO,5, e12,5, e14,5 ou e16,5 par césarienne après euthanasie 

de la femelle par dislocation cervicale. Le génotypage se fait par PCR sur l'ADN extrait 

d'une portion du placenta tel que décrit à la section 2.3.4. 
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2.5.6 Prélèvement d'organes 

La moelle osseuse 

Les cellules de la moelle osseuse des deux fémurs sont chassées de la cavité 

médullaire à l'aide d'une aiguille contenant 2 ml de PBSlhéparine (1000 U/mL) fait avec de 

l'eau traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC). Après centrifugation, le culot est rapidement 

plongé dans l'azote liquide et les tubes sont conservés à -80°C. 

Le sang périphérique 

Pour l'extraction d'ARN, -1,5 mL de sang est récupéré par ponction cardiaque sous 

anesthésie générale à l'aide d'une seringue préalablement traitée à l'héparine. Le sang est 

centrifugé et le culot est rapidement plongé dans l'azote liquide. Pour une analyse au niveau 

protéique chez l'adulte, ~50 ilL de sang périphérique sont récupérés dans un capillaire traité 

à héparine (Fisher) par incision de la queue. Par la suite le sang est lavé trois fois dans 1 mL 

de saline [NaCI (0,9%)]. Chez les fœtus et les nouveau-nés, le sang périphérique est obtenu 

en plongeant les fœtus dans la saline après section du cordon ombilical ou décapitation. 

Dans tous les cas, les culots de globules rouges sont conservés à -80°C. 

La rate 

La rate est prélevée des nouveau-nés par incision du flanc gauche après euthanasie, 

puis plongée rapidement dans l'azote liquide et conservée à -80°C. 

Le foie fœtal et le sac vitellin 

Le foie des fœtus aux jours e 12,5 à e 16,5 ainsi que le sac vitellin des embryons 

(e9,5 et el 0,5) sont récupérés à l'aide de pinces fines sous microscopie puis plongés 

rapidement dans l'azote liquide et conservée à -80°C. 
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2.5.7 Les souris PBGDAy-YAC 

Génération des fondatrices 

Pour générer les fondatrices PBGDAy-Y AC, une quarantaine de jours de 

microinjection ont été nécessaires. 473 bébés ont été obtenus et le criblage a été effectué 

par buvardage de type Southern en utilisant la sonde contre Gy utilisée à la section 

précédente ou encore par amplification du promoteur y par PCR (section 2.5.3). Un total de 

17 souris se sont avérées positives pour le gène y et ont donc été caractérisées pour 

l'intégrité du transgène. 

Caractérisation des fondatrices et établissement des lignées 

La caractérisation des fondatrices a été effectuée par buvardage de type Southern 

sur l'ADN génomique digéré EcoRI en utilisant les sondes HS2, E, Gy et p qui avaient été 

utilisées pour la caractérisation des clones Pop-out, alors que la présence des deux bras du 

y AC a été détectée par PCR en multiplex (section 2.5.3). Toutes ses lignées ont été 

produites sur fond génétique mixte C57Bl/6J et CBA/J et ont par la suite été sélectionnées 

pour l'allèle endogène de globine de l'haplotype diffus par électrophorèse sur acétate de 

cellulose (section 2.5.4, page 110), puisque pour les analyses protéiques, la pSingle produite 

par l'haplotype single ne peut être distinguée de la p humaine. 

2.5.8 Les souris 8-842/-384Ay-YAC 

Génération des fondatrices 

Pour générer les fondatrices ~-842/-384Ay-Y AC, neuf jours de microinjection ont 

été nécessaires et 94 souris ont été obtenues. Le criblage des souriceaux a été effectué par 

amplification du promoteur y par PCR. Un total de 3 souris se sont avérées positives pour le 

gène y et ont donc été caractérisées pour l'intégrité du transgène. 
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Caractérisation des fondatrices et établissement des lignées 

L'ADN génomique des fondatrices a été caractérisé comme à la section précédente. 

Comme pour les souris PBGDAy-Y AC, toutes ces lignées ont été produites sur fond 

génétique mixte C57Bl/6J et CBA/J et ont été ensuite sélectionnées pour l'allèle endogène 

de globine de l'haplotype diffus. 

2.5.9 Les souris 8-384/-202Ay-Y AC 

Génération des fondatrices 

Pour générer les fondatrices ~-384/-202Ay-y AC, huit jours de microinjection ont été 

nécessaires et 61 souris ont été obtenues. Le criblage a été effectué par amplification du 

promoteur y par PCR. Un total de 3 souris se sont avérées positives pour le gène y et ont été 

caractérisées pour l'intégrité du transgène. 

Caractérisation des fondatrices 

L'ADN génomique des fondatrices a été caractérisé comme à la section précédente. 

La lignée qui ne présentait pas de réarrangement au niveau du transgène et qui a été 

produite sur fond génétique mixte C57Bl/6J et CBA/J et d'haplotype d/d a ensuite été 

maintenue homozygote pour l'allèle diffus (section 2.5.4, page 110). Les lignées qui 

présentaient un locus tronqué ou réarrangé n'ont pas été retenues pour la suite de cette 

étude. 

2.5.10 lLes souris 8-204/-135Ay-Y AC 

À cause de la grande difficulté à purifier les Y AC pour la microinjection, le mutant 

~-204/-135Ay-y AC n'a pas été microinjecté et donc les souris n'ont pas encore été 

produites. La génération de ces souris représente donc une des étapes futures de cette étude. 
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2.5.11 La souris contrôle ~-Y AC 

Toute les expériences effectuées sur les souris transgéniques ont été comparées avec 

une souris ayant le locus sauvage de la p-globine humaine (la souris p-Y AC) générée à 

partir du même Y AC que celui utilisé pour notre étude (La souris (3-Y AC a été obtenue du 

Dr. James Douglas Engel de l'université Northwestem en Illinois).37o Le criblage des souris 

p-y AC est effectué par PCR ou par électrophorèse sur acétate de cellulose. Il est à noter 

que ces souris ont été croisées sur fond génétique mixte C57B1/6J et CBA/J et ont été 

sélectionnées pour l'allèle endogène de globine d'haplotype diffus par électrophorèse sur 

acétate de cellulose. La liste des amorces ayant servi au génotypage est donnée au tableau 

Tableau XIII (Annexe l, page III). 

2.5.12 La souris EKLF-nuHe 

La souris modifiée par ablation génique du gène endogène EKLF4oo;489 a été obtenue 

du Dr. Éric Milot du centre de recherche Guy-Bernier de l'hôpital Maisonneuve-Rosemont. 

Le criblage de ces souris est effectué par PCR. Ces souris ont été croisées sur fond 

génétique mixte C57Bl/6J et CBA/J puis sélectionnées pour l'allèle endogène de globine 

d'haplotype diffus (section 2.5.4, page 110). La liste des amorces ayant servi au génotypage 

est donnée au tableau Tableau XIII (Annexe l, page III). 

2.5.13 La souris Ikaros-nulle 

La souris modifiée par ablation génique du gène endogène Ikaros415 a été obtenue 

du Dr. Michel Cayouette de l'IRCM. Le criblage des souris est effectué par PCR. Ces souris 

ont également été croisées sur fond génétique mixte C57Bl/6J et CBA/J et sélectionnées 

pour l'allèle endogène de globine d'haplotype diffus (section 2.5.4, page 110). La liste des 

amorces ayant servi au génotypage est donnée au tableau Tableau XIII (Annexe l, page III). 
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2.6 Analyses d'expression 

2.6.1 Quantification des ARN m de globine 

L'analyse de l'expression des transgènes se fait sur l'ARN total extrait du tissu 

érythropoïétique spécifique à chaque âge (sac vitellin à e9,5 et elO,5; foie fœtal de e12,5 à 

e16,5;.rate chez les nouveau-nés; moelle osseuse chez les adultes). 

Préparation de L'ADN complémentaire 

Extraction de l'ARN 

L'ARN total est isolé des tissus congelés par homogénéisation au Polytron dans 2 

mL de TRlzol (invitrogen). L'homogénat est laissé à reposer 5 min puis mélangé à 0,4 mL 

de chloroforme. Après centrifugation à 12 OOOxg, l'ARN se trouvant dans la phase 

supérieure est précipité avec 1 mL d'isopropanol pendant 10 min à 25°C. Le culot est lavé à 

l'éthanol 75%-DEPC puis séché à l'air libre pendant environ une heure. L'ARN est 

resuspendu dans 25-50 IlL d'eau DEPC et quantifié par densité otique à Â=260 nm. 

L'intégrité est vérifiée sur gel d'agarose à 1,5% contenant de la formaldéhyde (2,2 M). 

Traitement à la DNaseI 

Pour éliminer les traces d'ADN contaminant, 1 )lg d'ARN est incubé pendant 60 min 

à 37°C dans 10 IlL de réaction à la DNaseI [Tris-Hel (50 mM, pH 8,3), KCl (75 mM), 

MgClz (3 mM), inhibiteur de RNase RNAguard™ (Pharmacia, 0,32 U/)lL), DNaseI 

FPLCpure™ (Pharmacia, 1U/)lL)]. La réaction est arrêtée avec 1,5 mM d'EDTA et incubée 

pour 10 min à 75°C. Le volume de réaction est conservé à -20°C. 

Transcription inverse 

L'ARN traité à la DNaseI (2,5 IlL) est incubé 5 min à 65°C en présence d'amorces 

hexamèriques dégénérées pd(N)6 (Pharmacia, 42 ng/)lL) puis mise sur la glace. La réaction 
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de transcription inverse se fait dans un volume final de 20 ilL [Tris-HCl (50 mM, pH 8,3), 

KCl (75 mM), MgCh (3 mM), pd(N)6 (25 ng/IlL), dNTP (62,5IlM), RNAguard™ (0,16 

V/mL), dithiothréitol (10 mM), transcriptase inverse M-ML V (Invitrogen, 20 V/ilL)] 

pendant 45 min à 37°C. La réaction est arrêtée par inactivation de l'enzyme à 65°C pendant 

15 min. L'ADN complémentaire est conservé dans le milieu de réaction à -20°C. 

PCR quantitatif en temps réel 

La quantification des ADNc de globine est effectuée par qPCR dans un volume de réaction 

de 25 ou 15 ilL avec 12,5 ou 7,5 ilL respectivement de Mastermix QuantiTeclM 

SYBR®Green (Qiagen) en présence de 0,3 mM de chaque amorce (voir la liste des amorces 

au Tableau XIV, Annexe l, page IV). Les conditions d'amplification pour toutes les paires 

d'amorces sont: une première étape de dénaturation à 95°C pendant 15 min suivi de 45 

cycles d'amplification (94°C-30 s, 60°C-35 s,72°C-30 s) sur un system Mx4000 Multiplex 

Quantitative PCR (Stratagene) ou sur un system Mx3005P multiplex Quantitative PCR 

(Stratagene). La prise des données est faite à trois temps aux étapes d'hybridation (60°C) et 

d'élongation (72°C). Les données recueillies sont analysées à l'aide des logiciels Mx4000 

v4.20 ou MxPro v3.00. 

2.6.2 Quantification des chaînes de globine 

Préparation du lysat d'hémoglobine 

Les culots d'érythrocytes préparés à la section 2.3.6 sont lysés dans 4 volumes d'eau. 

La concentration en hémoglobine est évaluée par une version modifiée de la méthode 

colorimétrique développée par David Drabkin526: L'hémoglobine du lysat est transfonnée 

en cyan-méthémoglobine dans 50 volumes de solution de Drabkin [KCN (0,77 mM), 

K3Fe(CN)6 (0,6 mM), KH2P04 (1,03 mM), Triton X-100 (0,1%)] puis la densité optique 

est mesuré à À=540 nm. Le reste du lysat est transféré dans 5 volumes de tampon 
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d'échantillon [urée (6,7 M), acide acétique (1,45 M), ~-mercaptoéthanol (2,4 M)]. 

Typiquement, de 30-60 flg d'hémoglobine par échantillon sont analysés par UT-PAGE. 

Électrophorèse sur gel de polyacrylamide-uréeffriton (UT-PAGE) 

Les échantillons sont déposés sur un gel de polyacrylamide possédant une phase de 

séparation [acrylamide (12%), bis-acrylamide (0,08%), urée (6 M), Triton X-IOO (2 %), 

acide acétique (0,87 M), TEMEO (0,6%), persulfate d'ammonium (0,06% plv)] superposée 

d'une phase de concentration [acrylamide (6%), bis-acrylamide (0,04%), urée (6 M), Triton 

X·IOO (1%), acide acétique (0,96 M), TEMED (0,5%), persulfate d'ammonium (0,06% 

plv)]. La migration est effectuée dans un tampon d'électrophorèse à 5% d'acide acétique 

pendant 17 h à 10 mAlgel avec refroidissement à l'eau. Les gels sont colorés 1 h dans une 

solution de bleu de Coomassie [Brilliant Blue R (Sigma, 2,5%), méthanol (30%), acide 

acétique (7%)] et par la suite, incubés 16-24 h dans la solution de décoloration [méthanol 

(25%), acide acétique (5%)]. L'image de ces gels sont digitalisés à l'aide d'un système 

Alpha Imager 2200 et quantifiés avec le logiciel ImageQuant v5.0. 

2.6.3 Distribution cellulaire de l'expression 

La distribution cellulaire de l'expression des globines au niveau protéique est 

estimée par une analyse cytofluorométrique en flux sur le sang périphérique de souris 

adultes. 

Analyse cellulaire par fluorescence-activée de cellules (facs) 

Le marquage intracellulaire de l'hémoglobine pour l'analyse par cytofluorométrie de 

flux est effectué sur les cellules du sang périphérique à l'aide du protocole modifié de 

Wallac/lsolab. Le sang (10 JlI) est récupéré dans 1 mL de PBS supplémenté de 2% de 

sérum fœtal de veau (SFV), lavé dans 1 mL de PBS puis incubé 1 h à 25°C dans 1 mL de 

PBS/formaldéhyde (2%). Du glutaraldéhyde à 0,01 % final est ajouté et l'incubation est 

poursuivie 30 s. Les cellules sont lavées avec du PBS, resuspendues dans 250 JlL de lait en 
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poudre sans gras à 5% dans du PBS et incubées pendant 1 ° mm à 25°C. Après 

centrifugation, le culot de cellules est resuspendu dans 400 )lL d'une solution de Triton-

0,1% [Triton X-100 (0,1%), BSA (0,1%), NaCI (0,17 M), KCI (3,3 mM), Na2HP04 (10 

mM) KH2P04 (1,8 mM)] à laquelle sont ajoutés 6 )lg d'anticorps anti-HbA conjugués à la 

biotine (Perkin Elmer) puis incubé pendant 30 min à 25°C. Après centrifugation, le culot 

est lavé dans une solution de Triton-O,Ol% [Triton X-100 (0,01%), BSA (0,1%), NaCI 

(0,17 M), KCI (3,3 mM), Na2HP04 (10 mM) KH2P04 (1,8 mM)] et resuspendu dans la 

solution de Triton-O,O 1 % à laquelle sont ajoutés 1 ° )lg d'anticorps anti-HbF conjugués à la 

fluorescéine isothiocyanate (Perkin Elmer) et 0,4 )lg de streptavidine conjuguée à 

l'allophycocyanine (PharMingen) puis incubé 30 min à 25°C. Les culots sont lavés dans la 

solution de Triton-O,Ol %, resuspendus dans 1 mL de PBS et analysés sur un appareil 

d'analyse par cytométrie en flux FACSCalibur (Becton Dickinson) à l'aide du logiciel 

CellQuest Pro v4.0.2. L'analyse est effectuée à l'aide du logiciel WinMDI v2.8. 

2.7 Analyse épigénétique 

2.7.1 Immunoprécipitation de chromatine (ChIP) 

Une mesure des niveaux d'acétylation et de méthylation des histones H3 et H4 a été 

effectuée sur le foie fœtal de fœtus à e 12,5 et sur les cellules érythroïdes de la moelle 

osseuse chez les adultes. 

Préparation des échantillons 

Le foie des fœtus au jour e 12,5, génotypés par électrophorèse du sang sur cellulose 

acétate, est récupéré à l'aide de pinces fines sous microscopie. Le foie est passé 

successivement dans une seringue en utilisant différentes jauges d'aiguille (de jauge 18 à 

jauge 26) pour mettre les cellules en suspension puis culotté par centrifugation. Les 

cellules de la moelle osseuse des adultes sont récupérées tel que décrit à la section 2.3.6 

mais sans être congelées. Les cellules de deux fémurs sont lavées dans 2 mL de PBS/SFV 
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(2%), resuspendues dans 1 mL de PBS et marquées avec 0,2 f!gll 07 cellules d'un anticorps 

anti-Ter119 couplé à la R-phycoerythrine (PharMingen) pendant 30 min à 4°C. Les cellules 

sont ensuite lavées puis resuspendues dans du PBS/SFV (0,8%). Les cellules Ter119+ sont 

séparées sur une trieuse de cellules à haute performance MaFIa (Cytomation Inc). Les 

culots de cellules de foie fœtal et de cellules Ter119+ de la moelle osseuse sont fixés 10 min 

dans du PBS/formaldéhyde (1%) à 37°C puis lavés avec 1,3 mL de PBS contenant des 

inhibiteurs de protéase [PMSF (1,15 mM), aprotinine (1,15 f!g/mL)]. 

ChIP 

Les ChIP sont effectués à l'aide de Kits d'immunoprécipitation (Upstate) selon les 

directives du fabricant. Les culots sont resuspendus dans la solution de lyse [Tris (50 mM, 

pH 8,1), EDTA (10 mM), SDS (1%), PMSF (1 mM), aprotinine (1 f!g/mL)] puis incubés 10 

min sur la glace. L'ADN des lysats est fragmenté aux ultrasons à l'aide d'un sonicateur 

Sanie Dismembratar modellOO (Fisher Scientific) pendant 1 min 30 s à force 3,75. Après 

centrifugation, le surnageant est transféré dans 2,8 mL de tampon de dilution [Tris-HC] 

(16,7 mM, pH 8,1), EDTA (1,2 mM), Triton X-100 (1,1%), SDS (0,01%), NaCI (167 mM), 

PMSF (1 mM), aprotinine (1 f!g/mL)] puis 200 f!L sont conservés pour le contrôle input. 

Au reste, 65 f!L de solution de bil1es d'agarose/protéine A/ADNss (50% dans TE pH 8,0 et 

0,05% de NaN3) sont ajoutés et le tout est incubé 1 h à 4°C avec agitation. Après 

centrifugation, 800 f!L de surnageant sont transférés dans un nouveau tube contenant 8 f!L 

d'anticorps spécifiques et le tout est incubé 16 h à 4 oC avec agitation. 65 f!L de solution de 

billes d'agarose/protéine A/ADNss sont ajoutés et incubés pendant 1 h à 4°C. Après 

centrifugation, le culot est lavé deux fois avec 1 mL de tampon de lavage à faible teneur en 

sel [Tris-HCl (20mM, pH 8,1), EDTA (2 mM), Triton X-100 (1%), SDS (0,1%), NaCI (150 

mM)] 5 min, une fois avec 1 mL de tampon de lavage à haute teneur en sel [Tris-HCl 

(20mM, pH 8,1), EDTA (2 mM), Triton X-lOO (1 %), SDS (0,1 %), NaCI (0,5 M)] 5 min, 1 

fois avec 1 mL de solution de lavage au chlorure de lithium [Tris (10 mM, pH 8,1), EDTA 

(1 mM), acide désoxycho]ique (1 %), IGEPAL-CA630 (1 %), LiCI (0,25 M)] 5 min et deux 
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fois avec du tampon TE. Le culot est alors resuspendu dans 250 ilL de tampon d'élution 

[NaHC03 (0,1 M), SDS (1 %)] et le surnageant est récupéré après centrifugation. Au 

surnageant est ajouté du NaCl à une concentration finale de 0,2 M et le mélange est incubé 

4 h à 65°C. Sont ensuite ajoutés à la réaction, 10 ilL d'EDT A (0,5 M), 20 ilL de Tris-HCl (1 

M, pH 6,5) et 2 ilL de protéinase K (100 mg/mL) puis le tout est incubé à 55°C pendant 1 h 

30 min. L'ADN est extrait avec 1 volume de phénol:chloroforme:alcool isoamyle (25:24:1), 

précipité avec 2-2,5 volume d'éthanol à 100% et 5 Ilg d'ARN de levure pendant 16 h à 

-20°C puis lavé avec 150 ilL d'éthanol à 70%. L'ADN est resuspendu dans 30 ilL de TE pH 

8,0 et conservé à -20°C. 

peR 

Deux approches d'amplification quantitative des produits de l'immunoprécipitation 

de chromatine ont été utilisées. La première, semi-quantitative, a été utilisée pour une 

analyse rapide d'un plus grand nombre de régions alors que la deuxième, quantitative, a été 

utilisée pour l'analyse de régions sélectionnées lors de la première analyse. 

peR semi-quantitatif radioactif 

Vne analyse des ChIP par PCR radioactif en duplex de différentes portions des 

promoteurs des gènes y et P a été faite dans les conditions suivantes: une étape de 

dénaturation de 5 min à 94°C suivi de 30 cycles d'amplification (94°C-30 s, 60°C-30 s, 

72°C-30 s) dans une réaction de 20 ilL [Tris (10 mM, pH 8,8), KCl (50 mM), MgCh (1,25 

mM), DMSO (1 %), amorces (0,8 IlM chaque), dNTP (125 IlM), 32Pa_dCTP (1 nCi/IlL), 

Taq polymérase (0,14 V/ilL)] voir l'Annexe l, Tableau XV, page V pour la liste des 

amorces. Chaque réaction de PCR amplifie le gène Zfp37 comme contrôle interne et une 

région d'intérêt. Les produits de PCR sont déposés sur un gel de polyacrylamide de 8%. 

Après la migration, le gel est séché et ensuite exposé sur un film d'autoradiographie 

X-Omat blue XB-l. La quantification de l'autoradiogramme est effectuée par digitalisation à 

l'aide d'un système Alpha Imager 2200 et quantification avec le logiciel ImageQuant v5.0. 



122 

PCR quantitatif en temps réel 

La quantification précise de quelques sites sélectionnés dans le promoteur des gènes 

y et P a été fait par PCR quantitatif en temps réel tel que décrit à la section 2.6.1 (page 116) 

mais avec une température d'hybridation ,dépendante des amorces utilisées (voir la liste des 

amorces au Tableau XVI, Annexe I, page V). Contrairement aux analyses semi­

quantitatives radioactives, cette analyse se fait en simplex avec le gène contrôle Zfp37 

amplifié séparément. 

2.7.2 Analyse de méthylation de l'ADN 

Préparation des échantillons 

Les foies fœtaux de fœtus à e12,5 sont préparés tel que décrit à la section 2.5.6. 

Digestion par endonucIéases de restriction sensibles au 5mC 

L'ADN des foies fœtaux est isolé selon le protocole décrit à la section 2.1.2 puis 

digéré par les endonucIéases de restriction sensibles à la présence de 5-méthylcytosine 

(5mC) dans leur site de restriction (Hp aI, Hhall ou BsaHI) ou insensible à cette méthylation 

(MspI) de façon séquentielle avec une digestion par l'endonucIéase EcoRI, selon le 

protocole décrit à la section 2.1.1. 

Buvardage de Southern 

Un buvardage de type Southern tel que décrit à la section 2.3.4 avec des sondes 

spécifiques pour le promoteur de y et de ù/P (section 2.1.5) est effectué pour l'évaluation du 

niveau de méthylation de ces régions. 
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Quantification 

L'autoradiogramme est digitalisé à l'aide d'un système Alpha Imager 2200 et 

quantifié avec le logiciel ImageQuant vS.O. Le niveau de méthylation est calculé à partir du 

ratio de l'intensité de la bande du fragment non coupé méthylé (NC) sur la somme des 

intensités des bandes non coupées et coupées non-méthylée (C) corrigées pour la longueur. 

Équation 1: % métbylation = ( . bande{NC) J X 100% 
bande{NC) + bande{ C) 

2.8 Analyse mécanistique 

2.8.1 Capture de conformation chromosomique (3C) 

Réticulation induite au 
formaldéhyde 

Détection du produit de la 
ligation par peR 

~ * "'ll:-
l " 

Digestion .. 

intramoléculaire 
Ligation l 

Inversion de la ~* 
réticulation 

... 

Figure 26: Capture de Conformation Chromosomique. Adapté de Dekker et al.456 



124 

Préparations des échantillons 

Foiesfœtaux à e12,5 

Les foies de fœtus au jour e 12,5 qui sont génotypés par électrophorèse du sang sur 

cellulose acétate tel que décrit à la section 2.5.4, sont récupérés à l'aide de pinces fines sous 

microscopie et déposés dans 1 mL de milieu essentiel minimum de Eagle modifié par 

Dulbecco (DMEM) contenant 10% de SFV. Les cellules des foies fœtaux sont séparées 

mécaniquement par passages répétés dans un embout à l'aide d'une micropipette P-200. 

Après centrifugation, le culot de cellules est resuspendu dans 3 mL de DMEM/SFV 

(10%)/formaldéhyde (2%) et incubé pendant 10 min à 25°C. La réaction est arrêtée avec 80 

mM de glycine, centrifugée 15 min à 4°C à 400 x g puis le culot de cellules est lavé avec 2 

mL de PBS. Les échantillons sont regroupés par pools de 3 foies positifs, resuspendus dans 

5 mL de tampon de lyse froid [Tris-HCI (10 mM, pH8,9), NaCI (10 mM), Nonidet NP-40 

(0,2%), PMSF (0,1 mM), cocktail d'inhibiteurs de protéase (Sigma, 2J..lLlmL)], incubés 

pendant 30 min à 4°C, centrifugés 15 min à 500 x g pour culotter les noyaux qui sont alors 

plongés dans l'azote liquide et gardés à -80°C. Un pool de 3 foies est considéré comme N = 

1 pour les tests statistiques. 

Cellules érythroides de la moelle osseuse adulte 

Les cellules de la moelle osseuse des deux fémurs et des deux humérus de souris 

adultes sont chassées de la cavité médullaire à l'aide d'une seringue et de 2 ml de 

DMEM/SFV (10%). Après centrifugation, le culot est rapidement mis sur glace puis lavé 

avec Il mL de DMEM/SFV (2%). Le culot est resuspendu dans 500 J..lL de DMEM/SFV 

(2%) et les cellules sont comptées à l'hématimètre. Les cellules sont marquées avec 0,2 

Ilgll07 cellules d'anticorps anti-Terl19 couplé à la R-phycoerythrine (PharMingen) et de 

façon optionnelle avec 0,625 Ilgll07 cellules d'anticorps anti-CD71 couplé à la fluorescéine 

isothiocyanate (eBioscience) pendant 30 min à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées puis 

resuspendues dans 2 mL de PBS/SFV (2%). Le culot est resuspendu dans 80 J..lL de 
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PBS/SFV (0,5%), dégazé à l'hélium par tranche de 107 cellules. Des micro-billes 

magnétiques MicroBeads anti-R-phycoerythrine (Miltenyi Biotec) sont ajoutées (18 f!Ll107 

cellules) et la suspension est incubée 45 min à 4-8°C. Après centrifugation, le culot est 

resuspendu dans 500f!Lll08 cellules de PBS/SFV (0,5%)/EDTA (2 mM) et passé à 

l'autoMACS (Miltenyi Biotec) en utilisant le programme de sélection positive Possel-S. Les 

fractions positives (Ter119+) et négatives (Ter119-) sont passées sur un appareil d'analyse 

par cytométrie en flux FACScan (Becton Dickinson) pour vérifier l'efficacité de la 

séparation puis culottées et fixées dans 2 mL de DMEMlSFV (10%)/formaldéhyde (2%) tel 

que décrit à la section précédente à la différence que chaque culot de noyaux est conservé à 

-80 séparément. Dans ce cas, une souris donne N = 1 pour les tests statistiques. 

Génération de la librairie 3e 

La génération d'une librairie 3C se fait en deux étapes successives. La première 

consiste à digérer l'ADN réticulé au formaldéhyde à l'aide d'une endonuc1éase de restriction 

et la deuxième étape consiste à la ligation intramoléculaire de l'ADN digéré et à la 

réversion de la réticulation. 

Digestion aux endonucléases de restriction 

Les culots de noyaux conservés à -80°C sont resuspendus dans 1 mL de tampon de 

lyse froid [Tris-HCl (10 mM, pH8,9), NaCI (10 mM), Nonidet NP-40 (0,2%)], culottés par 

centrifugation puis lysés 1 h à 37°C dans 900 f!L de tampon REact3 (Invitrogen, 

1,lX)/SDS (0,3%). Du Triton X-lOO est ajouté à une concentration finale de 1,8% et la 

solution d'ADN est incubée pendant 1 h à 37°C pour séquestrer le SDS. Des aliquotes de 

125 ).lL sont récupérés et à chacun d'eux sont ajoutées 625 U d'enzyme EcoRI à haute 

concentration (Invitrogen). Les tubes sont incubés à 37°C pendant 16 h puis la réaction est 

arrêtée en ajoutant du SDS à une concentration finale de 1,6% et en incubant pendant 20 

min à 65°C. 

Ligation 
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La solution d'ADN digéré est divisée en aliquotes de 40 ~L puis diluée à 800 ~L de 

tampon de ligation [Tris-HCl (30 mM, pH 8,0), MgCh (10 mM), dithiothréitol (10 mM), 

ATP (1mM)]. Du Triton X-lOO est ajouté à une concentration finale de 1,0% et la solution 

d'ADN est incubée pendant 1 h à 37°C pour séquestrer le SDS. La température est abaissée 

à 16°C puis 25 Unités Weiss (UW) de ligase à haute concentration (Invitrogen) sont 

ajoutées. La réaction de ligation est incubée 6-16 h à 16°C puis 250 ~g de protéinase K 

(Roche Diagnostic) sont ajoutés. Les tubes sont incubés 16 h à 65°C. L'ADN est extrait au 

phénol/chloroforme tel que décrit à la section 2.1.1. L'ADN est resuspendu dans 12,5 ~L de 

TE par tube de ligation et la librairie 3C ainsi générée est conservée à -20°C. 

Préparation du contrôle de ligation 

Des quantités équimolaires d'ADN génomique de levures contenant le Y AC 

modifié, obtenu par mini-préparation (section 2.2.1.3) et d'ADN de chromosome artificiel 

de bactérie (BAC) contenant le gène murin Pkd1 527 sont mises dans un tube, précipitées 

avec 2 volumes d'éthanol (100%) et 0,1 volume d'acétate de sodium (3M, pH 5,2) pendant 

1 h à -80°C. Après un lavage avec 1 volume d'éthanol (70%), l'ADN est digéré avec 200 U 

d'endonucléase de restriction EcoRI à haute concentration pendant 16 h à 37°C dans un 

volume de 50 ~L. La réaction est arrêtée par inactivation de l'enzyme à 65°C pendant 20 

min suivi d'une extraction au phénol/chloroforme tel que décrit à la section 2.1.1. Le culot 

d'ADN est resuspendu dans 50 ~L de tampon de ligation, 25 UW de ligase à haute 

concentration sont ajoutées puis la réaction est incubée pendant 4-5 h à 16°C. L'ADN est de 

nouveau extrait au phénol/chloroforme puis resuspendu dans 50 ~L de TE et conservé à 

Quantification des librairies 3e 

Chaque librairie 3C est quantifiée en triplicata à l'aide d'un spectrophotomètre 

Ultrospec 2100 pro (Biochrom Ltd) par mesure de la densité optique à 11.=260 nm en 

utilisant le programme interne de quantification de l'ADN. 
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PCR 

La détection des produits du 3C est effectuée par PCR sur une dilution de la librairie 3C 

(-300 ng/réaction) et du contrôle de ligation (-20 ng) dans les conditions suivantes: Une 

étape de dénaturation de 5 min à 94°C suivi de 40 cycles d'amplification (94°C-30 s, 62°C-

35 s, 72°C-30 s) dans un volume de réaction de 20 /-lL [Tris (10 mM, pH 8,0), KCI (50 

mM), MgClz (1 mM), NH4CI (5 mM), DMSO (2,5%), amorces 06-0l/amorce 

complémentaire (0,5 /-lM chaque), dNTP (87,5 I-lM), Taq polymérase (0,14 U//-lL)] pour 

toutes les régions du locus sauf pour la région Gy qui est amplifiée dans un tampon moins 

stringeant [Tris (10 mM, pH 8,5), KCI (50 mM), MgClz (1,25 mM), amorces 06-01/06-04 

(0,5 /-lM chaque), dNTP (87,5 /-lM), Taq polymérase (0,14 U//-lL)]. Voir à l'Annexe l, 

Tableau XVII, page VI pour la liste des amorces. Les amplicons des librairies 3C et 

du contrôle de ligation sont déposés sur un même gel d'agarose 2,1% coloré au bromure 

d'éthidium, révélé aux UV -B (Â,=302 nm), digitalisé à l'aide d'un système Alpha Imager 

2200 et quantifié avec le logiciel ImageQuant v5.0. 

Quantification de la proximité relative 

La proximité relative p(r) entre la LCR et une région donnée (région rA) du locus 

est calculée en divisant le ratio d'intensité de la bande de cette région obtenue de la librairie 

3C sur celle obtenue avec le contrôle de ligation par le ratio d'intensité de la bande du 

pseudogène \jf~ obtenue de la librairie 3C sur celle obtenue du contrôle de ligation, selon la 

formule: 

Équation 2: p(r) = ( rA(3C)/rA(contrôle) J 
\jf~ (3C) / \jf~ (contrôle) 



128 

Cette formule permet de normaliser les résultats obtenus entre les différents 

échantillons et pour la différence d'efficacité d'amplification entre les différentes régions 

analysées du locus. 

2.9 Méthodes statistiques 

La normalité de la distribution des différentes mesures est vérifiée par le test 

omnibus de normalité de D'Agostino & Pearson lorsque le n est suffisamment élevé. 

Lorsque le n est insuffisant, la distribution normale est assumée et les valeurs sont 

présentées en tant que moyennes ± écarts types à moins de raisons logiques permettant 

d'assumer une distribution non Gaussienne, auquel cas, les valeurs sont présentées en tant 

que médianes ± écarts interquartiles. Lorsque deux groupes sont comparés, le t-test non­

pairé et le test de Mann-Whitney sont respectivement utilisés selon que les groupes ont une 

distribution normale ou non. Lorsque plus de deux groupes sont comparés, un ANOV A à 

un sens suivi du post-test des comparaisons multiples de Tukey et du post-test de pente ou 

un test de Kruskal-Wallis suivi du post-test des comparaisons multiples de Dunn sont 

effectués selon la normalité de la distribution. Les tests pairés de Wilcoxon et de Friedman 

suivi du post-test des comparaisons multiples de Dunn sont utilisés pour les analyse 

d'immunoprécipitation de la chromatine, l'ANOV A en mesures répétées suivi du post-test 

des comparaisons multiples de Tukey dans les analyses d'expression et de 3C, le F-test de 

pente et le test de non-linéarité de Runs dans les analyses d'expression et le test exact de 

Fisher dans l'analyse des Pop-in/Pop-out. Le test exact de Fisher est également utilisé pour 

l'évaluation de la transmission mendélienne des gènes KO lors de croisements 

hétérozygotes alors que pour les croisements homozygotes, le test du X2 a été employé. 

Tous les tests statistiques ont été effectués avec un intervalle de confiance à 95% et un p 

statistique < 0,05 est considéré significatif. 



Chapitre 3 

Résultats 

3.1 Génération des YAC mutants 

3.1.1 PBGDAy-YAC 

Recombinaison homologue dans la levure 

Les Pop-in 

Après la transformation, 33 clones poussant sur le milieu sans uracile ont été criblés 

et 23 ont démontré une intégration du YIp telle qu'attendue, 6 clones se sont intégrés via la 

petite région d'homologie en 5' alors que 4 clones présentaient un patron de digestion 

aberrant. Il est à noter ainsi que la digestion BspEI n'a pas favorisé l'intégration du YIp en 

3' plutôt qu'en 5' puisqu'une proportion de 23 clones sur 29 ayant le patron de digestion 

attendu n'était pas statistiquement différente de la valeur de 70% attendu d'une intégration 

aléatoire compte tenu de la longueur des deux bras d'homologie (Fisher: p = 0,5) 

Deux clones qui démontraient un patron de digestion Eco065 1 correct (Clones Pil 

et Pi5 ont été sélectionnés pour la deuxième étape de recombinaison homologue. 

Les Pop-out 

Compte tenu de la longueur des deux bras d'homologie du YIp intégré dans le Y AC, 

une efficacité de génération de Pop-out mutants de l'ordre de 30% avec 70% de révertants 

(Y AC ayant conservé la séquence sauvage) était attendue. 30 clones Pop-out obtenus avec 

le Pil et 30 autres avec le Pi5 ont été criblés. Alors que le Pi5 a donné 8 clones mutants, 20 

révertants et 2 clones aberrants ce qui était exactement la proportion attendue (Fisher: p = 

1,0), le Pil a donné 29 révertants et aucun mutant, démontrant ainsi un fort biais vers 

l'élimination de la séquence mutante (Fisher: p < 0,002). Le clone Pil a donc été abandonné 

et trois clones Pop-out (les clones Po5-8, Po5-11 et Po5-12), obtenus du clone Pi5, ont été 

sélectionnés pour être caractérisés en profondeur. 
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Caractérisation du Y AC mutant 

Les trois mutants ont été caractérisés par buvardage de type Southern en utilisant 

des sondes réparties le long du locus (Figure 27 et section 2.4.1, page 105). Si les trois 

clones se sont avérés intègres au niveau du LCR, du gène E et des gènes y, le clone Po5-11 

a démontré un réarrangement au niveau du gène ~ et a donc été abandonné. 

Une analyse des clones Po5-8 et Po5-12 a été effectuée ensuite par PFGE 

permettant de déterminer la présence de larges délétions dans le locus ou ailleurs dans le 

y AC (Figure 47, Annexe II, page XII). Les deux clones n'ont démontré aucune délétion 

importante et ont donc été conservés pour la génération des souris transgéniques. 
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Figure 27: Caractérisation de l'intégrité du mutant PBGDAy-Y AC. Analyse par buvardage 
de type Southern des clones Po5-8, Po5-I1 et Po5-12. Sur la gauche, sont indiquées les 
différentes digestions utilisées avec les sondes qui sont elles-mêmes indiquées en couleur 
sous le locus. Les traits de couleur indiquent les fragments attendus pour chaque digestion 
en fonction de la sonde. Au bas de l'image sont présentés en exemples, les autoradio­
grammes du clone PBGDAy-Y AC Po5-12 (PY), en comparaison avec le locus sauvage 
(wt). M, marqueur de poids moléculaire ÀHindIII dont les fragments aperçus correspondent 
à 23,1 kb, 9,4 kb, 6,5 kb, 4,4 kb, 2,3 kb et 2,0 kb. 
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3.1.2 ~-842/-384Ay-Y AC 

Recombinaison homologue dans la levure 

Les Pop-ins 

Après la transformation, 10 clones poussant sur le milieu sans uracile ont été criblés 

par PCR et tous ont démontré l'intégration du VIp. 3 clones sélectionnés (Pi29(5)-2-1, 

Pi29(5)-2-3 et Pi29(5)-2-8) ont ensuite été caractérisés par buvardage de type Southern et 

tous avaient intégré le VIp au bon endroit et aucun ne présentait de réarrangement. Le clone 

Pi29(5)-2-1 a été sélectionné pour générer les Pop-out. 

Les Pop-out 

Compte tenu de la longueur des deux bras d'homologie du VIp intégré dans le Y AC, 

une efficacité de génération de Pop-out mutants de l'ordre de 46% avec 54% de révertants 

était attendue. 15 clones Pop-out obtenus avec le Pi29(5)-2-1 ont été criblés par PCR. 6 

clones mutants et 9 révertants ont été obtenus, donc dans la proportion attendue (Fisher: p 

1,0). 5 des 6 clones Pop-out mutants (les clones Po29(5)-2-1.1, Po29(5)-2-1.2, Po29(5)-2-

1.7, Po29(5)-2-1.9 et Po29(5)-2-1.13) ont été sélectionnés pour être caractérisés plus en 

profondeur. 

Caractérisation du Y AC mutant 

Les 5 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern en 

utilisant les mêmes sondes réparties le long du locus que pour le PBGDAy-Y AC (Figure 28 

et section 2.4.2, page 106). Tous les clones analysés se sont avérés intègres à l'exception du 

clone Po29(5)-2-1.7 qui présentait plusieurs réarrangements dans le locus. Les autres 

clones ont été conservés pour la génération des souris. 
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3.1.3 A-384/-202Ay-YAC 

Recombinaison homologue dans la levure 

Les Pop-ins 

Après la transformation, 10 clones poussant sur le milieu sans uracile ont été criblés 

par PCR et tous ont démontré l'intégration du Ylp. 3 clones sélectionnés (Pi9(14)-3-2, 

Pi9(l4)-3-3 et Pi9(l4)-3-9) ont été ensuite caractérisés par buvardage de type Southern 

mais seulles clones Pi9(14)-3-2 et Pi9(l4)-3-9 avaient intégré le YIp au bon endroit et ne 

présentaient aucun réarrangement. Le clone Pi9(14)-3-9 a été sélectionné pour générer les 

Pop-out. 

Les Pop-out 

Compte tenu de la longueur des deux bras d'homologie du YIp intégré dans le Y AC, 

une efficacité de génération de Pop-out mutants de l'ordre de 56% avec 44% de révertants 

était attendue. 15 clones Pop-out obtenus avec le Pi9(14)-3-9 ont été criblés par PCR. 9 

clones mutants, 5 révertants et 1 clone aberrant ont été obtenus ce qui représentait 

exactement la proportion attendue (Fisher: p = 1,0). 4 des 9 clones Pop-out mutants (les 

clones Po9(l4)-3-9.2, Po9(14)-3-9.8, 'Po9(l4)-3-9.9 et Po9(l4)-3-9.1 0) ont été sélectionnés 

pour être caractérisés plus en profondeur. 

Caractérisation du Y AC mutant 

Les 4 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern 

(Figure 28 et section 2.4.3, page 106) et tous les clones analysés se sont avérés intègres à 

l'exception du clone Po9(I4)-3-9.8 qui n'avait pas perdu la séquence sauvage de Ay. Les 

clones corrects ont été conservés pour la génération des souris. 
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3.1.4 ~-204/-135Ay-YAC 

Recombinaison homologue dans la levure 

Les Pop-ins 

Après la transformation, 10 clones poussant sur le milieu sans uracile ont été criblés 

par PCR mais seuls 7 ont démontré l'intégration du VIp. 3 clones sélectionnés (Pi4(2)-15-2, 

Pi4(2)-15-5 et Pi4(2)-15-8) ont été ensuite caractérisés par buvardage de Southern mais 

seul les clones Pi4(2)-15-2 et Pi4(2)-15-5 se sont avérés avoir intégré le VIp à l'endroit 

prévue alors que le clone Pi4(2)-15-8 avait intégré le VIp dans la région 5' du promoteur de 

A y. 

Les Pop-out 

Compte tenu de la longueur des deux bras d'homologie du VIp intégré dans le Y AC, 

une efficacité de génération de Pop-out mutants de l'ordre de 58% et 42% de révertants 

était attendue. Dans un premier temps, le clone Pi4(2)-15-5 a été sélectionné pour générer 

les Pop-out et 15 clones obtenus ont été criblés par PCR. 4 clones mutants et Il révertants 

ont été obtenus ce qui, bien que s'éloignant de la proportion attendue, ne représentait pas 

une différence statistiquement significative (Fisher: p = 0,1). Les 4 clones Pop-out mutants 

(Po4(2)-15-5.6, Po4(2)-15-5.10, Po4(2)-15-5.l2 et Po4(2)-15-5.l3) ont été sélectionnés 

pour la caractérisation subséquente. Toutefois cette analyse a démontré qu'aucun de ces 

clones n'avait perdu la séquence sauvage du gène Ay. 

Un deuxième tour de génération de Pop-out en utilisant les Pop-in Pi4(2)-15-2 et 

Pi4(2)-5-8 a donc été effectué. 15 clones obtenus pour chacun des deux Pop-in utilisés ont 

été criblés par PCR. 12 clones mutants et 3 révertants ont été obtenus du clone Pi4(2)-15-2 

alors que 4 clones mutants et 10 révertants ont été obtenus du clone Pi4(2)-5-8. Encore une 

fois, ces résultats ne divergeaient pas significativement des proportions attendues de 58% et 

42% de mutants des Pop-in Pi4(2)-15-2 et Pi4(2)-5-8 respectivement (Fisher: p = 0,4; p = 
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0,7). 8 clones mutants (Po4(2)-lS-2.l, Po4(2)-lS-2.2, Po4(2)-lS-2.3, Po4(2)-lS-2.S, 

Po4(2)-lS-8.7, Po4(2)-1 S-8.l0, Po4(2)-lS-8.l1 et Po4(2)-lS-8.l2) ont été sélectionnés 

pour être caractérisés. 

Caractérisation du Y AC mutant 

Les 8 mutants sélectionnés ont été caractérisés par buvardage de type Southern 

(Figure 28 et section 2.4.4, page 107) et tous les clones analysés se sont avérés intègres à 

l'exception du clone Po4(2)-lS-8.12 qui n'avait pas perdu la séquence sauvage de Ay. Les 

autres clones ont été conservés pour la génération des souris. 
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Figure 28: Caractérisation de l'intégrité des mutants !:~!/y-Y AC. Analyse par buvardage de 
type Southern des clones Pop-out pour les trois mutations de délétion. Sur la gauche, sont 
indiquées les différentes digestions utilisées avec les sondes qui sont indiquées en couleur 
sous le locus. Les traits de couleur indiquent les fragments attendus pour chaque digestion 
en fonction de la sonde. Au bas de l'image sont présentés en exemples, les auto­
radiogrammes des clones ~-842/-384Ay-YAC Po29(S)-2-1.2 (29), ~-384/-202Ay-YAC 
Po9(14)-3-9.2 (9) ainsi que ô-204/-13SAy-YAC Po4(2)-lS-8.7 (4), comparés avec le locus 
sauvage (wt). M, marqueur de poids moléculaire AHindIII dont les fragments aperçus 
correspondent à 23,1 kb, 9,4 kb, 6,S kb, 4,4 kb, 2,3 kb et 2,0 kb. 
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3.2 Génération des souris transgéniques 

3.2.1 Les souris PBGDAy-YAC 

Le Y AC Po5-8 (Section 3.1.1, page 129) a été sélectionné pour la microinjection. 

Sur les 17 fondatrices obtenues, 7 avaient intégré de 1 à 10 copies entières du locus 

(Figure 29). Les autres fondatrices démontraient soit des délétions de portions importantes 

du locus ou des réarrangements dans différentes régions, en plus de présenter dans certains 

cas une intégration mosaïque caractérisé par un nombre de copies inférieur à 1 (Tableau 

XVIII, Annexe II, page XIII). Une analyse rapide de l'expression protéique des gènes du 

transgène sur UT-PA GE a permis de détecter les trois chaînes humaines Ay, Gy et P chez les 

fondatrices ayant intégré au moins une copie complète du locus alors que les souris qui 

avaient intégré un locus tronqué, présentaient une expression variable des gènes du locus 

(Tableau XVIII, Annexe II, page XIII). 

Il est à noter, que la lignée PY452 qui possédait entre 5 et 10 copies du YAC ne 

transmettait le transgène que très difficilement et n'a donc pas été utilisée pour les analyses 

subséquentes. 
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PY397 + + + + + + 1 
PY418 + + + + + + 2 
PY437 + + + + + + 1 
PY452 + + + + + + -10 
PY465 + + + + + + 1 

Figure 29: Caractérisation des fondatrices PBGDAy-Y AC. Exemples représentatifs de PCR 
et d'autoradio grammes démontrant l'intégrité des différentes régions du locus. Les 7 
fondatrices ayant le locus intègre sont également présentées (pour une représentation plus 
détaillée des 17 fondatrices, se référer au Tableau XVIII à l'Annexe II, page XIII). Y: 
Souris p-Y A C ayant le locus humain sauvage; PY: fondatrice de la lignée PY 418. M, 
marqueur de poids moléculaire 

3.2.2 Les souris A-842/-384Ay-YAC 

Le Y AC Po29(5)-2-1.2 (Section 3.1.2, page 132) a été sélectionné pour la 

micro injection. 

Les trois fondatrices .1L 7, .1Lll et .1L49 avaient intégré une seule copie du locus 

entier (Tableau VIII). Une analyse rapide de l'expression protéique sur UT-PAGE, a permis 

de détecter la chaîne p chez les trois fondatrices (Tableau VIII). 
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Tableau VIII: Caractérisation des fondatrices ~-841/-3 84Ay-Y AC. 

Intégrité Expression 

lignées copies B.G. HS2 Il y 0 P B.D. Gy Ay P 

L'iL7 D 0 0 0 0 0 D + 

L'iL Il D 0 0 0 0 0 D + 

L'iL49 D 0 0 0 0 0 D + 

Légende du tableau: L'intégrité des différentes régions du locus a été vérifiée par PCR pour 
les bras gauche (B.G.) et droit (B.D.) du YAC et par buvardage de type Southern pour les 
autres régions: 0: présent, 0: présent et intègre. Expression: expression protéique des 
chaînes de globine au stade adulte, +: expression aisément détectable, -: expression non­
détectable. 

3.2.3 Les souris A-384/-202Ay-Y AC 

Le YAC Po9(l4)-3-9.9 (Section 3.1.3, page 133) a été sélectionné pour la 

microinjection. 

Sur les 3 fondatrices qui ont intégré entre 1 et 2 copies du transgène, seule la souris 

~M56 avait intégré le locus entier alors que les deux autres fondatrices présentaient 

d'importants réarrangements ou des délétions dans le locus (Tableau IX). Une analyse 

rapide de l'expression protéique sur UT-PAGE a confirmé que seule la souris ~M56 

exprimait la chaîne ~ au stade adulte, la fondatrice ~M42 n'exprimant aucune globine. Pour 

ce qui est de la souris ~M53 qui était d'haplotype s/d, la chaîne ~ n'a pu être détectée à 

cause de la présence de la ~single endogène. (Tableau IX). 



Tableau IX: Caractérisation des fondatrices ~-384/-202Ay-y AC. 

lignées copies HS2 

tlM42 

tlM53 

tlM56 

2 

2 

0' 

0' 

0' 

Il 

Intégrité 

0' 

0' 

x 

0' 

0' 

Expression 
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+ 

Légende du tableau: L'intégrité des différentes régions du locus a été vérifiée par buvardage 
de type Southern: 0: présent et intègre, lEI: présent mais non-intègre (bandes de la 
mauvaise longueur), x: absent. Expression: expression protéique des chaînes de globine au 
stade adulte, +: expression aisément détectable, -: expression non-détectable. 

3.3 Analyses d'expression dans les souris transgéniques 

3.3.1 Les souris PBGDAy-YAC 

Pour évaluer l'impact du remplacement du promoteur de la Ay-globine sur la 

commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte, l'expression des différents gènes a été 

mesurée à différents stades du développement, tant au niveau de l'ARN qu'au niveau des 

protéines. 

Expression au niveau ARN 

Une analyse par PCR quantitatif en temps réel des gènes embryonnaires, fœtaux et 

adultes du locus a été effectuée sur trois lignées de souris PBGDAy-Y AC (PY367, PY 418 et 

PY 465) ainsi que sur la lignée contrôle p-Y AC qui possède le locus sauvage humain. Cette 

analyse a été effectuée à différents stades du développement du jour embryonnaire el 0,5 au 

stade adulte (Figure 30). Les trois lignées PBGDAy-Y AC n'ont démontré aucune différence 

d'expression pour tous les gènes du locus durant le développement et ce, jusque chez 

l'adulte (ANOV A: p > 0,4). 
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&-globine 

L'expression du gène embryonnaire E: a été mesurée en fonction des globines 

humaines totales à e10,5 dans le sac vitellin, e12,5, e14,5 et e16,5 dans le foie fœtal, à la 

naissance dans la rate et chez l'adulte dans la moelle osseuse (Figure 30A-B). L'expression 

de E: à tous les stades du développement dans les lignées PBGDAy-Y AC, ne différait pas 

significativement de l'expression observée avec le locus sauvage de la souris p-Y AC 

(ANOV A: F(3,2o) = 1,2; P = 0,33) indiquant de ce fait, que la régulation de ce gène était 

indépendante de la substitution du promoteur de la Ay-globine par le promoteur PBGD. 

AGI b· y- et y-g 0 me 

Utilisant la présence du 5'UTR de PBGD fusionné au messager Ay, les deux gènes 

fœtaux ont put être analysés séparément. Telle qu'attendu du promoteur stade-indépendant 

de PBGD, l'expression de Ay dans les souris PBGDAy-Y AC a été mesurée à un niveau 

stable tout au long du développement (de el 0,5 au stade adulte) ce qui a été démontré par la 

linéarité de la courbe d'expression (test de non-linéarité de Runs: p = 0,4) et par la pente de 

cette dernière ne déviant pas significativement de la valeur ° (F-test de pente: p = 0,34) 

(Figure 30B). Cette expression soutenue différait de la répression de l'expression des deux 

gènes y, observée dès e 12,5 et de l'extinction complète de cette expression vers e 14,5 chez 

la souris P-Y AC (Figure 30A). Il est à noter que l'expression du gène non modifié Gy devait 

servir de contrôle interne et était sensé suivre celle du gène équivalent du locus sauvage. 

Dans les faits toutefois, son expression s'avéra significativement dérégulée. En effet, si à 

e10,5 l'expression de Gy semblait normale, à e 12,5 et e 14,5 elle était activée 1,5 fois par 

rapport au niveau mesuré à el 0,5 alors que dans le locus sauvage, l'expression mesurée à 

e12,5 et e14,5 était diminuée de 10 fois et 20 fois respectivement. Finalement juste avant la 

naissance, une répression progressive de Gy a été mesurée chez les souris PBGDAy-Y AC 

sans toutefois jamais atteindre l'inactivation complète et ce, même plusieurs mois après la 

naissance (Figure 30A-B). Cette commutation incomplète des gènes fœtaux a été observée 



141 

pour les trois lignées PBGDAy-Y AC et différait significativement de celle observée chez les 

souris ~-YAC, qui était complétée dès e14,5 (ANOVA: F(3,20) = 10,78;p:S; 0,0005). 

8-g1obine 

De même que les gènes fœtaux, les gènes adultes ont démontré un patron 

d'expression et une cinétique d'activation altérés. Une analyse de l'expression des gènes ô et 

~ en utilisant des amorces spécifiques a été effectuée à tous les stades du développement. À 

e10,5, l'expression de ô était virtuellement indétectable même après 45 cycles 

d'amplification par PCR aussi bien pour les souris PBGDAy-Y AC que pour les souris ~­

y AC. De façon intéressante, chez la souris ~-Y AC, ô-globine était exprimé à un niveau 

faible mais stable de e 12,5 à la naissance, ne représentant toutefois que moins d'un 

millième de l'expression de ~ à ces stades. Chez l'adulte, l'expression de ô augmentait de 1 ° 
fois pour atteindre les 1-2% normalement attendus (Figure 30C). Dans les souris PBGDAy­

y AC, l'expression de ô a été détectée à un niveau stable du jour embryonnaire e12,5 au 

stade adulte. Cependant, au stade fœtal, le niveau d'expression de ô était ~ 1 ° fois inférieur à 

celui mesuré chez la souris ~-Y AC. Étant donné que Ô n'était pas activé au stade adulte 

chez les souris PBGDAy-Y AC, la différence de ratio ôm était encore plus grande, ne 

représentant plus que ~ 10-2 de la valeur mesurée chez les ~-Y AC, démontrant de ce fait que 

le gène PBGDAy interférait avec le niveau et l'activation ontogénique de ô. 

{J-globine 

L'expression du gène adulte ~ à el 0,5 a été estimé à ~5% des chaînes totales dans 

les souris ~-Y AC alors que des niveau très bas < 0,1% ont été détectés dans les souris 

PBGDAy-y AC (Figure 30A-B) suggérant un impact du promoteur PBGD sur ce gène dès le 

stade embryonnaire. Chez les souris ~-YAC, dès e12,5 l'expression de ~ prédominait déjà 

sur tous les autres gènes et représentait près de 80% des globines humaines. Contrastant 

avec ce résultat, à e 12,5 chez les souris PBGDAy-Y AC, ~ ne faisait que commencer à être 
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activé. Ce délai observé dans toutes les lignées PBGDAy-Y AC de e 12,5 à la naissance 

correspondait en fait à une diminution de cinq fois de la cinétique d'activation du gène ~ 

par rapport à celle mesurée dans les souris ~-Y AC. À la naissance, les niveaux d'expression 

de ~ (~65%) étaient sous les niveaux mesurés à e i 2,5 chez la souris ~-Y AC, démontrant de 

ce fait un retard de plus de 8 jours. En fait, le niveau maximal de ~ (80%) n'a été atteint 

qu'au stade adulte. Toutefois, bien que le patron d'expression de ~ était sévèrement affecté 

(ANOV A: F(3,20) = Il,70; p = 0,0005), l'expression de 8 l'était encore plus, suggérant que le 

promoteur PBGD avait un impact important sur l'expression des deux gènes adultes. 
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Figure 30: Expression des gènes du locus PBGDAy-Y AC (qPCR). L'expression des 
différents gènes du transgène a été mesurée par RT-PCR quantitatif en temps-réel aux 
différents stades du développement chez les fœtus de e10,5 à e16,5, chez les nouveau-nés 
O'l"B) et chez les adultes (Ad). (A) Patron d'expression des gènes humains E, y et ~ dans la 
souris contrôle ~-Y AC. Les résultats représentent la moyenne ± l'écart type (N = 3 pour 
chaque stade fœtal et N = 2 pour les souris adultes). (B) Patron d'expression des gènes E, Gy, 
Ay et ~ dans la souris PBGDAy-YAC. Les résultats représentent la moyenne de trois lignées 
± l'écart type (N = 8 pour chaque stade fœtal, N = 7 pour les nouveau-nés et N = 8 pour les 
adultes; 2-3 souris pour chacune des lignées PY367, PY418 et PY465). (C) Ratio de 
l'expression du gène ô sur celle du gène ~ chez les souris ~-Y AC (Y AC) et la moyenne de 
trois lignées PBGDAy-Y AC (PY). Le p statistique a été déterminé à l'aide du (-test de 
Student: *: p < 0,002, **: p < 0,0005, ***: p < 0,0001. 
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Expression protéique 

Parallèlement à l'analyse du patron d'expression au niveau de l'ARN des globines, le 

patron d'expression protéique des chaînes de globine du sang périphérique a été mesuré à 

tous les stades du développement chez les souris p-Y AC et les trois lignées PBGDAy-Y AC 

(N= 2-5 par lignée) (Figure 3lA-B) incluant le stade juvénile de p3 à p2l chez les lignées 

PY367 et PY 465 (Figure 31 C). 

L'expression protéique des souris p-Y AC et PBGDAy-Y AC a démontré ainsi un 

patron similaire à celui de l'ARN avec un délai toutefois de 4-20 jours dû à la demi-vie 

accrue des érythrocytes définitifs dans le sang périphérique. Une expression soutenue de la 

protéine E a été mesurée jusqu'à e14,5 indiquant qu'à cette période, le sang périphérique 

était toujours constitué surtout d'érythrocytes primitifs produits par le sac vitellin. Par la 

suite, l'expression de E diminuait à des niveaux à peine détectables dès le jour e16,5 

indiquant qu'à ce stade, la commutation cellulaire avait eu lieu et que les cellules 

circulantes étaient désormais essentiellement d'origine définitive. 

Contrairement aux analyses d'ARN, l'analyse de l'expression protéique a permis de 

distinguer les chaînes Gy et Ay à la fois chez les PBGDAy-Y AC et chez les souris contrôles 

p-YAC (Figure 3lA-B). Au jour elO,5, les lignées PBGDAy-YAC démontraient des 

niveaux d'expression de Ay et Gy similaires à ceux observés dans la lignée p-Y AC. 

Toutefois, dès e12,5 le patron d'expression protéique des chaînes fœtales chez les souris 

PBGDAy-y AC commençait à différer de celui mesuré chez la souris p-Y AC. Chez cette 

dernière, si à e12,5 les niveaux de la protéine Gy étaient toujours légèrement plus élevés que 

ceux de Ay, à e14,5 ces niveaux étaient devenus égaux (Figure 3lA). Par la suite, les 

chaînes fœtales étaient remplacées graduellement par le chaîne adulte p et dès e16,5, les 

deux chaînes y avaient atteint des niveaux à peine détectables. Chez les souris PBGDAy­

y AC, Gy était fortement activé comparativement à Ay dès le jour e 12,5 et demeurait ainsi la 

chaîne de globine majoritaire du sang périphérique jusqu'au jour postnatal -p 1 0 (Figure 
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31 B-C). Notablement, même à l'âge de plusieurs mois, les deux chaînes y représentaient 40-

50% des chaînes humaines de globine dans le sang périphérique, une contribution bien 

supérieure à celle mesurée au niveau transcriptionnel dans la moelle osseuse Cp < 10-1°). 

De façon concomitante à l'expression soutenue des chaînes fœtales tout au long du 

développement, un délai de l'activation de P était observable dans les souris PBGDAy-YAC 

comparativement au souris p-Y AC. De plus, tout comme au niveau de l'ARN, la cinétique 

de cette activation était fortement altérée. Le niveau maximal d'expression a été mesuré 

chez l'adulte mais est demeuré inférieur à celui mesuré au niveau de l'ARN. Alors que la 

chaîne ù pouvait être détectée chez les souris adultes p-Y AC, elle est demeurée indétectable 

chez les souris PBGDAy-Y AC à tous les stades du développement suggérant une expression 

de ce gène sévèrement affectée. 
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Figure 31: Analyse des chaînes de globine dans les souris PBGDAy-YAC. (A) Les chaînes 
de globine du sang périphérique des souris sauvages (wt), ~-Y AC (Y AC) et PBGD~-Y AC 
(pY) à différents stades du développement ont été séparées par UT-PAGE pour permettre la 
discrimination des chaînes Gy et Ay. (A-B) Le patron d/expression au cours du dévelop­
pement (B) et après la naissance (C) des chaînes humaines de globine est rapporté en 
fonction du pourcentage des chaînes humaines totales. Les résultats représentent la 
moyenne de ± l'écart type de 2-5 souris pour les ~-Y AC et de 9-11 souris provenant de trois 
lignées (2-5 souris pour chacune des trois lignées PY367, PY418 et PY465) en (B) et 2-4 
souris pour chacune des deux lignées PY367 et PY465 en (C). NB: nouveau-né. Ad: adulte. 
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Distribution cellulaire de l'expression 

Pour vérifier si l'expression concomitante de y et P observée chez les souris adultes 

PBGDAy-y AC était due à une expression pancellulaire des deux gènes ou à une expression 

de chaque gène dans des populations distinctes de cellules, le sang périphérique des sept 

lignées a été analysé par cytométrie en flux en utilisant des anticorps contre les 

hémoglobines HbA et HbF. Ces anticorps reconnaissaient spécifiquement les tétramères 

hybrides U2 murinp2 humain et U2 murinY2 humain respectivement sans toutefois reconnaître les 

hémoglobines murines comme cela est démontré par l'analyse du sang de la souris sauvage 

(Figure 32). L'expression de la P-globine humaine (HbA +) au stade adulte a été détectée 

dans 70-80% des érythrocytes de toutes les lignées transgéniques, y compris la souris P­
y AC. L'expression de la y-globine humaine (HbF+) a été observée dans 85-100% des 

érythrocytes des sept lignées PBGDAy-Y AC. Le nombre de cellules exprimant y semblait 

être influencé par le nombre de copies du transgène puisque les lignées ayant le plus grand 

nombre de copies présentaient la plus grande proportion de cellules exprimant y alors que 

de façon réciproque, les lignées ayant le moins de copies du transgène exhibaient un 

déplacement de l'intensité du signal de fluorescence dans une petite proportion de cellules 

mais qui demeurant sous le seuil de détection défini (Figure 32). 
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Figure 32: Distribution cellulaire de Pexpression de y et ~ dans les érythrocytes matures 
adultes. (A) Exemples représentatifs de graphiques obtenus des analyses par cytométrie en 
flux de souris sauvages FI (C57B1I6J X CBA/J), ~-y AC et PBGDAy-Y AC. Des anticorps 
spécifiques ont été utilisés pour reconnaître spécifiquement les hémoglobines hybrides HbF 
(a2murinY2humain) et HbA (a2murin~2humain) sans détecter les hémoglobines endogènes. (B) 
Histogrammes de la distribution des cellules exprimant la HbA et/ou la HbF au stade 
adulte. Les 7 lignées PBGDAy_ Y AC ont été ainsi comparées aux contrôles sauvages et ~­
y AC. Le pourcentage d'érythrocytes totaux est représenté par la moyenne de 2-4 souris 
pour chaque lignée. 
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3.3.2 Les souris PBGDAy-Y AC/EKLF -nulles 

Pour éliminer l'influence de l'activation de p dans la commutation tardive de l'hémo­

globine fœtale à adulte observée chez les souris PBGDAy-Y AC et ainsi déterminer l'étendue 

de la fonction des gènes fœtaux dans la régulation de cette fonction, le gène EKLP qui est 

essentiel pour l'expression de P mais dispensable à l'expression des gènes y a été éliminé 

par ablation génique dans les souris PBGDAy-Y AC. 

Expression au niveau ARN 

Deux lignées PBGDAy-Y AC ont été croisées avec des souris hétérozygotes pour 

l'allèle nul du facteur EKLF. Puisque l'ablation homozygote de ce gène est létale à partir de 

e14,5, les fœtus obtenus de croisements homozygotes PBGDAy-YACIEKLP+/- X EKLP+/­

ont été prélevés tôt le matin du 14e jour embryonnaire puis l'expression des gènes de 

globine humaine a été mesurée (Figure 33). L'analyse de l'expression des gènes fœtaux et 

adultes à e14,5 a démontré tel qu'attendu, que la médiane de l'expression de P diminuait de 

façon proportionnelle à la disparition de EKLF dans les souris hémizygotes et homozygotes 

pour l'ablation du gène EKLF, passant de 22% des globines humaines chez les souris 

EKLF+/+ à 0,02% chez les EKLp-/- (Kruskal-Wallis: p < 0,002). Contrairement à ce qui a 

été observé avec le gène p, le gène Ay, sous le contrôle du promoteur PBGD, n'était 

influencé ni par l'absence de EKLF ni par l'inactivation de P puisque son expression est 

demeurée stable à -25% (Kruskal-Wallis: p > 0,3) alors que Gy présentait une augmentation 

proportionnelle à la disparition de EKLF passant de 48% chez les EKLF+/+ à 76% chez les 

EKLF-/- (Kruskal-Wallis: p < 0,005). Ces résultats démontraient ainsi que l'inactivation de 

P et/ou la disparition de EKLF pouvaient contrer l'inactivation tardive du gène Gy dans le 

locus PBGDAy-Y AC. 
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Figure 33: Expression des gènes de globine chez les fœtus PBGDAy-YACfEKLF-nuls, 
L'ARNm du foie fœtal à e14,5 a été quantifié par RT-PCR quantitatif en temps-réel pour 
l'expression des gènes Gy, Ay et ~ chez les fœtus PBGDAy-YAC+ et EKLF+1+ (+/+, N = 7), 
EKLF+1

- (+/-, N= 6) et EKLF/- (-/-, N= 5). L'expression mesurée chez les fœtus de deux 
lignées PBGDAy-YAC (PY367 et PY465) est rapportée en fonction du pourcentage des 
globines humaines et est représentée par la médiane des deux lignées ± les écarts 
interquartiles pour chacun des génotypes. 

3.3.3 Les souris PBGDAy-Y AC/lkaros-nulles 

Puisqu'il a été suggéré que le facteur Ikaros et le complexe PYR étaient impliqués 

de façon indépendante des promoteurs fœtaux dans la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte, j'ai décidé d'évaluer l'apport du facteur Ikaros dans la 

commutation tardive de l'hémoglobine observée chez les souris PBGDAy-Y AC. Pour ce 

faire, Ikaros a été éliminé par ablation génique dans les souris PBGDAy-Y AC. 

Expression protéique 

Deux lignées PBGDAy-Y AC ont été croisées avec des souris hétérozygotes pour 

l'allèle nul du gène endogène Ikaros. Puisque les souris Ikaros-I
- survivent difficilement, le 

sang périphérique de souris âgées de 3 semaines a été prélevé et les chaînes de globine ont 

été séparées par UT-PAGE. (Figure 33). Il est à noter que l'obtention de souris Ikaros-I
- s'est 
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avérée difficile puisque seulement 7 souris (dont 4 étaient négatives pour le transgène 

PBGDAy-YAC) sur 106 étaient de génotype Ikaros-/-. Cette proportion était significa­

tivement inférieure à la proportion de 25% attendue d'une transmission mendélienne (X2
(2, 

13,49): p < 0,002) suggérant une mortalité survenant avant le moment du seuvrage ou 

possiblement in utero. Ce biais n'était observable toutefois que pour la perte homozygote 

du gène Ikaros puisque avec 27 souris Ikaros +/- sur 59 souris obtenues de croisements où un 

seul parent était porteur de l'allèle nul, la transmission ne différait pas des 50% attendus 

d'une transmission mendélienne (Fisher: p = 0,7). L'ablation du facteur Ikaros n'a eu qu'un 

faible impact sur la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte (Figure 34). En effet, si 

la proportion de l'expression de PBGDAy présentait une augmentation modeste mais 

significative, passant de ~25% chez les souris Ikaros +/+ et Ikaros +/- à ~39% chez les Ikaros-/­

(p < 0,0005), les proportions de Gy et ~ ne présentaient pas de différences significatives en 

absence d'Ikaros. Il est à noter que l'ablation génique d'Ikaros n'a pas eu d'effet significatif 

sur l'expression des deux chaînes adultes endogènes de la souris ~maj et ~min (Figure 48A, 

Annexe II, page XIV). Toutefois, les niveaux d'expression des chaînes humaines étaient 

significativement diminués, tant pour Gy que ~, alors que l'expression de Ay ne présentait 

qu'une légère diminution statistiquement non significative (Figure 48B, Annexe II, page 

XIV) expliquant de ce fait, l'apparente activation de Ayen comparaison aux deux autres 

chaînes humaines. Ces résultats suggéraient que si Ikaros ne joue pas un rôle déterminant 

dans la commutation de l'hémoglobine dans le contexte du locus PBGDAy-Y AC, il pourrait 

être important pour l'expression maximale des gènes de globine. 



152 

10 0 
Ay-globine 

'00 
Gy-globine 

100 
~-globine 

... 
0:;: 
+ 
J" 

* ---,-
-r 

-r 
+ {:50 

• ---,-
25 

--r 1 
.. 

0 
. ".< , ,}f' 

+/+ -/- +/+ -1- +/+ -/-
Ikaros Ikaros Ikaros 

Figure 34: Expression des chaînes de globine chez les souris PBGDAy-YAC/lkaros-nulles. 
Les chaînes 0y_, Ay_ et P-globine du sang périphérique ont été quantifiées par UT-PAGE 
chez des souris de trois semaines PBGDAy-Y AC+ sur fond Ikaros +1+ et +1- (+/+, N = 19) et 
Ikaros-I

- (-/-, N = 3). L'expression mesurée chez les deux lignées PBGDAy-Y AC (PY367 et 
PY 465) est rapportée en fonction du pourcentage des globines humaines et est représentée 
par la moyenne des deux lignées ± l'écart type. Le p a été déterminé à l'aide du {-test de 
Student: *, p < 0,0005. 

3.3.4 Les souris A-842/-384Ay-YAC 

Pour évaluer l'impact de la délétion de la région comprise entre -842 et -384 pb du 

site d'initiation de la transcription du gène Ay sur la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte, l'expression au niveau de l'ARN des différents gènes a été mesurée par PCR 

quantitatif en temps-réel à divers stades du développement chez les souris L1-842/-384Ay­

YAC. 

Comme il peut être observé à la Figure 35A, les patrons d'expression des gènes 8, y 

et P à tous les stades du développement, du jour embryonnaire e10,5 à l'âge de sevrage (~3 

semaines), ne différaient pas de façon significative des patrons d'expression de ces gènes 

dans le locus sauvage p-YAC. De plus, lorsque mesuré au niveau protéique au jours e12,5, 

si le ratio des chaînes fœtales Ayfy semblait présenter une légère augmentation dans deux 

des trois lignées L1-842/-384Ay-Y AC (Figure 35B), cette variation n'était toutefois pas 
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statistiquement significative (ANOVA: F(3,17) = 1,9; p = 0,18) indiquant que la délétion de 

cette région du promoteur de la Ay-globine n'influence l'expression ni du gène Ay lui-même, 

ni des autres gènes du locus et n'a donc pas d'impact sur la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte. 
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Figure 35: Expression des gènes du locus il-842/-384Ay-Y AC. (A) Le patron d'expression 
des différents gènes du transgène a été mesuré par RT-PCR quantitatif en temps-réel à 
différents stades du développement chez les fœtus de e10,5 à e16,5, chez les nouveau-nés 
(NB) et chez les souriceaux en âge d'être sevrés (Sev). Les résultats représentent la 
moyenne des trois lignées ilL 7, ilL Il et ilL49 ± l'écart type (N = 9-10 pour chaque stade et 
N = 3-4 pour chaque lignée) et est comparée à celle de la souris p-Y AC (N = 3 pour chaque 
stade). (B) Moyenne ± écart type des ratios de l'expression de la chaîne Ay sur la chaîne Gy 
mesurés par UT-PAGE du sang des fœtus il-842/-384Ay-YAC (ilL7, N= 4; ilL11, N= 4; 
ilL49, N = 6 et p-Y AC, N = 4) prélevés au jour embryonnaire e12,5. 
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3.3.5 Les souris ~-384/-202Ay-y AC 

Pour évaluer l'impact de la délétion de la région comprise entre -384 et -202 pb du 

site d'initiation de la transcription du gène Ay sur la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte, l'expression au niveau de l'ARN des différents gènes a été mesurée par PCR 

quantitatif en temps réel aux stades embryonnaire et fœtal chez les souris ~-384/-202Ay­

YAC. 

Comme il a été observé chez les souris ~-842/-384Ay-Y AC, le patron d'expression 

des gènes E, y et p, de e9,5 à e 14,5 jours chez la seule lignée ~-384/-202Ay-y AC ayant le 

locus intègre, ne diffère pas de façon significative du patron d'expression de ces gènes dans 

le locus sauvage p-Y AC (Figure 36). Ce résultat indiquait ainsi que la délétion de cette 

région du promoteur de la Ay-globine n'influençait pas la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte. 
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Figure 36: Expression des gènes du locus ~-384/-202Ay-y AC. Le patron d'expression des 
différents gènes du transgène a été mesuré par RT-PCR quantitatif en temps-réel à 
différents stades du développement chez les fœtus de e9,5 à e14,5 jours. Les résultats 
représentent la moyenne de la lignée ~M56 ± l'écart type (N = 3-5 pour chaque stade) 
comparée à celle de la souris p-Y AC (N = 3 pour chaque stade). 
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3.4 Études de l'épigénétique chez la souris PBGDAy-YAC 

La différence importante entre les patrons d'expression des gènes de type p-globine 

chez les souris PBGDAy-Y AC comparés à la souris p-Y AC m'a mené à analyser la 

signature épigénétique dans le locus mutant et son rôle potentiel dans la dérégulation de la 

commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. 

3.4.1 Modification des histones dans le locus 

Puisque les résultats d'expression à e 12,5 indiquaient que les souris PBGDAy-Y AC 

exprimaient essentiellement les gènes fœtaux y alors que la souris p-Y AC exprimait surtout 

p, l'état de la chromatine dans le locus a été mesuré par immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP) de l'ADN du foie fœtal à e 12,5. Ainsi, les niveaux d'acétylation des 

histones H3 et H4 ainsi que les niveaux de di-méthylation de la lysine K4 de l'histone H3 

ont été mesurés au niveau des deux promoteurs y et du promoteur p dans deux lignées 

PBGDAy-YAC (PY367 et PY465) et dans la souris p-YAC (Figure 37). Aucune différence 

statistiquement significative n'a été mesurée au promoteur Gy et PBGDAy des souris 

PBGDAy-y AC en comparaison aux promoteurs y de la souris p-Y AC (Kruskal-Wallis: p > 

0,1). Pour ce qui est du promoteur p, mis à part une légère augmentation significative de la 

di-méthylation en K4 de l'histone H3 chez les souris PBGDAy-Y AC en comparaison avec la 

souris p-Y AC aucune autre différence significative n'a été observée (Mann-Whitney: p > 

0,1). De fait, les promoteurs fœtaux (Friedman: p = 0,19) et adultes (Wilcoxon: p = 0,25) 

des souris PBGDAy-Y AC ne présentaient aucune tendance générale significative vers une 

signature d'ouverture ou de fermeture de la chromatine en comparaison à la souris p-Y AC. 

Une analyse similaire a été effectuée sur les précurseurs érythroïdes 

(CD71 +Ter119+) triés par FACS des cellules de la moelle osseuse de souris adultes de deux 

lignées PBGDAy-Y AC (PY367 et PY 465) et de la lignée p-Y AC (Figure 37). Cette fois 

aucune différence n'a été mesurée pour les trois modifications au niveau du promoteur p 
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(Mann-Whitney: p > 0,7) qui ne présentait aucune tendance générale vers une signature 

d'ouverture ou de fermeture de la chromatine en comparaison à la souris p-Y AC 

(Wilcoxon: p = 0,25). Au niveau des promoteurs y toutefois, une diminution significative 

de l'acétylation de l'histone H4 ainsi que de la di-méthylation en K4 de l'histone H3 a été 

mesurée lorsque comparés aux promoteurs y de la souris P-Y AC qui étaient principalement 

dues à des diminutions au niveau du promoteur PBGDAy. De fais, les promoteurs fœtaux 

présentaient une signature épigénétique qui tendait significativement vers une fermeture de 

la chromatine en comparaison au locus sauvage (Friedman: p < 0,03) dont la plus grande 

contribution provenait du promoteur PBGDAy (Dunn: p < 0,05). 



20 

~1 
0--~10 « 
;t. 
(!) 

40 

~ 30 
.e­
~20 
« 
;t. 
(!) 10 

157 

Gy A'I 'V~ 0 ~ 

lII--IïJ D Il lï1 
.". 

e12,5 e12,5 

...... 1 
C"') 

.,e. 
~ 1 
o:::l.. 
::s 
l: 

H3ac H4ac H3me 

Adulte 

* 

GAy Gy Ay GAy Gy Ay GAy Gy Ay 
H3ac H4ac H3me 

!jJ p.YAC 0 PBGDAY-YAC 

Figure 37: Modifications des histones dans les souris PBGDAy-YAC. Une immuno­
précipitation de la chromatine (ChIP) a été effectuée sur des fœtus à e12,5 et des adultes 
PBGDAy-y AC (barres blanches) et p-Y AC (barres grises) en utilisant des anticorps 
reconnaissant spécifiquement la forme acétylée des l'histones H3 (H3ac) et H4 (H4ac) ainsi 
que la forme di-méthylée en K4 de l'histone H3 (H3me). Les fragments des ChIP ont été 
analysés par qPCR en temps réel aux deux promoteurs fœtaux (GAy, -158 à +53) pour la 
lignée p-YAC (N 3), aux promoteurs Gy (Gy, -158 à +53) et PBGDAy (Ay, -167 à +47) 
chez les PBGDAy.YAC (N = 6; PY367, N = 3 et PY465, N = 3) ainsi qu'au promoteur p 
(·146 à +36). Les histogrammes représentent la médiane du ratio d'enrichissement relatif au 
gène contrôle Zfp37 ± les écarts interquartiles. Le p a été déterminé par le test de Kruskal­
Wallis suivi du post-test des comparaisons multiples de Dunn pour les promoteurs fœtaux 
alors que le test de Mann-Whitney a été utilisé pour le promoteur p: *, p < 0,05. 
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3.4.2 Méthylation SmC de l'ADN dans le locus 

Les niveaux de méthylation des sites de restriction des enzymes sensibles à la 

méthylation (HpaII, HhaI ou BsaAI) ont été mesurés en évaluant la résistance au clivage de 

l'ADN du foie d'embryons PBGDAy-YAC et p-YAC prélevés au jour embryonnaire e12,5. 

Puisque le locus de la p-globine est pauvre en séquences CpG, seuls quelques sites situés 

aux promoteurs (proximaux et distaux) et/ou dans la séquence codante des gènes Gy, Ay, Ô et 

p ont été analysés (Figure 38). 

Le site Hp aIl proximal de Gy (-54 du site d'initiation de la transcription) a démontré 

un niveau de 5mC environ trois fois inférieur dans les souris PBGDAy-Y AC (~25%) que 

dans la souris p-Y AC (~80%) ce qui corrèle bien avec l'activité transcriptionnelle de ce 

gène dans ces deux lignées. À l'inverse, les deux sites distaux Hpall (-3419) et HhaI 

(-1410) n'ont démontré aucune différence significative bien que le site de méthylation à 

-3419 semblait présenter une diminution de ~50% dans les souris PBGDAy-Y AC en 

comparaison aux souris p-Y AC. En fait, cette différence était due à un seul embryon chez 

qui ce site a été digéré à 100% par l'enzyme alors que les autres embryons présentaient une 

moyenne du pourcentage de méthylation semblable au pourcentage observé dans la lignée 

p-y AC. Le gène ô-globine qui n'est pas exprimé à ce stade chez les embryons PBGDAy­

y AC et p-Y AC présentait un niveau de 5mC de plus de 90% au seul site BsaAI présent 

dans sa séquence codante (+469) et ce, chez tous les embryons analysés. De même, les sites 

BsaAI situés à -1791 et -268 du promoteur p ne présentaient aucune différence significative 

entre les locus mutant et sauvage. Toutefois, le site BsaAI situé dans la séquence codante 

de p démontrait une augmentation modeste mais significative de 5mC chez les embryons 

PBGpAy-YAC (~78%) comparée au locus sauvage (~55%) et corrélant avec l'activité 

transcriptionnelle. 

Il est à noter que les niveaux de 5mC mesurés au site Hpall à +21 dans le promoteur 

PBGD riche en CpG, étaient beaucoup plus bas que le site Hpall à -54 du gène Ay du locus 
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sauvage ~-y AC et étaient comparables en fait, aux niveaux de 5mC mesurés dans le 

promoteur Gy du locus mutant (Figure 38). 

(-54) (+21) 

* 
[] 

y py y py y py y py 

Figure 38: Patron de méthylation de l'ADN dans les souris PBGDAy-Y AC. Le statut de 
5mC des sites Hpall (H), HhaI (Hh) et BsaAI (8) situés entre les sites délimitants EcoRI 
(E), de l'ADN isolé du foie prélevé à e12,5 de fœtus PBGDAy-YAC (PY, N = 4; PY367, N 
= 2 et PY 418, N = 2) et ~-Y AC (Y, N = 3). Les numéros au dessus des histogrammes 
donnent les coordonnées des sites de restriction relativement au site d'initiation de la 
transcription de leur gène correspondant. Les histogrammes représentent la moyenne du 
pourcentage de la fraction méthylée non-digérée ± l'écart type. Le p a été déterminé à l'aide 
du (-test de Student. *, p < 0,002 
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3.5 Études mécanistiques chez la souris PBGDAy-YAC 

Afin de déterminer les mécanismes généraux menant à l'expression soutenue des 

gènes fœtaux et au retard de l'activation des gènes adultes dans la souris PBGDAy-Y AC, j'ai 

décidé d'étudier le comportement du locus mutant par une étude mécanistique permettant 

de mesurer la proximité relative entre le LCR et les différentes régions du locus. 

3.5.1 Capture de conformation chromosomique 

Une étude de capture de conformation chromosomique (3C) permettant de 

déterminer les interactions physiques du LCR avec les différentes régions du locus a été 

effectuée sur les cellules de foies fœtaux prélevés d'embryons à e 12,5 ainsi que sur les 

précurseurs érythroïdes de la moelle osseuse de souris adultes de deux lignées PBGDAy­

y AC (PY367 et PY 465) et de la lignée contrôle p-Y AC. 

Chez l'embryon à e12,5 

Les interactions génomiques ont été quantifiées en mesurant le taux de réticulation 

entre les fragments EcoRI, normalisé pour l'efficacité des différents PCR à l'aide du 

contrôle de ligation et pour la concentration et le nombre de copie sur le pseudogène \!IP 
auquel a été assignée la valeur "1" (Figure 39). Comme contrôle de réticulation non 

spécifique, l'interaction entre les fragments EcoRI du LCR et de l'exon 15 du gène 

endogène Pkd1 a été mesurée. Puisque aucun produit de PCR n'a été détecté entre ces deux 

fragments, ceci confirmait la spécificité des interactions mesurées dans le locus de la P­
globine. 

Ainsi, à e12,5 dans les fœtus PBGDAy-YAC, l'analyse a démontré que le LCR 

s'associait spécifiquement avec tout le domaine fœtal, incluant les gènes Gy et Ay ainsi que 

la région intergénique entre ces deux gènes. Chez les deux lignées PBGDAy-Y AC, cette 

association était significativement plus élevée que celle mesurée dans le locus sauvage p-
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y AC (ANOV A: F(2,6) = 52,46; P < 0,002) dans lequel à l'inverse, le LCR se retrouvait 

exclusivement en association avec tout le domaine adulte, ce qui incluait les gènes 0 et ~ 

ainsi que leur région inter génique. Cette interaction ne se retrouvait pas chez les lignées 

PBGDAy-y AC (ANOV A: F(2,6) = 50,81; P < 0,002). Il est à noter que les deux lignées 

PY367 et PY 465 ne présentaient pas de différence significative entre elles, telle que 

démontré par le post-test des comparaisons multiples de Tukey (p > 0,05). 

Chez l'adulte 

Chez les souris adultes, la situation était partiellement corrigée puisque le LCR se 

retrouvait désormais à proximité du domaine adulte (0 à ~) dans les souris ~-Y AC et dans 

les deux lignées PBGDAy-Y AC (Figure 40). De fait, aucune différence significative n'a été 

observée entre les lignées PBGDAy-Y AC et ~-Y AC au niveau de ce domaine (ANOV A: 

F(2,6) = 1,82; P = 0,27). Toutefois, dans le locus mutant PBGDAy-Y AC, le LCR démontrait 

toujours une fréquence relative de réticulation assez élevée au niveau du domaine fœtal (Gy 

à Ay ainsi que leur région intergénique) que l'on ne mesurait pas dans le locus sauvage et ce 

pour les deux lignées PY367 et PY465 (ANOVA: F(2,6) = 9,91; P < 0,05). 
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Figure 39: Proximité relative du LCR et des différentes portions du locus à eI2,5, mesurée 
par 3C. La fréquence relative de réticulation entre le fragment EcoRI du LCR (HS2-4) et 
les différents fragments EcoRI du locus (indiqués par des barres grises sous le locus) a été 
évaluée en mesurant l'enrichissement des produits de PCR spécifiques. La fréquence 
relative de réticulation a été calculée en divisant le ratio d'intensité de l'amplicon pour une 
région donnée sur celle de l'amplicon du contrôle, par le ratio d'intensité de l'amplicon du 
pseudogène \jf~ sur celle de l'amplicon du contrôle (voir Méthodes, section 2.6.2, page 
127). Sous les histogrammes sont présentés des exemples de produits de PCR représentatifs 
des différentes régions pour chacune des lignées. Les histogrammes représentent la 
moyenne de trois pools de 3-4 foies fœtaux ± l'écart type. 



163 

HS5 HS4 HS3 HS2 HS1 3'HS 

t t t t t € Gy Ay \jf~ fi P t - I!I ~ -EcoRI --- - ---
c::: 7 
0 
:; 
co 6 
"S 
CJ 
:; 

5 'CI> ... 
CI> 

"0 4 
CI> 

-~-YAC > LCR :; -PY367 CO 3 
~ =PY465 

CI> 2 CJ 
c::: 
CI> 
::l 1 C" 

'CI> ... 
LI. 

0 
YAC - .- ~ " , - -PY367 - - -. <::'~ ~; -PY4IlS -.. - - """'" '- - ..... ' 
CTRI. ... - ..... --

Figure 40: Proximité relative du LCR et des différentes portions du locus chez l'adulte. La 
fréquence relative de réticulation entre le fragment EcoRI du LCR (HS2-4) et les différents 
fragments EcoRI du locus a été mesurée dans des cellules Ter119+ isolées de la moelle 
osseuse de souris adultes PBGDAy-Y AC et p-Y AC. Les valeurs des histogrammes 
représentent la moyenne de trois souris ± l'écart type. 



Chapitre 4 

Discussion 

Le locus de la P-globine humaine représente un modèle intéressant pour l'étude de 

la régulation des grands loci multigéniques en général. Ce locus qui comprend cinq gènes 

fonctionnels exprimés de façon réciproque et hautement régulée au cours du 

développement a depuis longtemps représenté un grand défi pour les biologistes 

moléculaires. En effet, bien que chaque gène du locus possède des éléments régulateurs qui 

lui sont propres et lui assurent un patron d'expression adéquat lors du développement, ces 

éléments seuls ne parviennent pas à expliquer la régulation fine des différents gènes lors 

des deux commutations de l'hémoglobine que l'on retrouve chez l'humain et chez les grands 

primates. Pendant un certain temps, on a bien vu dans le LCR, l'élément du locus qui 

s'assurait de l'harmonie de la régulation des cinq gènes sous son contrôle, \04 mais 

aujourd'hui on sait que si le LCR est important pour le bon fonctionnement du locus, son 

rôle dans la régulation de l'hémoglobine fœtale à adulte est certainement beaucoup plus 

limité que ce qui avait tout d'abord été proposé. 

La régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte ne peut 

probablement pas se résumer à un seul maître-régulateur, mais serait plutôt le fait de la 

collaboration de plusieurs éléments dont leurs fonctions propres contribueraient de façon 

plus modeste mais interdépendante à cette régulation. On pourrait certes être tenté de 

penser que chacun des gènes du locus est principalement régulé de façon autonome, tel 

qu'il a été suggéré par les premières études en transgéniques qui ont démontré que les 

promoteurs des gènes de globine possédaient la capacité d'être exprimés au stade approprié 

en l'absence du LCR à l'exception du gène P pour lequel un enhancer situé en 3' du gène 

était également requis.94
;96;388 Toutefois, les études subséquentes ont démontré que 

l'expression coordonnée des différents gènes lors des deux commutations de l'hémoglobine 

ne pouvait s'expliquer simplement par l'inactivation de certains gènes de façon simultanée 

mais indépendante à l'activation des gènes réciproques et que certains mécanismes de 

"compétition" semblaient s'appliquer. 1ol
;lo3;516;528 De fait, il est devenu de plus en plus 

évident que la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte, qui se caractérise par 
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l'inactivation des gènes fœtaux Gy et A.y et par l'activation coïncidente des gènes adultes pet 

cS, serait le fait d'une inactivation relativement autonome des gènes fœtaux, dont dépendrait 

l'activation des gènes adultes. I03 ;255;257;259 Ainsi, l'absence d'activité transcriptionnelle du 

gène p au stade fœtal serait due surtout à un mécanisme de compétition avec les gènes 

fœtaux pour l'activité du LCR. Ce modèle pointe ainsi vers les promoteurs fœtaux comme 

étant des éléments régulateurs majeurs de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte, 

même si plusieurs questions demeurent sans réponse quant à leur rôle dans cette régulation. 

La première, soulevée par deux études ayant donné des résultats contradictoires, concerne 

l'inactivation des gènes adultes par compétition avec les gènes fœtaux et de l'importance de 

la structure ou de la nature des promoteurs des gènes y dans cette compétition.512;516 En 

effet, une des questions restait à savoir si cette capacité à inactiver les gènes adultes au 

stade fœtal était intrinsèque à certains éléments spécialisés des promoteurs y, à toutes autres 

parties du gène y, ou si cette inactivation était simplement dépendante de toute activité 

transcriptionnelle LCR-dépendante en amont des gènes adultes. La deuxième question 

concernait la présence de deux gènes fœtaux aux promoteurs virtuellement identiques dans 

le locus. Si plusieurs études ont démontré que la présence d'un seul de ces gènes en amont 

des gènes adultes était suffisante pour obtenir une régulation adéquate de ces derniers lors 

du développement,260;262;293;529 l'importance de la duplication des gènes fœtaux dans le 

recrutement fœtal de leur expression chez les simiens n'était toujours pas comprise.530 De 

fait, les mécanismes par lesquels ces deux gènes sont co-régulés lors du développement 

demeuraient à ce jour, inconnus. 

L'objectif de cette thèse était principalement de répondre à la première de ces deux 

questions, c'est-à-dire de déterminer le rôle du promoteur du gène fœtal Ay dans la 

régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. L'approche expérimentale 

développée pour cette étude devait en effet permettre de déterminer si le promoteur Ay 

possédait des éléments précis dont la fonction spécifique serait de contrôler la commutation 

et d'identifier ces éléments. À l'inverse, elle aurait également permis de déterminer si la 
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fonction du prom~teur fœtal dans la régulation de la commutation n'était due qu'à son 

activité transcriptionnelle fœtale-spécifique et LCR-dépendante. La modification d'un seul 

gène fœtal (Ay) en gardant l'autre (Gy) intacte, m'aura cependant également permis d'obtenir 

des éléments d'information sur l'implication de la duplication des gènes y sur le recrutement 

fœtal de leur expression au cours de l'évolution et les mécanismes par lesquels ils sont co­

régulés. 

4.1 Impact du promoteur PBGD sur la commutation 

La caractérisation fonctionnelle du promoteur fœtal-spécifique du gène de la Ay_ 

globine a été entreprise en le remplaçant dans le contexte du locus entier par le promoteur 

érythroïde-spécifique mais stade-indépendant du gène de la porphobilinogène désaminase 

ou PBGD. Cette approche a fait en sorte de remplacer le promoteur de la Ay-globine, 

soupçonné d'être impliqué directement dans la régulation de la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte, par un promoteur capable de recruter sensiblement les 

mêmes facteurs de transcriptions et d'être activé par le LCR, mais dont l'expression devait 
517-519-521 être stable tout au long du développement. ' , 

Il est important de mentionner que cette modification a été effectuée sans altérer 

d'autres éléments du locus et que le contrôle utilisé lors de cette étude était une souris 

comportant le même locus, sans la substitution du promoteur. Ceci faisait en sorte d'assurer 

que toute divergence mesurée dans l'expression de tous les gènes du locus devait être due 

strictement à la substitution du promoteur Ay par le promoteur PBGD. De plus, le rempla­

cement de la région du promoteur Ay par une région équivalente de taille identique (887 pb) 

garantissait l'intégrité de la chromatine en préservant la distance physique entre les 

différents éléments régulateurs du locus. Cette caractéristique était importante puisqu'il est 

connu qu'une perturbation de ces distances entre éléments génétiques, peut dérégler leur 

mode de fonctionnement et leur capacité à interagir, entre autre en modifiant la structure, 

l'espacement ou le positionnement des nucléosomes.531;532 
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Il est à noter qu'à la base, la présence du gène fœtal Gy non modifié devait servir de 

contrôle interne permettant d'évaluer l'impact du promoteur PBGD sur l'expression de Ay. 

Mais comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, l'activation de Ay à tous les stades 

du développement a eu des répercussions importantes sur presque tous les gènes du locus, y 

compris son alter ego Gy. 

4.1.1 Délai de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte 

La commutation retardée et incomplète de l'hémoglobine fœtale à adulte, provoquée 

par la présence d'un promoteur actif à tous les stades du développement à la place d'un 

promoteur actif seulement au stade fœtal, suggère plusieurs implications concernant les 

mécanismes sous-jacents à ce processus: 

Le LCR est recruté par le promoteur PBGD 

Le promoteur érythroïde de la porphobilinogène désaminase avait été choisi à la 

base pour sa capacité à recruter des facteurs similaires à ceux se liant aux promoteurs des 

gènes de globine, son expression indépendante des stades développementaux et sa capacité 

à être activé par le LCR du locus de la ~_globine.517;519-521 Cette dernière caractéristique 

était importante puisqu'elle allait permettre de déterminer si la régulation de la commuta­

tion de l'hémoglobine fœtale à adulte et par conséquent, la compétition entre les promoteurs 

y et ~ était dépendante d'éléments uniques aux gènes y, ou plutôt secondaire à toute activité 

transcriptionnelle LCR-dépendante en amont des gènes adulte (5 et ~. 

En accord avec ce qui avait été rapporté par Eleouet et al,519 le promoteur PBGD 

dans notre construction pouvait être activé par le LCR et ce, à tous les stades du dévelop­

pement, ce qui a été démontré par l'expression du gène hybride PBGDAy à des niveaux 

comparables aux gènes de globine du locus. De plus, l'analyse de 3C a clairement démontré 

que le LCR se retrouvait à proximité du promoteur PBGD indiquant de ce fait, que 

l'activation de ce promoteur par le LCR se faisait par interactions entre ces deux éléments 

via le looping de la chromatine. 
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Bien que les interactions LCR-PBGD ne représentent pas une fonction nonnale de 

la région de contrôle du locus de la ~-globine, connaître quels étaient les éléments du 

promoteur de PBGD qui étaient impliqués dans le recrutement du LCR donnerait 

certainement des infonnations sur le fonctionnement de cet élément. Aussi, bien que cette 

question aille au-delà des objectifs de cette thèse, il est approprié de se questionner sur 

l'identité des principaux facteurs impliqués dans ces interactions. De fait, EKLF, GATA-l 

et NF-E2 représentent trois candidats intéressants puisqu'ils sont tous capables de se lier au 

promoteur PBGDsI7 et qu'ils ont tous été proposés comme étant impliqués dans les inte­

ractions LCR-promoteur dans le locus de la ~_globine.2os;398;406 Toutefois, sur la base des 

croisements des souris PBGDAy-Y AC avec les souris EKLF -nulles qui n'ont démontré 

aucune variation de l'expression du gène Ay, je peux affinner que ce facteur ne joue, au 

mieux, qu'un rôle très limité dans le recrutement du LCR au promoteur PBGD. Il est 

possible cependant, que dans le cas du promoteur PBGD, un autre membre de la famille 

des KLF puisse avoir une fonction redondante avec EKLF. De façon à pousser plus avant 

l'étude de ces interactions, il pourrait être intéressant de croiser les souris PBGDAy-Y AC 

avec des souris nulles pour le gène NF-E2. En effet, un croisement avec ces souris qui sont 

viables et qui ne présentent qu'une variation négligeable de l'expression des gènes de 

globine,413 pourrait donner une réponse rapide quant à l'implication de ce facteur dans les 

interactions LCR-PBGD. 

Coopération bigénique 

Coopération des gènes fœtaux 

Contrairement à ce que j'attendais, cette étude a démontré qu'en dépit du fait que la 

région régulatrice du gène fœtal Gy, qui n'a pas été modifiée et qui donc, possède 

vraisemblablement tous les éléments nécessaires à sa répression au stade adulte,301 cette 

répression peut être outrepassée par l'activation du gène Ay, localisé 4,9 kb en aval. Cette 

observation est importante puisqu'elle implique en corollaire que si pris individuellement 
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en association avec le LCR, les gènes fœtaux sont des entités indépendantes capables d'une 

inactivation autonome au stade adulte, lorsqu'ils sont associés dans un contexte qui leur est 

plus naturel, leur régulation devient plutôt interdépendante. Supportant l'idée que les deux 

gènes fœtaux sont capables de coopérer pour être régulés de façon coordonnée, des cas ont 

été rapportés où l'expression de Gy était augmentée suite à la présence de mutations 

produisant une persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale spécifiques au gène Ay,533;534 

ou à l'inverse, qu'une délétion de quatre nucléotides dans le promoteur de Ay affectait 

négativement l'expression de Gy au stade fœta1. 535 D'ailleurs, une étude au cours de 

laquelle l'élément DRED du promoteur Ay avait été muté dans des souris YAC 

transgéniques, avait résulté également en une coactivation modeste de Gy bien que les 

auteurs n'aient pu l'expliquer.301 Un mécanisme de co-réguation des gène fœtaux par le 

LCR est également supporté par une étude qui a démontré que le LCR était capable de 

partager sa fonction activatrice entre les deux gènes y d'un même chromosome.555 

Cependant, puisque l'insertion d'un seul gène y actif en amont du gène E provoque 

l'inactivation des deux gènes y situés à leur position naturelle,258 la position relative des 

deux gènes y dans le locus serait critique pour la coopération des gènes fœtaux et leur 

régulation combinée. 

Si la coopération bigénique a été suggérée sur la base de l'activation de Gy 

conséquemment à l'activation de Ay par le promoteur PBGD, c'est en observant les résultats 

de l'analyse de capture de conformation chromosomique que cette coopération prenait tout 

son sens. En effet, lorsqu'il est recruté au niveau du gène PBGDAy, le LCR se retrouve 

également en association avec le gène Gy ainsi qu'avec leur région intergénique. Il est 

intéressant de noter d'ailleurs que cette association avec la région intergénique est forte, 

aussi bien au jour embryonnaire e12,5 qu'à l'âge adulte, suggérant que cette association 

pourrait être impliquée dans l'interaction des deux gènes avec le LCR. Le fait que la 

proximité relative du LCR avec Gy, telle que mesurée à e12,5, soit de comparable amplitude 

à celle du LCR avec Ay, suggère en fait que le LCR serait capable d'interagir simultanément 
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avec les deux gènes fœtaux et ce, vraisemblablement via différentes régions ou HS. En 

effet, un mécanisme de flip-flop par lequel le LCR ferait la navette entre les deux gènes 

fœtaux ne saurait expliquer l'activation concomitante de Gy et Ay puisqu'il impliquerait que 

l'affinité de Gy pour le LCR soit de force au moins égale à celle de Ay malgré les signaux 

répresseurs présents. Les niveaux d'expression très élevés de Gy observés au stade fœtal, 

supportent d'ailleurs l'hypothèse que le LCR puisse lier et activer les deux gènes fœtaux 

simultanément. 

Dans le modèle que je propose, les deux gènes du domaine fœtal forment un sous­

domaine génique capable de coopérer pour être activés de façon concomitante en 

interagissant simultanément avec l'holocomplexe du LCR via deux ou plusieurs points 

d'ancrages pouvant être situés dans leur promoteur respectif, dans des régions introniques 

ou non traduites, et/ou encore dans la régions intergénique. Ainsi certains HS pourraient 

avoir la fonction de s'attacher au sous-domaine alors que d'autres pourraient avoir la 

fonction d'activer les deux gènes fœtaux. 

Coopération des gènes adultes 

Bien qu'elle ne semble pas aussi pertinente que pour les gènes fœtaux puisque que 

chez l'humain, le gène de la ~-globine représente essentiellement le seul gène de globine a 

être exprimé après la naissance, 0 ne représentant jamais plus de 2-3% des chaînes de 

globine du sang périphérique, 1 
16 l'hypothèse d'une coopération bigénique pour les gènes 

adultes n'en demeure en fait, pas moins importante. D'ailleurs, la délétion de Corfu qui 

englobe une portion du gène 0 ainsi que la région située en amont de ce dernier, résulte en 

une diminution de l'activité transcriptionnelle du gène ~ suggérant que les deux gènes 

adultes intacts sont nécessaires à la régulation de ~.157 De fait, les analyses de 3C présentés 

dans cette thèse ont démontré une proximité relative importante du gène 0 au LCR à 

chaque fois que ~ y était associé et ce, indépendamment de l'activité transcriptionnelle de o. 
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Ainsi, on peut observer des similitudes évidentes de comportement du LCR avec les gènes 

adultes et avec les gènes fœtaux. 

La raison pour laquelle Ô n'est exprimé qu'à des niveaux résiduels chez l'humain est 

assez bien documentée. La délétion de la boîte CACCC, due à une conversion génique du 

promoteur Ô, fait en sorte que le facteur de transcription essentiel EKLF ne peut initier 

adéquatement la transcription 120;536 et ce, même en présence du LCR. Ce qui a d'ailleurs été 

démontré par des études utilisant des constructions où le gène Ô était lié à des éléments du 

LCR et qui ont échoué à produire des niveaux élevés de ô-globine.537 La question 

demeurait toutefois à savoir si les faibles niveaux d'expression de Ô étaient dus à son 

incapacité à recruter le LCR ou à une insensibilité à son activité. Les résultats de notre 

étude permettent de suggérer que la faible activité de Ô ne serait pas due à l'incapacité du 

gène à interagir avec le LCR mais plutôt à une insensibilité à l'activation par ce dernier, 

puisque le LCR se retrouve à proximité de Ô même lorsque ce dernier n'est pas exprimé. 

Toutefois, l'hypothèse que les interactions que j'ai observées entre le LCR et ô-globine ne 

soient pas attribuables directement au promoteur Ô mais à d'autres séquences proximales 

telles que les introns ou encore des régions situées en amont ou en avale du gène ne peut 

être négligée. En effet, le fragment EcoRI du gène Ô utilisé pour l'étude de 3C était de ~2,3 

kb et couvrait tout le gène Ô ainsi que près de 900 pb de la région promotrice et pourrait 

donc contenir des éléments encore non-identifiés et impliqués dans le recrutement du LCR. 

Un de ces éléments potentiels pourrait être l'élément PYR qui bien que n'étant pas inclus 

dans le fragment, se retrouve tout juste à la limite de ce dernier. D'ailleurs, le fait que 

l'expression des gènes de globine était diminuée sans préférence en absence d'Ikaros, 

suggère que ce facteur pourrait être impliqué dans la formation des interactions bigéniques 

avec le LCR, une fonction qui irait plus loin que sa seule présence dans le complexe PYR. 

En effet, la présence de sites de liaison d'Ikaros PYR-indépendants près du gène Ô mais 

aussi aux environs des gènes y416 où l'analyse de 3C a identifié de fortes associations avec 

les HS2-4 du LCR, suggère un rôle de ce facteur dans cette fonction. 
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Il est d'ailleurs intéressant de noter que la délétion du promoteur ~ dans le contexte 

du locus entier, n'empêche pas le recrutement du LCR au domaine adulte à moins qu'elle ne 

soit associée à une délétion du HS3.463 Ceci suggère en fait que ces deux éléments ne 

viennent pas en contact direct et donc, que le HS3 se lierait ailleurs dans le domaine 

adulte. 

De fait, si le LCR est capable de s'associé simultanément aux deux gènes fœtaux via 

différentes régions ou HS, il serait logique de penser qu'il puisse le faire également avec les 

deux gènes adultes ce qu'ont effectivement démontré mes résultats de 3C. Ainsi, la liaison 

du LCR avec différents points d'ancrage dans le sous-domaine bigénique adulte pourrait 

permettre de stabiliser le grand holocomplexe LCR-8/~. 

La coopération bigénique n'est pas obligatoire 

On sait depuis longtemps que les gènes de globine peuvent être associés 

individuellement avec différents éléments du LCR et être ainsi activés.346;347 Ceci indique 

que les différents HS du LCR peuvent individuellement activer un gène qui lui est associé 

avec une efficacité plus ou moins grande selon le HS. Si certains HS semblent présenter 

une préférence pour certains gènes plutôt que d'autres,347;349 le consensus général est de dire 

que la fonction des HS n'est pas spécifique à des gènes donnés ce qui soulève la question à 

savoir quel HS active quel gène dans le contexte d'une coopération bigénique. Des études 

qui ont déplacé ou ajouté des gènes dans le locus ont démontré également que le LCR 

complet pouvait activer un seul gène à la fois et donc, qu'il ne nécessitait pas absolument 

deux gènes pour fonctionner et ce, même si le patron d'expression des gènes déplacés s'en 

trouvait toujours altéré, étant généralement exprimés plus tôt que lorsque positionnés dans 

leur contexte nature1.258;488;507 Ceci indique que le LCR possède la capacité de s'associer à 

deux gènes simultanément, mais que cette association serait strictement dépendante de la 

distance entre ces gènes et de leur position respective dans le locus et que cette association 

simultanée est nécessaire à une régulation adéquate de ces gènes. Autrement, le LCR 

possède l'alternative d'aller vers le gène le plus près et de l'activer de façon indépendante 
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des autres gènes mais avec comme conséquence, une perte de la spécificité temporelle de 

l'expression. Ces dernières caractéristiques sont également supportées par le fait que la 

modification de l'orientation du locus ou du LCR affecte le patron d'expression de tous les 

gènes du locus.343;503 

li-globine chez l'humain est un gène atypique 

Chez l'humain et chez les autres grands singes, le gène E est le seul gène à être 

exprimé au stade embryonnaire précoce. 1 
15 De ce fait, ce gène ne peut être impliqué dans 

une coopération bigénique et doit donc fonctionner de façon autonome.250 Ainsi, 

l'autonomie de E irait bien plus loin que la simple autonomie d'inactivation lors de la 

commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale, mais se caractériserait également 

par une autonomie dans sa relation avec le LCR. D'ailleurs, il a été démontré que E 

n'interagissait pas avec le LCR de la même façon que les autres gènes du locus, étant très 

sensible à la distance entre lui et le LCR. 254;382 Indubitablement, E représente un gène de 

globine atypique dont le mode de régulation diffère substantiellement de celui des autres 

gènes du locus. 

La coopération bigénique ... un phénomène unique à l'humain? 

Si cette co activation simultanée de deux gènes de globine par le LCR telle que 

présentée dans cette thèse s'avère exacte chez l'humain, il est peu probable qu'une fonction 

aussi importante soit exclusive à cette espèce. En effet, au cours de l'évolution le LCR a été 

remarquablement conservé entre les différentes espèces animales, le nombre et l'identité 

des HS étant presque toujours maintenus. 124 Ainsi, la coopération pour l'activité du LCR à 

un stade, donné, de deux gènes ayant la même ontogénie, devrait être la norme plutôt que 

l'exception. De fait, il est notable que les gènes de type p-globine chez la plupart des 

espèces semblent fonctionner par paire. Par exemple, dans le locus murin de la p-globine, 

les deux gènes adultes (pmaj et pmin) sont exprimés dans les mêmes cellules aux stades fœtal 

et adulte alors que les gènes embryonnaires (E
Y et Phi) sont strictement exprimés dans les 
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cellules primitives. 538 La distance entre ces gènes est plus grande que la distance observée 

entre les gènes humains ce qui pourrait poser des problèmes stériques inhérents à la 

capacité du LCR à lier deux gènes simultanément. Toutefois, il est remarquable que la taille 

globale du LCR chez la souris soit également plus grande que celle du LCR humain. Ce 

trait pourrait lui permettre en fait, de s'accommoder à la distance accrue entre les gènes des 

sous-domaines bigéniques (Figure 8, section 1.4.1, page 29). Comme pour le locus humain, 

peu d'études toutefois ont tenté de déterminer comment les deux gènes embryonnaires et les 

deux gènes fœtaux/adultes étaient coordonnés entres eux chez la souris. Une étude 

effectuée par Hu et al a démontré cependant que la délétion de l'un ou l'autre des deux 

gènes embryonnaires du locus, n'avait aucune répercussion marquante sur l'expression du 

gène restant mais conduisait à l'activation du pseudogène Pho, suggérant que la régulation 

des gènes embryonnaires ne se faisait pas par un mécanisme de compétition pour le 

LCR.539;540 Ceci supporte effectivement l'hypothèse que le LCR peut activer deux gènes 

simultanément via ses différentes régions ou HS. De plus, il a été démontré que la délétion 

du gène pMa
j de la souris produisait un phénotype thalassémique puisque le gène pMin ne 

pouvait compenser pour la perte de l'autre gène,541;542 supportant également l'hypothèse que 

ces deux gènes ne sont pas en compétition directe pour le LCR. 

Le modèle de la coopération bigénique permet également d'émettre des hypothèses 

concernant le rôle de la duplication du gène y dans le recrutement fœtal de ce dernier chez 

les simiens. En effet, au cours de l'évolution le recrutement fœtal de l'expression du gène y, 

et par conséquent, le report au stade adulte de l'expression des gènes adultes, ont coïncidé 

avec la duplication du gène y qui a eu lieu avant l'émergence des simiens mais après celle 

des prosimiens qui ne possèdent qu'un seul gène y.168;530 Chez ces derniers, tout comme 

chez la plupart des autres mammifères, l'expression des gènes E et y est strictement 

embryonnaire, alors que l'expression de p débute au stade fœtal et se poursuit chez 

l'adulte. 165 Même si la duplication de y per se ne fut pas la cause directe du recrutement 

fœtal de ce gène,215 elle peut avoir conduit à la formation d'un sous-domaine embryonnaire 
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trigénique incompatible avec la fonction du LCR et donc, au rejet de l'un de ces trois gènes 

produisant ainsi une redondance au niveau des gènes embryonnaires. Ce serait cette 

dernière qui aurait finalement permis à la spécialisation des gènes y d'avoir lieu.215
;530 De 

façon intéressante, les études effectuées sur les singes du Nouveau Monde et les singes de 

l'Ancien Monde suggèrent que les deux gènes d'un sous-domaine n'ont pas à être 

fonctionnels pour participer à la coopération bigénique. En effet, chez le catarhiniens, le 

gène 8 n'est pas exprimé puisqu'il est réduit à l'état de pseudogène ce qui supporte l'idée 

que l'interaction 8-LCR présentée ici, n'était pas dépendante de l'activité transcriptionnelle 

de ce gène et que la fonction de 8 pourrait en être une d'ancrage. De même, chez les 

Platyrhiniens, le gène yI qui équivaut au gène Gy chez l'homme, n'est pas fonctionnel, 

suggérant que la coopération bigénique pourrait être dépendante principalement de la 

capacité d'ancrage des gènes d'un sous-domaine au LCR plutôt que leur activité 

transcriptionnelle. Ceci est d'ailleurs supporté par les observations faites chez le singe de 

nuit A. azarœ, chez qui les deux gènes y ont fusionné pour ne former qu'un seul gène. Chez 

cette espèce, l'expression fœtale de y est inférieure à celle observée chez les autres singes 

du Nouveau Monde et est associée à une activation précoce des gènes adultes. Cette 

observation peut suggérer soit une expression plus embryonnaire du gène unique y qui 

pourrait coopérer avec E, ou soit que la présence de ce gène unique ne peut compétitionner 

aussi efficacement avec les gènes adultes à cause de l'absence de coopération bigénique. 168 

Ces observations supportent en fait l'idée que les gènes de globine fonctionnent mieux en 

paire et ce, même lorsque l'un des deux gènes n'est pas ou très peu fonctionnel et que leur 

capacité à agir comme ancrage pour le LCR serait déterminant dans cette fonction. 

Une exception possible à ce modèle, pourrait être retrouvée chez les ruminants. En 

effet, ces animaux qui présentent entre deux et trois commutations de l'hémoglobine ne 

possèdent pas de gènes étant exprimés de façon concomitante à l'exception de trois gènes 

embryonnaires chez la chèvre (Section 1.4.5, page 36). Bien que chacun des gènes non­

embryonnaires, qu'il soit fœtal, juvénile ou adulte, se retrouve dans un domaine comprenant 
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également un pseudogène i5 (Figure 16, page 37) rien n'indique que ce dernier soit 

important.543 Toutefois, une autre caractéristique de ce locus atypique est la présence d'un 

LCR tronqué de deux HS qui possède ainsi seulement les HS 1 HS2 et HS3. 231 ;232 Il est 

possible que chez les ruminants, la coopération bigénique n'existe pas et que chaque gène 

soit régulé de façon mono génique par le LCR. 

Les deux gènes en coopération ne sont pas régulés de façon équivalente 

Chez plusieurs prosimiens, le locus de la ~-globine présente une caractéristique 

assez unique, puisque le gène i5 a subit une conversion par le gène ~ et possède donc les 

éléments régulateurs de ce dernier. 165 De fait, i5-g1obine est exprimé à des niveaux très 

élevés chez ces primates tout en demeurant néanmoins en deçà des niveaux du gène ~ 

(Figure 10, page 31). Si ces deux gènes étaient en compétition pour le LCR, une expression 

de i5 supérieure à celle de ~ serait normalement attendue puisque le LCR favorise 

généralement l'expression des gènes les plus proximaux au dépend des gènes distaux. Le 

modèle de la coopération bigénique apporte toutefois une réponse à ce paradoxe apparent. 

En effet, si le LCR était capable de lier les deux gènes adultes simultanément pour les 

activer à l'aide de HS différents, une expression inégale de ces deux gènes, indépendante de 

leur position respective au LCR serait attendue puisqu'il a été démontré que les différents 

HS du LCR n'avaient pas tous la même capacité à activer la transcription. Ainsi le gène le 

plus fortement exprimé serait en fait, activé par les éléments les plus puissants du LCR ou 

pour lesquels il aurait la plus forte affinité d'interraction alors que l'autre gène serait activé 

par des éléments moins opérants, ou pour lesquels il aurait moins d'affinité. D'ailleurs, il est 

intéressant à noter que chez presque toutes les espèces où deux gènes sont exprimés 

simultanément, l'expression des deux gènes n'est pas parfaitement égale malgré des promo­

teurs équivalents (e.g. Ay et Gy chez l'humain ainsi que ~Maj et ~Min chez la souris). 
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Compétition transcriptionnelle des gènes fœtaux et adultes 

J'ai jusqu'à présent, discuté essentiellement de l'aspect de la coopération bigénique 

des gènes du locus proposée sur la base des résultats présentés dans cette thèse, sans 

aborder la question fondamentale de cette dernière, c'est-à-dire à savoir quelle était la 

fonction du promoteur des gènes fœtaux dans la régulation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte. La raison en est que le modèle de la coopération bigénique sera central à la 

discussion sur le rôle du promoteur fœtal dans la commutation de l'hémoglobine qui sera 

présenté ici. 

A la base, cette thèse se proposait de répondre à l'ambiguïté concernant l'importance 

du promoteur de y dans la compétition de ce gène avec p pour l'activité du LCR. Deux 

hypothèses étaient proposées: soit le promoteur du gène y possédait des éléments et donc 

une fonction spécifique à cette compétition ou soit que toute activité transcriptionnelle 

LCR-dépendante en amont de /3 était suffisante à l'inactivation de ce dernier au stade fœtal. 

Cette étude aura démontré que la réalité n'est probablement pas aussi simple et qu'en fait, 

ces deux hypothèses pourraient ne former qu'une partie de la réalité. 

Inactivation des gènes adultes partiellement spécifique au promoteur r 

Ainsi, tel qu'il était attendu d'un mécanisme de compétition non spécifique aux 

promoteurs fœtaux, l'activation du gène Ay à tous les stades du développement, obtenue du 

remplacement de son promoteur par celui de PBGD, a provoqué un important délai de 

l'activation du gène p en plus de la complète inactivation du gène ù. Ceci suggérait qu'une 

activité transcriptionnelle qui serait LCR-dépendante et localisée en amont de p, serait 

suffisante à la compétition avec ce dernier pour l'activité du LCR et donc, que les 

promoteur fœtaux ne possèdent pas de fonction intrinsèque d'inactivation de p. Cette 

observation est supportée par des études qui ont démontré que l'insertion du gène adulte p 

entre le LCR et 8, en amont de Gy ou même en amont de Ù, provoque l'inactivation des 

gènes situés en aval. 258;488 Cette analyse plutôt simpliste fait toutefois abstraction de 



178 

certaines caractéristiques présentées dans cette thèse. La première de ces caractéristiques 

étant que, due à la coopération bigénique, Gy était fortement activé, surtout au stade fœtal et 

que cette activation concordait précisément avec le retard d'activation de ~. De fait, la 

cinétique d'activation de ~ semblait beaucoup plus sensible à la cinétique d'inactivation de 

Gy qu'à la courbe d'expression de PBGDAy qui demeurait stable tout au long du 

développement. La deuxième caractéristique, corollaire à la première, était que malgré 

l'expression stable de Ay tout au long du développement, la commutation de l'hémoglobine 

n'était pas abolie mais simplement retardée. Ces deux caractéristiques suggéraient en fait 

que l'inactivation de ~ au stade embryonnaire serait dépendante principalement de l'activité 

transcriptionnelle spécifique aux gènes y (ici le gène Gy). Toutefois comme nous le verrons 

dans la suite de cette discussion, certaines réserves doivent être présentées puisque les 

mécanismes impliqués pourraient être en fait un peu plus complexes. 

Implication des gènes adultes dans la régulation de la commutation 

En fait, sur la base de la deuxième caractéristique mentionnée à la section 

précédente concernant la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte retardée dans la 

souris PBGDAy-Y AC, mais qui pour l'essentiel prend place malgré l'expression soutenue du 

gène PBGDAy, deux hypothèses peuvent être émises pouvant expliquer cette commutation 

tardive. 1) La commutation qui survient tardivement serait le fait d'une répression 

autonome accrue du gène fœtal Gy, qui serait due soit à l'émergence de répresseurs spécifi­

ques tardifs, soit à la disparition tardive d'activateurs fœtaux. 2) La commutation tardive 

serait le fait d'une augmentation de la compétitivité des gènes adultes provoquée par la 

présence d'activateurs tardifs ou encore par la disparition tardive de répresseurs spécifiques 

à ~. Si la première hypothèse s'avérait être fondée, elle appuierait le modèle selon lequel la 

régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte serait essentiellement 

contrôlée par les gènes fœtaux ou par le sous-domaine bigenique fœtal. Pour sa part, si la 

deuxième hypothèse était la bonne, cela indiquerait que si les promoteurs fœtaux jouent un 

rôle primordial dans la régulation de la commutation, ils ne seraient pas les seuls impliqués 
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dans cette dernière, puisque les gènes adultes participeraient également à cette régulation, 

mais de façon plus tardive. 

L'ablation du gène EKLF chez la souris PBGDAy-Y AC a pu fournir une partie de la 

réponse à cette question. En effet, j'ai démontré que lorsque le gène p était inactivé suite à 

l'absence de son activateur spécifique principal, l'expression de Gy était augmentée de façon 

inversement proportionnelle. Ceci suggérait fortement que la commutation tardive observée 

chez les souris PBGDAy-Y AC n'était pas due à une inactivation autonome accrue du gène 

fœtal à la naissance, mais plutôt à une potentialisation de l'activité de p à cette période. De 

fait, cette conclusion est supporté par des études qui ont démontré que l'inactivation des 

gènes fœtaux ne serait que semi-autonome et que p y aurait un rôle à jouer en étant en 

compétition avec y pour le LCR. 259;324;507 

La question à savoir si cette affinité accrue du promoteur p pour le LCR était due à 

un ou plusieurs activateurs tardifs ou encore à la disparition tardive de répresseurs demeure 

sans réponse. Peu de facteurs ont été identifiés pouvant réprimer l'expression de p au stade 

fœtal. De ceux -ci, le mieux caractérisé est le facteur fœtal-spécifique BP 1, qui se lie à une 

région identifiée comme possédant une fonction de Silencer, située en amont du promoteur 

de p.321;335-337 Toutefois, le croisement des souris PBGDAy-YAC avec des souris qui sur­

exprimaient la protéine humaine BP 1 à tous les stades du développement n'a démontré 

aucune variation d'expression des gènes fœtaux et adultes chez les nouveau-nés (voir 

résultats ajoutés en preuve à l'Annexe III, page XVI) indiquant de ce fait que dans le locus 

PBGDAy-y AC, la commutation tardive ne semblait pas être provoquée par une dé­

répression tardive du gène adulte due à la disparition de ce facteur. L'apparition tardive 

d'activateurs non-identifiés, dont la fonction demeure inconnue lorsque la commutation 

prend place normalement chez les souris transgéniques, pourrait donc être en cause. 

Ces résultats indiquent que les gènes fœtaux ont un rôle obligatoire et majeur mais 

non exclusif dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte puisque 

les gènes adultes y participent aussi de façon plus modeste. 
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La commutation du locus humain en souris transgéniques cache certains mécanismes 

propres à l'humain 

Lorsque l'on compare le patron d'expression des gènes humains chez la souris 

PBGDAy-YAC (Figure 30, page 143) avec le patron d'expression de ces gènes chez 

l'humain (Figure 4, page 15), la ressemblance entre les courbes est frappante. Dès les 

premières études des gènes de globine en souris transgénique, les chercheurs avaient 

remarqué que la commutation des gènes humains de globine se produisait en même temps 

que la commutation de l'hémoglobine embryonnaire à fœtale chez la souris.96
;487;544 Cette 

observation suggérait que les facteurs trans-régulateurs qui contrôlent cette commutation 

chez les rongeurs pourraient être les mêmes que ceux qui contrôlent la commutation de 

l'hémoglobine fœtale à adulte chez l'humain. Toutefois, les résultats que j'ai obtenus 

suggèrent que, certains signaux qui sont réellement impliqués dans le contrôle de la 

commutation fœtale à adulte qui a lieu après la naissance chez l'humain, pourraient être non 

détectés chez la souris, puisque pour une raison inconnue la commutation de l'hémoglobine 

précède l'établissement de ces signaux. Ainsi, dans la souris PBGDAy-Y AC, la substitution 

du promoteur Ay pour celui de PBGD a permis d'empêcher la commutation précoce d'avoir 

lieu, révélant une commutation postnatale possiblement contrôlée par des facteurs qui sont 

impliqués directement dans cette commutation chez l'humain. Cette observation rend 

évidemment l'identification de ces facteurs, primordiale à la compréhension des 

mécanismes qui régulent la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte, et la souris 

PBGDAy-y AC représente certainement un modèle intéressant pour les définir. 

Rôle épigénétique mineur dans le délai de la commutation chez la souris PBCdy-YAC 

Supportant l'hypothèse de domaines bigéniques fœtaux et adultes, plusieurs études 

de la chromatine dans le locus de la p-globine ont menés à la conclusion que le locus était 

divisé en sous-domaines épigénétiques corrélant précisément avec l'activité 

.. Il d ' d 1 hl' 427 h l'h . 443-557 transcnptlOnne e es genes u ocus et ce, tant c ez a SOurIS que c ez umam, ' 



181 

voir même chez le poulet,441 confirmant la conservation de cette caractéristique au cours de 

l'évolution. 

Toutefois, une observation remarquable faite lors de cette étude est que malgré 

l'impact majeur de l'activation du gène fœtal Ay à tous les stades du développement sur la 

transcription des différents gènes du locus, cette dérégulation n'a eu qu'un effet marginal 

sur la chromatine dans le locus. Normalement, la commutation de l'hémoglobine fœtale à 

adulte est associée à une commutation de l'ouverture de la chromatine du domaine fœtal au 

domaine adulte qui se caractérise par une hyperacétylation des Histones H3 et H4 ainsi 

qu'une di/tri-méthylation en K4 de l'histone H3.441 ;443 De fait, je m'attendais à retrouver 

une perturbation de cette signature au niveau des domaines épigénétiques fœtaux et adultes. 

Pourtant, malgré un patron d'expression opposé des gènes à e12,5, la signature épigénétique 

des histones ne présentait aucune différence significative entre le domaine fœtal du locus 

mutant et celui du locus sauvage. Plus encore, bien qu'aucune différence n'ait été mesurée 

dans le domaine adulte (promoteur ~) au niveau de l'acétylation des histones H3 et H4, des 

niveaux plus élevés de di-méthylation en K4 de l'histone H3 ont été mesurés dans le 

promoteur ~ chez la souris PBGDAy-Y AC que chez la souris ~-Y AC, ce qui à première vue 

semblait contraire à ce qui était attendu. Cette apparente contradiction entre la signature 

épigénétique et l'activité transcriptionnelle des gènes du locus était même intensifiée chez 

les adultes où les promoteurs fœtaux du locus sauvage présentaient une tendance 

significative vers une ouverture de la chromatine en comparaison au locus PBGDAy-YAC. 

C'est résultats contradictoires et en apparence irréconciliables avec les résultats 

d'expression trouvent leur explication dans une étude récente qui a démontré que les 

promoteurs des gènes de globine qui sont transcriptionnellement actifs peuvent présentés 

des niveaux de modifications épigénétiques très bas lorsque analysés par ChIP.556 Ceci 

serait dû à une déplétion en histone de la région promotrice proximale de ces gènes, ce qui 

rend leur détection difficile. Ainsi dans notre cas, si une signature d'ouverture de la 

chromatine a été observée chez les promoteurs moins actifs, c'était vraisemblablement 

parce que les promoteurs plus actifs possédaient tout simplement moins d'histones. Une 
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analyse de la signature des histones dans la région codante des gènes et/ou de différentes 

modifications de la chromatine comme la tri-méthylation en K4 de l'histone H3 auraient 

possiblement pu fournir des renseignements supplémentaires sur les variations 

épigénétiques qui prennent place dans le locus au cours du développement. Mes résultats 

suggèrent toutefois que la potentialisation épigénétique du locus, caractérisé par des 

marqueurs d'ouverture de la chromatine, ne serait que minimalement dépendante de 

l'activité transcriptionnelle des gènes ou des interactions avec le LCR. Cette observation est 

d'ailleurs supportée par des études qui ont démontré que le LCR n'était pas essentiel à 

l'ouverture de la chromatine dans le locus.341 ;424;444 

À l'inverse de ce qui a été observé au niveau des histones, des niveaux différentiels 

de 5mC à certains dinucléotides CpG présents dans le promoteur proximal et/ou dans la 

séquence codante des gènes Gy et ~ ont été mesurés entre les souris PBGDAy-Y AC et les 

souris ~-Y AC. Bien que le locus de la ~-globine soit pauvre en îlots CpG, la méthylation de 

CpG isolés peut être associée à une inactivité transcriptionnelle, tel qu'il a été démontré 

avec certains gènes pauvres en CpG comme les gènes de globine et ce, indépendamment 

des modifications au niveau des histones. 545;546 Si cette méthylationldéméthylation des 

cytosines était responsable de, ou subséquente à l'activité transcriptionnelle des gènes, 

demeure toutefois à être élucidé. En effet, si le locus de la ~-globine ne possède pas de sites 

canonique pour la liaison des répresseurs MBD pouvant se lier aux CpG-méthylés,447 

certaines évidences demeurent que la méthylation de l'ADN au niveau des promoteurs y 

pourrait être un régulateur actif de la répression de ces gènes,452 possiblement via le facteur 

Sp 1 qui est capable de lier préférentiellement le SSE des gènes y lorsque ce dernier est 

méthylé.298;299 Il se pourrait ainsi que la capacité du LCR à outrepasser les signaux 

répresseurs de Gy lorsqu'il est positionné à proximité, se fasse par la prévention de la 

méthylation de l'ADN dans ce promoteur, suggérant un rôle actif du LCR dans cette 

fonction. 

Coopération bigénique et bicompétition? 
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Une conséquence importante de la coopération bigénique dans la compétition des 

promoteurs fœtaux et adultes pour le LCR serait la présence de ce que j'appellerai une 

bicompétition. En effet, la compétition entre les gènes fœtaux et adultes dans le cadre d'une 

coopération des gènes d'un même domaine génique implique également une compétition 

bigénique, c'est-à-dire que les deux gènes fœtaux seraient en compétition avec les deux 

gènes adultes. Ceci est d'ailleurs supporté par l'observation que de hauts niveaux 

d'expression des gènes fœtaux dans le cas de HPFH, thalassémies et stress 

hématopoïéti9ues, corrélaient avec une diminution de l'expression des deux gènes adultes ~ 

et 8.557 Le fait que la délétion de Corfu qui élimine une partie du gène 8 résulte en une 

activation des gènes fœtaux,157 alors que la délétion de la région intergénique entre Ay et 8 

ne produit pas cet effet,387 vient supporter encore plus l'idée d'une bicompétition spécifique 

aux gènes ou à leur région proximale. De plus, puisqu'il est probable que les deux gènes 

d'un domaine donné soient activés par des régions ou HS différents du LCR, la compétition 

d'un gène doit se faire, dans une certaine mesure, préférentiellement avec le gène de l'autre 

domaine avec lequel il partage la même niche dans le LCR. De fait, tel qu'il peut être 

observé à la Figure 41A (page 186), il est notable que l'expression de Gy et celle de ~ 

semblent être affectées de façon réciproque, puisque l'effet négatif sur l'expression de ~ ne 

diminue que lorsque l'effet positif sur le gène Gy décroît. À l'inverse, l'effet négatif mais . 

stable observé sur le gène 8 semblerait être la résultante de l'expression stable du gène Ay. 

Ainsi, l'hypothèse la plus simple serait que cette bicompétition ferait intervenir une 

compétition spécifique entre les gènes Gy et ~ et entre les gènes Ay et 8. 

Il est à remarquer que chez les fœtus humains, Gy représente la chaîne de globine 

fœtale prédominante alors que la chaîne Ay est exprimée beaucoup moins fortement. Après 

la naissance, une commutation des chaînes fœtales a lieu puisque Ay devient la chaîne 

fœtale prédominante au moment où leur expression globale diminue fortement et qu'elles 

sont remplacées par les chaînes adultes. 1 17 Supportant l'hypothèse de la bicompétition, une 

telle commutation des chaînes fœtales serait effectivement attendue si le gène Gy devait être 
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en compétition directe avec le gène ~ qui possède le potentiel transcriptionnelle plus élevé 

puisque Ay se retrouverait ainsi en compétition avec le gène plus faible 8. 

Le promoteur de PBGD se distingue des promoteurs de la fJ-spectrine et de la thymidine 

kinase 

Lorsque Sabatino et al ont remplacé le promoteur de la Ay-globine par celui de la ~­

spectrine dans leur mini-locus, ils ont obtenu une absence complète de compétition entre ce 

promoteur et celui de ~-globine, qui était alors exprimé à tous les stades du dévelop­

pement.512 Ces résultats, qui sont en opposition avec ceux que j'ai obtenus avec le 

promoteur PBGD, indiquent que ces deux promoteurs érythroïde-spécifiques ne sont pas 

équivalents et qu'ils ne peuvent interagir de la même façon avec le LCR du locus de la ~­

globine. D'ailleurs, l'absence de site de liaison au fact,eur NF-E2 ou encore la faible affinité 

de EKLF pour la boîte CAC CC du promoteur de la ~-spectrine pourrait expliquer 

l'incapacité de ce promoteur à recruter le LCR, laissant la vois libre à ce dernier pour aller 

activer ~ à tous les stades.512
;553 Il est également possible que l'absence de Gy dans cette 

construction ait permis une coopération bigénique ~-spectrineAy-~ permettant l'expression 

des deux gènes, même si cette dernière hypothèse est plutôt improbable à cause de 

l'utilisation d'un ~LCR, vraisemblablement trop petit pour remplir une telle fonction. 

À l'inverse, il est plus difficile d'expliquer comment le promoteur de la thymidine 

kinase utilisé par Anderson et al puisse inactiver ~ au stade fœtal puisque d'une part, 

aucune étude n'a démontré que ce promoteur pouvait interagir avec des éléments du LCR 

et que d'autre part, les auteurs n'avaient pas réussi à comparer directement l'expression 

relative des gènes CAT et ~.516 Toutefois, il est possible que le promoteur de la thymidine 

kinase soient capable d'interagir faiblement avec le HS2 qui était utilisé dans cette 

construction et que lors de l'érythropoïèse primitive, où le potentiel transcriptionnel du 

gène ~ est le plus faible, cette affinité soit suffisante pour l'inactivation de ~ par 

compétition. Par la suite, lors de l'érythropoïèse définitive, alors que le gène ~ voit son 
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potentiel transcriptionnel augmenter, cette faible affinité du promoteur de la thymidine 

kinase pour le HS2 deviendrait insuffisante pour cette compétition. Ceci supporterait 

encore une fois un modèle où les gènes adultes seraient impliqués dans la régulation de la 

commutation tel que je le propose dans cette thèse. 

4.1.2 Un modèle 

Ainsi, cette thèse propose que la régulation de l'hémoglobine fœtale à adulte dans le 

locus de la p-globine soit contrôlée principalement par les promoteurs fœtaux via une 

coopération bigénique des deux gènes y pour l'activité du LCR. Ce dernier peut ainsi se lier 

à un domaine génique et y activer les deux gènes simultanément, possiblement aidé en cela 

par le facteur Ikaros et autres facteurs impliqués dans les interactions avec le LCR comme 

GA T A-l et NF -E2 (Figure 41 B). De cette coopération, découle une bi-compétition pour le 

LCR entre les gènes du domaine fœtal et ceux du domaine adulte. Si l'expression de ces 

derniers est tributaire à l'inactivation relativement autonome des gènes du domaine fœtal, 

cette inactivation est en fait potentialisée par l'activation des promoteurs adultes, sans doute 

par le recrutement d'activateurs tardifs spécifiques ou par la disparition tardive de 

répresseurs faibles spécifiques aux gènes adultes. Étant donné la capacité du LCR à 

interagir de façon concomitante avec deux gènes d'un même domaine, ces gènes sont 

activés par différentes régions du LCR et donc, de façon non équivalente. Cette non­

équivalence se reflète d'ailleurs dans l'expression inégale de deux gènes ayant des 

promoteurs équivalents, ainsi que dans la façon dont ils vont être en compétition avec les 

gènes de l'autre domaine. En effet, ils seront plus sensibles à la capacité à attirer le LCR du 

gène qui partage la même niche qu'eux, qu'à celle du gène avec qui ils ne sont pas en 

compétition directe (Figure 41 A-B). La nature de cette bicompétition est évidente dans le 

cadre du locus mutant PBGDAy-Y AC puisque Gy et (3 semblent être en compétition directe 

et que PBGDAy et 0 le semblent tout autant. Toutefois, la question à savoir si cette 

spécificité Gy-(3 et Ay_o s'applique également au locus sauvage, n'est soutenue que par le fait 
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que le ratio des gènes fœtaux Gy:Ay subit une commutation après la naissance chez l'humain 

suggérant effectivement que Gy et ~ sont en compétition pour le même site du LCR. 

A PBGDAy-YAC B PBGDAy-YAC 

e12.5 e12.5 

Figure 41: Modèle de la régulation des gènes de globine dans le locus PBGDAy-YAC. (A) 
Impact du promoteur PBGD sur la proximité du LCR aux gènes fœtaux, sur l'expression 
des gènes du locus et sur l'état de la méthylation de l'ADN dans les domaines fœtaux et 
adultes. Vert: impact positif, Rouge: impact négatif. Flèche blanche: impact direct 
démontré, Flèche grise: impact direct non démontré (pouvant être un effet indirect), Flèche 
pointillée: Sens de l'impact non déterminé (lequel des événements est la cause et lequel est 
la conséquence demeure inconnu). (B) Modèle tridimensionnel de la coopération bigénique 
proposée pour les locus PBGDAy-Y AC et ~-Y AC chez les embryons à e 12,5 et chez les 
adultes. <: Ikaros (PYR). 
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4.2 Impact des délétions sur la commutation 

Ayant démontré que les promoteurs fœtaux possédaient une fonction importante 

dans la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte, la caractérisation des éléments 

spécifiques impliqués dans cette fonction devenait des plus pertinentes. 

4.2.1 La délétion t1-842/-384 

La région comprise entre -842 et -384 du site d'initiation de la transcription du gène 

Ay a déjà été démontrée comme possédant une activité de Silencer et représentait donc une 

région candidate importante.257 En effet, comme je l'ai démontré, c'est principalement 

l'inactivation autonome des gènes fœtaux qui est responsable de l'activation temporelle 

adéquate des gènes adultes. À notre surprise, la délétion de cette région n'a eu aucun impact 

sur la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte et ce, pour tous les gènes du locus, y 

compris Ay lui-même. Ce résultat était d'autant plus surprenant qu'une étude récente 

effectuée par le groupe du Dr Kenneth Peterson a démontré que le promoteur commençant 

à la position -730 d'un gène Aym inséré en 5' du gène E était réprimé correctement chez 

l'adulte alors que le promoteur commençant à la position -378 inséré au même endroit 

menait à une expression soutenue du gène Aym à ce stade.312 Ces résultats suggèrent que la 

région -730 à -378 comporte une fonction répressive de l'expression du gène Ay lors de 

l'éryhtropoïèse définitive, ce qui est appuyé par le fait que la même étude a démontré 

également que la mutation directe du site GAT A-l situé à -570 du site d'initiation de la 

transcription de Ay à sa position naturelle, abrogeaient aussi la répression de ce gène au 

stade adulte. 3 
12 

Toutefois, il est à noter que chez le mutant utilisé par l'équipe du Dr. Peterson, le 

gène Aym positionné devant E ne possède aucun des éléments régulateurs situés en amont de 

la région -730 du site d'initiation de la transcription et qu'il se retrouve donc dans un 

contexte génomique différant, ayant donc potentiellement des éléments régulateurs 
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différents.312 De même, il est possible que la délétion relativement importante de cette 

région dans mon modèle (458 pb) puisse avoir repositionné des éléments cis-répresseurs 

situés dans la région 5' du promoteur de Ay, qui normalement sont trop éloignés du site 

d'initiation de la transcription pour interférer avec elle mais qui, après la délétion, se 

retrouvent suffisamment rapprochés pour réprimer le gène. Ceci expliquerait que la 

mutation ponctuelle du site GATA-l à la position -570 résulte en une activation du gène Ay 

lors de l'érythropoïèse définitive312 alors que la délétion complète de la région ne produit 

aucun effet. De fait, comme on peut le voir à la Figure 42, une région située en amont du 

promoteur de la Ay-globine, reconnue comme ayant une certaine activité répressive et 

comprenant des sites de liaison à GATA-l et YYl,313 se retrouve repositionnée à proximité 

de la région normalement attribuée au Silencer de Ay. Le plus troublant est la ressemblance 

de ce site GA TA-l avec celui normalement situé à -570, également à proximité d'un site 

YYl,311 suggérant que la coopération de GATA-l et YYI à cette position du promoteur 

pourrait être critique pour la régulation temporelle de Ay. À l'inverse, lorsque le site GA TA­

I à -570 est muté de façon à empêcher sa liaison spécifique, cette région se trouve 

dépourvue de l'activité de régulation négative de la transcription alors que les sites distaux 

GA TA-l et YYl, toujours intacts, se retrouvent à une position possiblement trop éloignée 

du site d'initiation de la transcription pour contribuer significativement à la répression de 

Ay au stade adulte et pour reconstituer le Silencer principal de ce gène. 

Ainsi, si cette étude semblait indiquer au départ que cette région n'était pas 

impliquée dans la régulation de l'hémoglobine fœtale à adulte, Une analyse plus stricte du 

promoteur mutant a indiqué que cette conclusion ne peut en être tirée. En effet, et à la 

lumière des travaux de Costa et al,312 cette région représente toujours un candidat majeur 

pour cette régulation. Ce que nos résultats suggèrent toutefois, c'est que la fonction de cette 

région serait dépendante de tout site GATA-l adjacent à un site YYI et situé dans un 

intervalle restreint du promoteur. Par quels mécanismes cette région permet l'inactivation 

du gène y au stade adulte, demeurent incertains. Il a été démontré que GATA-l était 

capable d'agir comme répresseur en séquestrant les séquences activatrices distales loin de 
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leurs gènes respectifs ou encore comme activateur lorsque son site est plus proximal au site 

d'initiation de la transcription.547 Cette double activité positive et négative est également 

une caractéristique du facteur YYI qui est proposé comme étant un commutateur de 

l'expression génique et dont la fonction dépendrait du contexte moléculaire dans lequel il se 

retrouve et des partenaires avec lesquels il interagit.548;549 De quelle façon YYI produit sa 

fonction répressive n'est pas très bien comprise55o mais une coopération avec le facteur 

GA TA-l a déjà été démontrée comme ayant une fonction inhibitrice de la transcrip­

tion,283;551 supportant l'idée que cette coopération pourrait être également impliquée dans la 

régulation des gènes y. 

Modèle 

En bref, le modèle que je propose est que des sites GA TA-l et YYI situés dans une 

région définie du promoteur de '1-g1obine, sont importants pour la régulation de la 

commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. Lorsque ces sites sont situés à une distance 

trop importante, l'action répressive ne peut être suffisamment efficace pour inactiver le 

gène situé en aval. Ainsi, à cause du repositionnement des sites distaux de liaison à GA TA­

I et YYI à une distance suffisamment rapprochée suite à la délétion de la région -842 à 

-384, la fonction Silencer de cette région a été reconstituée dans les souris ~-842/-384Ay­

y AC ce qui expliquerait la divergence de nos résultats et ceux de Costa et al (Figure 42). 
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Figure 42: modèle expliquant la régulation correcte du gène Ay chez la souris 
~-842/-384 Ay_ Y AC. La délétion -842/-384 qui a éliminé les sites de liaison à GATA-l et 
YY 1 a également provoqué le repositionnement d'un site équivalent normalement plus en 
amont, reconstituant ainsi la fonction de Silencer de la région. Par opposition, la mutation 
effectuée par Costa et al312 élimine le site GA TA-l à -570 mais ne repositionne pas le site 
en amont qui demeure ainsi trop éloigné pour réprimer efficacement l'expression du gène 
Ay au stade adulte. 

4.2.2 La délétion ~-384/-202 

La région du promoteur de la Ay-globine, située de -384 à -202 pb du site d'initiation 

de la transcription, possède peu de sites de liaison aux facteurs transcriptionnels. De fait, la 

fonction de cette région, s'il en ait une, n'est pas connue. Un seul grand complexe protéique 

a été identifié dans cette région, il s'agit du complexe yPE constitué d'au moins deux sous­

unités, les facteurs SATB 1 et HOXB2.299
;552 À ce complexe, tantôt une fonction activatrice 

des gènes y, tantôt une fonction répressive ont été proposées mais en fait, sa véritable 

fonction demeure aujourd'hui toujours incertaine.309
;310 Les résultats obtenus de la délétion 

de cette région ont démontré que cette dernière ne participait pas significativement à la 

régulation tant positive que négative du gène Ay, indiquant qu'elle n'était pas impliquée 
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dans la régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte dans les souris 

transgéniques possédant le locus humain de la p-globine. Ces résultats suggéraient ainsi 

que la fonction du complexe PEy dans cette régulation serait plutôt limitée. 

4.3 Perspectives 

Si cette thèse a permis de définir le rôle du promoteur fœtal Ay dans la régulation de 

la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte ainsi que de proposer un nouveau 

mécanisme pour la régulation concertée des gènes d'un même domaine dans le locus, elle a 

également soulevé certaines questions qui demeurent à être investiguées. 

4.3.1 Définition des mécanismes de la coopération bigénique 

Le modèle d'une coopération bigénique telle qu'elle a été mise en évidence dans 

cette thèse par les études d'expression et de capture de conformation chromosomique, 

demandera certainement à être investigué en profondeur. Également, l'implication du 

facteur Ikaros dans la formation des interactions simultanées entre le LCR et les deux gènes 

d'un même domaine devra être confirmée ou infirmée par des études de 3C chez les souris 

PBGDAy-y AC/Ikaros·/·, parallèles à des études d'expression effectuées à tous les stades du 

développement. En analyse supplémentaire, des croisements avec des souris NF -E2-nulles 

pourraient permettre de vérifier l'importance de ce facteur tant dans la coopération 

bigénique que dans la capacité du promoteur PBGDAy à recruter le LCR. 

4.3.2 Caractérisation de la bicompétition 

L'élément proposé dans cette thèse ayant le plus besoin d'une caractérisation 

expérimentale est la possible bicompétition définie par la compétition spécifique de chaque 

gène d'un domaine avec un gène précis du domaine opposé dans le cadre d'un mécanisme 

de coopération bigénique. Puisque cette bicompétition implique la liaison des deux gènes 

d'un domaine donné avec différentes régions ou HS du LCR, l'étape inévitable de cette 

étude impliquera d'effectuer une analyse de 3C inversée par rapport à celle présentée dans 
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cette thèse et qui permettrait de déterminer la proximité relative des gènes avec différentes 

régions du locus, dont chacun des HS pris individuellement. En démontrant ainsi par 

exemple que les deux gènes fœtaux se retrouvent à proximité de régions distinctes du LCR, 

comparables aux régions liées par les gènes adultes, la nature de la bicompétition pourrait 

être déterminée. 

4.3.3 Évaluation du rôle de la région -204/-135 

La production des souris transgéniques avec le locus mutant ~-204/-135Ay-y AC 

demeure également un objectif principal dans cette étude. Cette région du promoteur du 

gène Ay possède plusieurs sites de liaison à des facteurs de transcription impliqués dans la 

régulation de ce gène, dont la boite CACCC située à ~ 145 pb en amont du site d'initiation 

et qui est importante pour l'activation du gène au stade fœtal. Cette boîte CACCC a 

d'ailleurs été proposée comme étant un des éléments clés pour la répression du gène p par 

le promoteur y au stade fœtal. 514 Il sera intéressant de mesurer l'impact de l'inactivation de 

Ay, qui est attendue de cette délétion, sur l'expression des autres gènes du locus lors de la 

commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. En fait, si l'inactivation de Ay au stade fœtal 

était obtenue, cette étude donnerait de précieuses informations concernant la coopération 

bigénique et la bicompétition proposées dans cette thèse. 



Conclusion 

Cette étude visait à déterminer la fonction du promoteur fœtal Ay dans la régulation 

de l'hémoglobine fœtale à adulte. Dans un premier temps, j'ai démontré que les promoteurs 

fœtaux sont effectivement impliqués de façon importante mais non-exclusive dans cette 

régulation, implication illustrée par le délai de la commutation occasionné par l'activation 

des gènes fœtaux suite au remplacement du promoteur fœtal de Ay par le promoteur stade­

indépendant de la porphobilinogène désaminase. Dans un second temps, j'ai démontré que 

les mécanismes par lesquels les gènes de globine sont régulés par le LCR passeraient par 

une coopération bigénique des gènes d'un même sous-domaine épigénétique. En effet, 

l'activation du gène non modifié Gy suite à l'activation forcée de Ay, ne peut s'expliquer que 

par le potentiel du LCR à s'associer avec et à activer simultanément les deux gènes. Cette 

observation a d'ailleurs été supportée par une analyse de capture de conformation 

chromosomique qui a mis en évidence la capacité du LCR à interagir avec les deux gènes 

du domaine fœtal ou du domaine adulte et ce même si l'un des deux gènes était peu 

exprimé. Cette capacité du LCR à interagir avec un gène de façon indépendante de la 

transcription de ce dernier, soulève d'ailleurs des questions concernant la nature des liens 

qui unissent le LCR aux gènes. Que pour chacun des promoteurs, certains facteurs 

spécifiques à ces derniers soient impliqués dans cette interaction est fortement 

vraisemblable. Toutefois, les résultats obtenus avec l'ablation génique du facteur Ikaros 

semblent identifier ce dernier comme un facteur potentiel impliqué de façon générale dans 

la formation de ces interactions. 

En plus de la coopération bigénique des gènes de globine et conséquemment à celle­

ci, j'ai proposé également au fil de cette thèse l'existence possible d'un mécanisme de 

bicompétition, qui ferait en sorte que chacun des deux gènes d'un domaine soient en 

compétition spécifique avec l'un des deux gènes du domaine opposé pour une région 

particulière du LCR, et proposé que dans le cas du locus mutant PBGDAy-Y AC, cette 

bicompétition se ferait entre Gy et p et entre Ay et 8. 

La caractérisation des régions du promoteur de Ay par génération de délétions dans 

ce dernier n'aura toutefois pas permis d'identifier la région critique pour la fonction de 
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régulation de ce promoteur dans la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. La 

délétion de la région -384 à -202, comprenant un site de liaison au complexe yPE dont la 

fonction demeurait controversée n'a eu aucun impact sur l'expression des gènes du locus 

lors du développement, incluant le gène Ay lui-même. Ceci indique que cette région ne 

possède pas de fonction significative, à tout le moins dans la régulation de la première 

phase de la commutation de l'hémoglobine qui est observée pour le locus humain dans un 

contexte en souris transgénique. 

De façon plus surprenante, la délétion de la région -842 à -384 de Ay, qui était 

reconnue pour avoir une fonction de répression au stade adulte grâce à un site de liaison au 

facteur GAT A-l, n'a également démontré aucun impact significatif sur la régulation des 

gènes du locus. Toutefois, une analyse attentive des séquences situées en amont de la 

délétion a permis de démontrer qu'un site GAT A-l très semblable au site impliqué dans la 

répression, se retrouvait repositionné à proximité du gène, reconstituant possiblement la 

fonction Silencer de cette région, supportant l'idée que cette région serait importante pour la 

régulation de la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte. Des études subséquentes 

permettront de déterminer le rôle des régions proximales, généralement associées à 

l'activation du gène au stade fœtal, sur la régulation de la commutation. 

Finalement, j'ai également soulevé quelques questions quant à la fidélité avec 

laquelle la commutation de l'hémoglobine fœtale à adulte du locus humain peut être 

reproduite chez la souris. En effet, la présence d'une commutation tardive chez la souris 

PBGDAy-y AC suggère que certains éléments régulateurs, cachés chez la souris, pourraient 

jouer un rôle significatif chez l'humain. 
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Annexe 1 

Méthodes supplémentaires 

1 



Listes d'amorces 

Tableau X: Clônage du promoteur érythroïde de PBGD (PCR niché) 

Nom Séquence 

00-25 5'-GCTGAGTCAGGAGAATCGCTTGAACC-3' 
00-26 5'-AACCTTCCTCAGT ACCTTCTGCCCTC-3' 

99-15 5'-GTAGTGAGCCTAGGTCACGCCA-3' 
99-16 5'-GGTCCCTTTAACCTTCCTCAGT-3' 

(*) Génère un site AvrIl 

Description 

PBGD humain - sens 
PBGD humain - antisens 

PBGD humain - sens (2e tour)* 
PBGD humain - antisens (2· tour) 

Tableau XI: Mutagenèse dirigée du promoteur de Ay (-117: A~G) (PCR) 

Nom Séquence 

04-02 5'-GACAAGGCAAACTTGACCAAT AGTC-3' 
04-03 5'-AAGGCTATTGGTCAAGGCAAGGCTG-3' 

(*) Génère la mutation -117(A~G) 

Tableau XII: Ammorces pour les Séquençages 

Nom Séquence 

04-17 5'-CCTCAGCCTCAGAGTTTTCCACATG-3' 

01-01 5'-AAATACTTCCTACCCAGTTAATGGTCC-3' 

00-52 5'-AAGATTCCCTGAGAAGTGAACCT AGC-3' 

04-18 5'TCATAAAGACCACAGTTTCAGCGCAG-3' 

04-01 5'-TTGGTCAAGTTTGCCTTGTCAAGGC-3' 

04-02 5'-GACAAGGCAAACTTGACCAAT AGTC-3' 

00-54 5'-TCTCCTCCAGCATCTTCCACA TTCAC-3' 

04-16 5'-ACAAGCTGCATGTGGATCCTGAG-3' 

00-05 5'-GCTGGACACAT AT AAAATGC-3' 

Description 

Promoteur Ay (-104 à -80) - sens 
Promoteur Ay (-105 à -129) - antisens* 

Description 

5' promoteur Ay (-1829) - sens 

5' promoteur y (-1116) - sens 

5' promoteur y (-936) - sens 

5' promoteur y (-603) - antisens 

Promoteur y (-109) - antisens 

Promoteur y (-1 04) - sens 

Exon 1 Y (+132) - antisens 

Exon 2 Y (+458) - sens 

Intron 2 Y (+927) - sens 

II 



III 

Tableau XIII: Criblage et Génotypage (PCR) 

Nom Séquence Description 

00-52 5'-AAGATTCCCTGAGAAGTGAACCT AGC-3' 5' promoteur y - sens* 
FR-rp3 5'-AGAGGCTTGTGAT AGT AGCCTTGTC-3' Exon 1 y - antisens 

98-07 5'-TCCGTAATCTTGAGATCGGGCGT-3' Bras droit du Y AC (sens)* 
98-08 5'-GGTGATGTCGGCGAT A T AGGGGCCAGCAAC-3' Bras droit du Y AC (antisens) 

98-09 5'-GTGAT AAATTAAAGTCTTGCGCCTTAAACC-3' Bras gauche du Y AC (sens)* 
98-10 5'-GCT ACTTGGAGCCACT A TCGACT ACGCGAT -3' Bras gauche du Y AC (antisens) 

06-38 5'-TTCTCAGTCCTGTGGGAGGTG-3' Promoteur EKLF (souris) - sensu 
06-39 5'-CCCAAACAAGGCTCAGAGGC-3' Intron 1 EKLF (souris) - antisens 
06-40 5'-TGGCTACCCGTGATATTGCTG-3' Neo - sens 

06-41 5'-GGGCCTTTGGGGACATCGAAGGTC-3 ' Ikaros (souris)*** 
06-42 5'-CAT AGGGCATGTCTGACAGGCACTTGT -3' Ikaros (souris) 
06-43 5'-CCAGCCTCTGAGCCCAGAAAGCGA-3' Neo 

(*) Criblage des Ylp, Pop-in et Pop-out et génotypage des souris pour les mutants 
~-YAC, PBGDAy-YAC, ~-842/-384Ay-YAC, ~-384/-202Ay-YAC et ~-204/-135Ay-YAC. 
(**) Génotypage des souris EKLF-nulles. 
(***) Génotypage des souris Ikaros-nulles. 



IV 

Tableau XIV: Expression des gènes de globine (RT-PCR en temps réel) 

Nom Séquence Description 

OS-22 S'-GCCTTTGCT AAGCTGAGTGAG-3' e-globine (humain) - sens 
OS-23 S'-TTGCCAAAGTGAGT AGCCAGAA-3' e-globine (humain) - antisens 

OS-08 S'-AAT AAGCTCCTAGTCCAGACGC-3' y-globine - sens* 
OS-09 S'-TCCCTCT AGTCTCTGCTTCTCT-3' PBGDAy-globine - sens 
OS-07 S'-T AGACAACCAGGAGCCTTCC-3' Ay_ et Gy-globine - antisens 

OS-OS S'-GCAAGGTGAACGTGGA TGAAGT -3' ô- et j3-globine - sens 
OS-06 S'-T AACAGCATCAGGAGTGGACAGA-3' ô- et j3-globine - antisens 

06-24 S'-CTCAAGGGCACCTTTGCCACA-3' j3-g1obine (humain) - sens 
06-2S S'-TGGGGTGAATTCTTTGCCAAAGTGAT-3' j3-globine (humain) - antisens 

06-26 S'-CAACCTCAAGGGCACTTTTTCTCA-3' ô-globine - sens 
06-27 S'-GGTGAATTCCTTGCCAAAGTTGC-3' ô-globine - antisens 

OS-Ol 5'-GCTACCAGGGCCTTTGAGATG-3' S 16 (souris) - sens 
OS-02 S'-AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3' S 16 (souris) - antisens 

OS-20 S'-CAGCCGAATGACAAAGAAAAGTTCA-3 ' Glycophorine A (souris) - sens 
OS-21 S'-CAAACATTGGAGGACTCTTCATTAGGA-3' Glycophorine A (souris) - antisens 

(*) Reconnait Ay et Gy chez les souris 13-y AC et seulement Gy chez les PBGDAy-Y AC. 



Tableau XV: ChIP (PCR semi-quantitatif) 

Nom Séquence 

05-34 5'-CCTGGCT AAACTCCACCCAT -3' 
05-35 5 '-GCGTCTGGACTAGGAGCTTATTG-3 , 

05-28 5'-TTTGCTGAGATGAAACAGGCG-3' 
05-29 5 '-CCAGGATTTTTGATGGGACACG-3 , 

05-30 5'·ACGGCTGACAAAAGAAGTCCT-3' 
05-31 5'-TTTGCATTGAGATAGTGTGGGGAA-3' 

05-26 5'-AATCT ATCCTCCAGTGACTCAGCA-3' 
05-27 5'· TCCAGAGAAGCAGAGACT AGAGG-3' 

05-24 5'-AGAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3' 
05-25 5'-AGGTTGCT AGTGAACACAGTTGT -3' 

05-32 5'-TT ACTT AGAAGGAATGGGAGCAGCT-3' 
05·33 5'-ACTTGAGAAAGAAGGGATTGCAGT -3' 

Description 

Promoteury-globine (-158) - sens* 
5'UTR y-globine (+53) - antisens* 

5' promoteur Gy (-729) - sens 
5' promoteur Gy (-458) - antisens 

5' promoteur y (-351) • sens * 
Promotury (-175) - antisens * 

Promoteur PBGD (-176) - sens 
5'UTR PBGD (+75). antisens 

Promoteur P-globine (-146) - sens 
5'UTR p-globine (+36) - antisens 

Promoteur Zfp37 - sens 
Promoteur Zfp37 - antisens 

(*) Reconnait Ay et Gy chez les souris ~-YAC et seulement Gy chez les PBGDAy-YAC 

Tableau XVI: ChIP (PCR en temps réel) 

Nom Séquence TOC Description 

05-34 5'-CCTGGCT AAACTCCACCCAT -3' 
64°C 

Promoteur y-globine (-158) - sens* 
05-35 5'-GCGTCTGGACT AGGAGCTT ATTG-3' 5'UTR y-globine (+53) - antisens 

05-37 5'-CCAGTGACTCAGCACAGGTTC-3' 
59°C 

Promoteur PBGD (-169) - sens 
05-38 5'-CGAT AGT AGGACCTGCTGTTGC 5'UTR PBGD (+45) - antisens 

05-24 5'-AGAAGAGCCAAGGACAGGT AC-3' 
62°C 

Promoteur p-globine (-146) - sens 
05-25 5'-AGGTTGCT AGTGAACACAGTTGT _3' 5'UTR P-globine (+36) - antisens 

05-32 S'-TT ACTT AGAAGGAATGGGAGCAGCT-3' 
59°C 

Promoteur Zfp37 - sens 
05-33 5'-ACTTGAGAAAGAAGGGA TTGCAGT -3' Promoteur Zfp37 - antisens 

TOC température d'hybridation utilisée pour chacune de ces paires d'amorces. 
(*) Reconnait Ay et Gy chez les souris ~-Y AC et seulement Gy chez les PBGDAy-YAC 
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VI 

Tableau XVII: Capture de conformation chromosomique (amplification par PCR) 

Nom Séquence Description * 

06-01 5'-GGGCCT AGAAATT ATGT AGATGGTCCTG-3' LCR humain, HS2-4 (#10305 - sens) 

06-02 5'-AAGTGTTCATGGGCTGAGGGATGGA-3' g-globine (#21132 - sens) 

06-03 5'-GCTGCTTTGGCTCGCTTTTGGTGT -3' Région entre g et Gy (#28536 - sens) 

06-04 5'-TGGCCCTATCTTCAGCCTTCTTAAACA-3' Gy-globine (#29046 - antisens) 

06-05 5'-CAATCAACCTGATAGCTTAGGGGATAAAC-3' Région entre Gy et Ay (#38122 - sens) 

06-06 5'-CTCTGAAAGTGATCCATGATCTCT AACCT -3' ~-globine (#38246 - antisens) * * 

06-07 5'-CCAGAGCCCAAGTCAAGAACT ACCG-3' Promoteur PBG 0 (-617 - antisens) 

06-09 5'-CAGAGAACACTGAGGGAAGGATGAG-3' \lf13-globine (#50560 - sens) 

06-10 5'-GGCTCAGTTTCTCAGAAGCCAGTCT _3' ô-globine (#56056 - sens) 

06-20 5'-ATCAGGAAACAGTCCAGGATCTCAATGG-3' Région entre 3 et 13 (#56280 -
antisens) 

06-15 5'-TTCA TCTCTTGACCTCCTCATCTTCAA T A-3' P-globine (#58087 - antisens) 

06-16 5'-GAAGACCATTTTCTCAAAGGCAA TGGA-3' 3'HS (sens) 

06-17 5'-CTTT ACCAACCGTCT AGCCAGGTTTG-3' Pkd 1 (souris, exon 15 - sens) 

(*) Les nombre marqués d'un (#) donnent la position du 1er nucléotide de l'amorce dans le 
locus de la ~-globine (accession U01317 - GeneBank) alors que la mention sens/antisens 
réfère à l'orientation de l'amorce par rapport à sa position au LCR (sens: s'éloigne du LCR, 
antisens: pointe vers le LCR). Cette description n'est valable que pour une digestion EcoR!. 
(**) Emplifie le gène Ay chez les ~-YAC et la région en 5' du promoteur Ay chez les 
PBGD~-YAC. 
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Annexe II: 

Résultats suppléntentaires 



Caractérisation des Ylpi\ 

Séquençage de pB~-842/-384 

GGGAGGGATTGTACTACAAGAGTAATTAATTAACTAATCCACAGTACCTG 
111111111111111111111111111111 1 II 1 11111111 II 1 1 1 1 1 1 
GGGAGGGATTGTACTACAAGAGTAATTAATTAACTAATCCACAGTACCTG 

-842 

CCAAAGAACATTCTACCATCATCTTTACTGAGCATAGAAGAGCTACGCCA 
1111111111 III 1 111111 11111 11111 Il Il 1 
CCAAAGAACATTCTACCATCATCTTTACTGAGCAT ______________ _ 

AAACCCTGGGTCATCAGCCAGCACACACACTTATCCAGTGGTAAATACAC 

ATCATCTGGTGTATACATACATACCTGAATATGGAATCAAATATTTTTCT 

~AGATG~AACAGTCATGATTTATTTCAAATAGGTACGGATAAGTAGATAT 

TGAGGTAAGCATTAGGTCTTATATTATGT~~CACTAATCTATTACTGCGC 

TGAAACTGTGGCTTTATAGAAATTGTTTTCACTGCACTATTGAGAAATTA 

AGAGAT~ATGGCAAAAGTCACAAAGAGTATATTC~~GAAGTATAGCA 

CTTTTTCCTTAGAAACCACTGCTAACTGAAAGAGACTAAGATTTGTCCCG 

TCAAAAATCCTGGACCTATGCCTAAAACACATTTCACAATCCCTGAACTT 

-384 
TTC~~TTGGTACATGCTTTAGCTTTAAACTACAGGCCTCACTGGAGC 

1 1 1 1 1 1 Il 1 Il 1 
--------------------------------------CCTCACTGGAGC 

TAGAGACAAGAAGGTAAAAAACGGCTGACAAAAGAAGTCCTGGTATCCTC 
1111111111111111 1111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 III 1 
TAGAGACAAGAAGGTAP~CGGCTGACF~GAP.GTCCTGGTATCCTC 

VIII 

Figure 43: Comparaison de séquence entre la construction pBi1-842/-384 et la séquence 
sauvage du promoteur de Ay-globine. 



Séquençage de pBA-384/-202 

TGCCTAAAACACATTTCACAATCCCTGAACTTTTCAAAAATTGGTACATG 
j j 111111111111111111111111111111111111111111111111 
TGCCTAAAACACATTTCACAATCCCTGAACTTTTCAAAAATTGGTACATG 

-384 
CTTTAGCTTTAAACTACAGGCCTCACTGGAGCTACAGACAAGAAGGTAAA 
11111111111111111111 
CTTTAGCTTTAAACTACAGG--- ------------------------

AAACGGCTGACAAAAGAAGTCCTGGTATCCTCTATGATGGGAGAAGGAAA 

CTAGCTAAAGGGAAGAATAAATTAGAGAAAAACTGGAATGACTGAATCGG 

AACAAGGCAAAGGCTATAAAAAAAATTAAGCAGCAGTATCCTCTTGGGGG 

-202 
CCCCTTCCCCACACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAACGGTCCCTG 

111111111111111111111111111111111111111111111111 
--CCTTCCCCACACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAACGGTCCCTG 

-117 
GCTAAACTCCACCCATGGGTTGGCCAGCCTTGCCTTGACCAATAGCCTTG 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l , 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I\:i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
GCTAAACTCCACCCATGGGTTGGCCAGCCTTGCCTTAACCAATAGCCTTG 

IX 

Figure 44: Comparaison de séquence entre la construction pB~-384/-202 et la séquence 
sauvage du promoteur de Ay~globine. La position ombragée indique la mutation HPFH 
grecque -117(G~A) 



Séquençage de pB~-204/-135 

AATAAATTAGAGAAAAACTGGAATGACTGAATCGGAACAAGGCAAAGGCT 
11111111111111111111111111111111111111111111111111 
AATAAATTAGAGAAAAACTGGAATGACTGAATCGGAACAAGGCAAAGGCT 

-204 
ATAAAAAAAATTAAGCAGCAGTATCCTCTTGGGGGCCCCTTCCCCACACT 
11111111111111111111111111111111111 
ATAAAAAAAATTAAGCAGCAGTATCCTCTTGGGGG---------------

ATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAACGGTCCCTGGCTAAACTCCACCCA 

-135 -117 
TGGGTTGGCCAGCCTTGCCTTGACCAATAGCCTTGACAAGGCAAACTTGA 

11111111111111111:.;illllllllllllllllllllllllllll 
----TTGGCCAGCCTTGCCTT~CCAATAGCCTTGACAAGGCAAACTTGA 

CCAATAGTCTTAGAGTATCCAGTGAGGCCAGGGGCCGGCGGCTGGCTAGG 
11111111111111111111111111111111111111111111111111 
CCAATAGTCTTAGAGTATCCAGTGAGGCCAGGGGCCGGCGGCTGGCTAGG 

x 

Figure 45: Comparaison de séquence entre la construction pBô-204/-135 et la séquence 
sauvage du promoteur de Ay-globine. La position ombragée indique la mutation HPFH 
grecque -117(G~A) 



XI 
Mutagenèse dirigée Ay: -117(A~G) 

·117 
C AGe C T T Gee T T;A' Ace A A TA" ceT T " A 

HPFH -117(A) 

-117 
C AGe C T T Gee T T ~G·· 1. C C À A T AGe C TT" 

type sauvage -117(G) 

Figure 46: Séql;lençage des constructions mutées à la position -117(A~0). Chromato­
grammes représentatifs de la séquence des constructions pRSA avant la mutagenèse dirigée 
[HPFH -117(A)] et après la mutagenèse [type sauvage -117(0)]. 
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Figure 47: Caractérisation du mutant PBGDAy-YAC par PFGE. L'intégrité des clones Po5-
8 et Po5-12 a été vérifiée par digestion enzymatique en utilisant des enzymes qui coupent 
rarement dans le locus. Les fragments ont été séparés par électrophorèse en champ pulsé 
puis transférés sur membrane pour être révélés par buvardage de Southern en utilisant 
quatre sondes réparties sur le YAC (a: bras gauche (b.g.) du YAC, b: LCR, c: y-globine, d: 
bras droit (b.d.) du YAC). Le YAC entier a également été analysé de cette façon (à gauche). 
Ici sont présentés les autoradio grammes du clone PBGDAy-Y AC Po5-12 (PY), en compa­
raison avec le locus sauvage (wt). PFG, marqueur de poids moléculaire pour électrophorèse 
en champs pulsé À concaténé. Mid, marqueur de poids moléculaire Mid-range. M, 
marqueur de poids moléculaire ÀHindIII 
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Caractérisation des fondatrice PBGDAy-YAC 

Tableau XVIII: Caractérisation des fondatrices PBGDAy-YAC. 

Intégrité Expression 

lignées copies B.G. HS2 1> r B ~ B.D. Gr Ar ~ 

PYI50 0 lEI 0 0 x 

PYI71 0,1 0 0 0 lEI 

PYI75 <0,1 lEI 0 lEI lEI 

PY186 0,5 

PY228 x x 0 0 0 0 q + + 

PY367 2 0 0 0 0 0 0 0 + + + 

PY383 2 0 0 0 0 0 0 0 + + + 

PY388 <0,5 x x x 0 x x x 

PY397 0 0 0 0 0 0 0 + + + 

PY418 2 0 0 0 0 0 '0 0 + + + 

PY422 0 0 0 0 x x x ± 

PY432 x 0 0 0 0 0 0 :1-

PY435 0,5 0 0 0 0 x x x ± 

PY437 0 0 0 0 1!'1 0 0 + + + 

PY452 5-10 0 0 0 0 0 0 0 + + 

PY457 0,5 ' x x 0 0' 0 0 0 ± ± 

PY465 1. 0 0 0 0 0 0' 0 .t + i:, 

Légende du tableau: Lignées, numéro de la fondatrice. L'intégrité des différentes régions du 
locus a été vérifiée par PCR pour le bras gauche (B.G.) et le bras droit (B.D.) du YAC et 
par buvardage de type Southem pour les autres régions: 0: présent, 0: présent et intègre, 
!El: présent mais non-intègre (bandes de mauvaises longueurs), X: absent. Expression: 
expression protéique des chaînes de globine au stade adulte, +: expression aisément dé-
tectable, expression faible, -: expression non-détectable. 
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Quantification postnatale des chaînes de globine 

Les souris PBGDAy-Y AC/Ikaros-nulles 
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Figure 48: Expression des chaînes de globine chez les souris PBGDAy-YAC/lkaros-nulles. 
Les chaînes de globine du sang périphérique ont été quantifiées par UT-PAGE chez des 
souris PBGDAy-YAC+ et Ikaros +/- (+/-, N Il) ou Ikaros-I

- (-/-, N 3) de trois semaines. 
L'expression des chaînes murines pmaj et pmin (A) ainsi que l'expression des chaînes 
humaines Ay, Gy et p (B) ont été mesurées chez les deux lignées PBGDAy-Y AC (PY367 et 
PY465) et sont rapportées en fonction du pourcentage de la chaîne a de la souris. Tous les 
histogrammes donnent la moyenne ± l'écart type et le p a été déterminé à l'aide du t-test de 
Student: >1<, P < 0,002; >1< >1<, P < 0,0005. 
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Résultats ajoutés en preuve 
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Expression chez les souris PBGDAy-YAC/~BPI 

Cette expérience a été effectuée par une étudiante à la maîtrise dans le laboratoire, 

Marthe-Sandrine Eiymo Mwa Mpollo, qui s'intéressait à l'étude d'un répresseur potentiel du 

gène de la p'-globine, le facteur transcriptionnel homéotique Beta protein 1 (BPI) dans des 

souris transgéniques. Ces souris PPB 1 de la lignée 43 expriment au stade adulte, le gène 

humain BP 1 sous le contrôle du promoteur de la p-globine excisé de ses sites de liaison à 

BPI de façon à éviter une autorégulation négative du transgène.554 Les souris pBPl-43 ont 

été croisées avec les souris PBGDAy-Y AC hémizygotes pour les gènes endogènes pmaj et 

pmin, dans le but de forcer la répression du gène p après la naissance, et ainsi de pouvoir 

évaluer l'importance du promoteur p dans la régulation de la commutation tardive de 

l'hémoglobine fœtale à adulte observée dans le contexte du locus PBGDAy-Y AC. 

Les niveaux d'expressions des gènes Ay, Gy et p ont été mesurés au niveau de 

l'ARNm splénique par RT-PCR quantitatif en temps réel chez des nouveau-nés également 

hémizygotes pour les gènes endogènes de p-globine. Comme on peut le voir à la Figure 49, 

aucune différence significative n'a été mesurée pour chacun des trois gènes humains chez 

les nouveau-nés PBGDAy-Y AC/PBPI-43 lorsque comparés aux PBGDAy-Y AC issus des 

mêmes portés (p> 0,4). 
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Figure 49: Expression des gènes de globine chez les fœtus PBGDAy-YAC/~BPI-43. 
L'ARNm isolé de la rate a été quantifié par RT-PCR quantitatif en temps-réel pour 
l'expression des gènes Gy, Ay et ~ chez les nouveau-nés PBGDAy-Y AC (YP367) et 
PBGDAy-y AC/~BP 1-43 (YP367/Bp 1). Les histogrammes représentent la moyenne de la 
proportion des gènes de globine (N = 4 pour les deux lignées) ± l'écart type. 
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Cartes des plasmides 
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Figure 50: Plasmide d'intégration dans la levure pRS406 de Stratagene. 
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Figure 51: Plasmide pBluescript II. La zone ombragée du site de polyclonage indique la 
séquence éliminée pour le clonage du gène Ay ayant servi à la génération des trois mutants 
de délétion. 


