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Résumé

La régulation transcriptionnelle des génes est un processus indispensable sans lequel la
diversité phénotypique des cellules ainsi que 1’adaptation a leur environnement serait
inexistant. L’identification des éléments de régulation dans le génome est d’une
importance capitale afin de comprendre les mécanismes gouvernant 1’expression des
genes spécifiques a un type cellulaire donné. Ainsi, suite au pic de LH, le follicule
ovarien entre dans un programme intensif de différentiation cellulaire, orchestré par des
modifications majeures du profile transcriptionnel des cellules de granulosa, déclenchant
ultimement ’ovulation et la lutéinisation, processus indispensables a la fertilité¢ femelle.
L’hypothése supportée par cette étude stipule qu’une réorganisation de la structure
chromatinienne survient aux régions régulatrices d’une panoplie de génes dans les
heures suivant le pic de LH et qu’en isolant et identifiant ces régions, il serait possible de
retrouver des ¢léments essentiels aux processus d’ovulation et de lutéinisation. Ainsi, en
utilisant un protocole standard de superovulation chez la souris, les éléments de
régulation se modifiant 4h suivant I’administration de hCG ont été isolés et identifiés
dans les cellules de granulosa en utilisant la méthode FAIRE (Formaldehyde-Assisted
Isolation of Regulatory Elements) combinée a un séquencage haut débit. Cette étude a
démontré que suite au stimulus ovulatoire, les cellules de granulosa subissent une
reprogrammation majeure des éléments de régulation, qui est corrélée avec une
modification drastique de leurs fonctions biologiques. De plus, cette étude a mis en
évidence une association majoritaire des ¢éléments de régulation a des régions
intergéniques distales et a des introns, indiquant que ces régions ont une importance
capitale dans la régulation transcriptionnelle dans les cellules de granulosa. Cette étude
a également permis d’identifier une panoplie de régulateurs transcriptionnels reconnus
pour étre essentiels a la fonction ovarienne, ainsi que leur sites de liaison dans le
génome, démontrant que la méthode FAIRE est une méthode assez puissante pour
permettre la prédiction d’événements moléculaires précis ayant un sens physiologique

réel.

Mots clés : éléments de régulation, ovulation, lutéinisation, cellules de granulosa,
formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements (FAIRE), régulateurs

transcriptionnels
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Abstract

Identification of regulatory elements in the genome is of paramount importance to
understanding the mechanisms governing the expression of specific genes in a given cell
type. Following the LH surge, the ovarian peri-ovulatory follicle enters an intensive
program of cellular differentiation, orchestrated by major changes in the transcriptional
profile of granulosa cells, ultimately triggering ovulation and luteinization, processes
essentials for fertility in females. In the mouse, several genes essential to the success of
this program are induced 2 to 6 hours after the ovulatory stimulus. Using a standard
protocol for superovulation in mice, the regulatory elements were isolated and identified
in granulosa cells 4h after administration of hCG using the method FAIRE
(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) combined with next
generation sequencing. The results of this analysis demonstrate that after the ovulatory
stimulus, granulosa cells undergo a major reprogramming of regulatory elements, which
is correlated with the extensive changes in their biological functions. In addition, this
study showed that most regulatory elements were associated with distal intergenic
regions and introns, indicating that these regions are important in transcriptional
regulation in granulosa cells. A variety of transcriptional regulators known to be
essential for ovarian function, and their binding sites were also identified in this analysis,
demonstrating that the FAIRE method has the power to predict molecular events that

have correlates in the known physiology of ovarian processes.

Key words: regulatory elements, ovulation, luteinization, granulosa cells, formaldehyde-

assisted isolation of regulatory elements (FAIRE), transcriptional regulators
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Introduction

La folliculogenése ovarienne est un processus complexe et finement régulé, durant
lequel un follicule primordial se développe en follicule préovulatoire, qui ovule en
réponse au pic sécrétoire de LH (luteinizing hormone). Aprés 1’ovulation, les cellules
somatiques composant le follicule, soit les cellules de granulosa et de la théque,
subissent un processus de différenciation cellulaire radical et se transforment en cellules
lutéales pour former le corps jaune, glande endocrine essentielle au maintient de la
gestation'’’. Ce programme est régulé par des gonadotrophines en provenance de
I’hypophyse, la FSH (follicle stimulating hormone) et la LH, de méme que par des

hormones stéroidiennes et des facteurs de croissance locaux.

Des erreurs dans la régulation de ce programme de différenciation cellulaire peuvent
avoir des conséquences dévastatrices sur les aptitudes de reproduction des individus
affectés. Selon statistiques Canada, environ 8,5 % des couples canadiens en age de
procréer ont un probléme d'infertilité et cette statistique concorde avec les taux
d'infertilité partout dans le monde. A I’opposé, ’augmentation exponentielle de la
population mondiale menace la planéte et ses ressources. Ainsi, une meilleure
compréhension des événements cellulaires et moléculaires qui contrdlent la croissance
folliculaire, 1’ovulation et la lutéinisation est d’une importance capitale afin de
développer de meilleures stratégies de fécondation in vitro, de méme que de nouvelles

approches de contraception.

Chez la souris, il est possible d’induire artificiellement un cycle ovarien en administrant
des molécules a activité FSH, soit le PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) et a
activit¢ LH, soit le hCG (human chorionic gonadotropin), ce qui en fait un modele
inestimable pour contrdler et étudier les processus clés de la fonction ovarienne, tels que
la croissance folliculaire, I’ovulation et la lutéinisation””. Grice a ce protocole de
superovulation, il a été établit que le pic de LH active plusieurs cascades de signalisation
intracellulaires dans les cellules de granulosa des follicules préovulatoires chez la
souris''®. Ces signaux induisent un changement rapide dans 1’expression des génes, qui

cause ultimement I’ovulation et la lutéinisation. Un grand nombre de geénes
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indispensables pour ces processus sont ainsi induit rapidement dans les heures suivant le
stimulus ovulatoire, avec un niveau maximal d’expression situé¢ entre 2 et 6 heures
suivant I’administration de hCG*'. Ce moment critique représente une fenétre clé afin de
retracer des éléments essentiels a la fonction ovarienne chez la souris. En utilisant des
souris transgéniques, plusieurs régulateurs transcriptionnels ont ét¢ identifiés comme
¢tant indispensables pour les processus d’ovulation et de lutéinisation, tels que les

récepteurs nucléaires NR5A1'% et NR5A2?" ainsi que les facteurs de transcription

C/EBPo et C/EBPB™.

Les régulateurs transcriptionnels sont reconnus pour se lier a des séquences qui leurs
sont spécifiques sur I’ADN, appelés motifs, dans le but de réguler I’expression de génes
effecteurs précis. Cette régulation transcriptionnelle des geénes est essentielle pour
permettre la diversité phénotypique des cellules, de méme que pour permettre a chaque
type cellulaire de s’adapter a son environnement, en répondant a des stimuli variés. Les
motifs reconnus par ces régulateurs transcriptionnels se retrouvent sur des régions
spécialisées dans le génome, appelés éléments de régulation. Ces éléments sont
dissimulés dans une structure dense appelée chromatine, qui représente la forme sous
laquelle se retrouve ’ADN dans le noyau. Le nucléosome, unité de base de la
chromatine, est un complexe d’ADN et de protéines qui correspond au premier niveau
de compaction de I’ADN et qui restreint son accessibilit¢ aux régulateurs

transcriptionnels.

Les ¢léments de régulation peuvent €tre isolés dans le génome, car ils présentent une
signature chromatinienne bien distincte, dont une caractéristique fondamentale est la
déplétion des nucléosomes. Cette distinction permet I’isolation et I’identification des
¢léments de régulation présents dans le génome d’un type cellulaire d’intérét et dans une
condition physiologique précise. Lieb et al, ont récemment développé une procédure
simple afin d’isoler les régions du génomes déplétées en nucléosomes appelée

formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements (FAIRE)™* >,

L hypothése a 1’origine de la présente étude stipule qu’une réorganisation de la structure
chromatinienne survient aux régions régulatrices d’une panoplie de geénes suite au pic de

LH, induisant une reprogrammation transcriptionnelle majeure menant ultimement a la
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différenciation des cellules de granulosa. En isolant ces régions dans le génome, il serait
ainsi possible de retrouver des éléments essentiels aux processus d’ovulation et de
lutéinisation. L’approche FAIRE-seq a ainsi été utilisée afin d’isoler et d’identifier de
telles régions dans les cellules de granulosa de souris, avant et aprés le stimulus

ovulatoire, dans le but de retrouver des informations clés sur ces processus.

Cette ¢étude a permis de démontrer que suite au stimulus ovulatoire, les cellules de
granulosa subissent une reprogrammation majeure des éléments de régulation, qui est
corrélée avec une modification drastique de leurs fonctions biologiques. De plus, cette
¢tude a mis en évidence une association majoritaire des ¢léments de régulation a des
régions intergéniques distales et a des introns, indiquant que ce sont ces régions
chromatiniennes, plutdt que les promoteurs, qui ont une importance capitale dans la
régulation transcriptionnelle des génes dans les cellules de granulosa. Cette étude a
¢galement permis d’identifier une panoplie de régulateurs transcriptionnels déja
reconnus pour étre essentiels a la fonction ovarienne, ainsi que leur sites de liaison dans
le génome des cellules de granulosa chez la souris, démontrant que la méthode FAIRE
est une méthode assez précise pour permettre la prédiction d’événements moléculaires

précis, qui ont un sens physiologique réel.

Revue de la littérature

1. Régulation de la transcription et structure chromatinienne

Cette section présente les mécanismes de compaction de I’ADN sous forme de
chromatine, ainsi que les mécanismes mis en ceuvre par les cellules eukaryotes afin de
favoriser 1’accessibilité¢ de ’ADN a des sites spéciaux, nommés ¢léments de régulation,
qui sont impliqués dans la régulation de 1’expression des genes. Cette section décrira
aussi une approche permettant d’isoler ces ¢léments dans le génome, une technique qui
sera utilisée dans la présente étude afin de retrouver des €léments clés, essentiels aux
processus de 1’ovulation et de la lutéinisation chez la souris. Ainsi, cette section
présentera également une vue d’ensemble des processus physiologiques et moléculaires

propres aux différentes étapes de la folliculogenése ovarienne.
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1.1 De la double hélice au chromosome : la compaction de ’ADN

L’acide déoxyribonuléique, ou ADN, est la molécule qui contient I’information
génétique. L’ADN encode les genes, unité fonctionnelle de I’hérédité, et constitue ainsi
un code 4 partir duquel tout organisme vivant se développe et fonctionne®. La molécule
d’ADN consiste en deux longs polynucléotides composés de quatre différents types de
nucléotides. Chacun de ces polynucléotides est appelé brin d’ADN et ces deux brins sont
maintenu ensemble a ’aide de ponts hydrogeénes. Les nucléotides formant les brins
d’ADN sont composés d’un sucre, le déoxyribose, attaché a un groupe phosphate et
d’une base, soit 1’adénine (A), la thymine (T), la cytosine (C) ou la guanine (G). Les
nucléotides sont liés entre eux de fagon covalente par I’intermédiaire des sucres et
groupements phosphates. Cette succession de nucléotides forme le « squelette » d’ADN,
alternant sucre-phosphate-sucre-phosphate. Les propriétés chimiques et structurales de
cet arrangement aboutissent a une structure tri-dimensionnelle en forme de double
hélice, caractérisée par une orientation interne des bases A, T, C et G, s’appariant
spécifiquement en paire de bases A-T et C-G. Cet appariement spécifique permet de
maintenir une distance similaire entre les deux brins tout le long de la molécule d’ADN.
Afin de maximiser I’efficacité de I’appariement, les deux squelettes s’enroulent I'un
autour de I’autre pour former une double hélice, avec un tour complet toutes les 10

- 137
paires de bases .

Chez les cellules eukaryotes, mis a part I’ADN mitochondrial, I’ADN se retrouve dans le
noyau. Les cellules somatiques eukaryotes contiennent approximativement 6 billion de
paires de bases d’ADN nucléaire, empaquetées dans 23 paires de chromosomes. Puisque
chaque paire de bases fait environ 0.34 nanométre de longueur, chaque cellule contient
environ 2 metres d’ADN. Tout ce matériel doit étre contenu dans le noyau, organelle

microscopique dont le diamétre est d’environ 10-20 microns’.

Il est ainsi nécessaire de compacter I’ADN afin de permettre sa localisation nucléaire, un
défi qui demande un niveau extraordinaire d’empaquetage. Pour que I’ADN soit

fonctionnel lorsque nécessaire, cette tache doit étre accomplie avec la plus grande
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organisation. En conséquence, I’ADN s’associe a des protéines qui sont en charge
d’organiser précisément le contenu nucléaire en une structure compacte et dense,
appelée fibre de chromatine. L’ADN génomique est ainsi compacté¢ de maniére

hiérarchique par les histones'**.

L’unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome, qui comprend 145-147 paires
de bases d’ADN enroulées autour d’un octamere d’histones, composé de deux copies
des quatres histones canoniques H3, H4, H2A et H2B*. La structure en « collier de
perles » formée par la succession des nucléosomes a un diametre de 11 nm et représente
le premier niveau d’organisation de la chromatine. L’ajout d’un histone de liaison, H1
ou HS5, organise le tout en une structure encore plus compacte. Cette structure a un
diamétre de 30 nm, comprend 6 nucléosomes par tour et représente le second niveau

d’organisation de la chromatine, appelée fibre de 30nm (Figure 1),
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Figure 1: La compaction de ’ADN chez les cellules eukaryotes.
La chromatine a une structure complexe avec plusieurs niveaux d’organisation. Le niveau le plus

simple correspond a la double hélice d’ADN. Le premier niveau de compaction correspond au

nucléosome. Image tirée de Pierce, Benjamin, 2005'”.
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L’organisation de la fibre de chromatine a des niveaux supérieurs, conduisant a la
formation des chromosomes, est encore obscure et controversée. Par contre, il est
devenu évident que la plasticité et la dynamique de la compaction de la chromatine

. , , . . . \ 6
soient des processus clés de la régulation de la transcription des génes’®.

1.2 La transcription des génes

Tel que résumé par Ma, 2011, la transcription est le processus permettant de transcrire
I’information présente sur un brin d’ADN en ARN (acide ribonucléique) par une
enzyme appelée polymérase d’ARN™. Chez les eukaryotes, il existe trois différents
types de polymérases d’ARN, chacune étant spécialisée dans la transcription de
différentes classes de génes®. La polymérase d’ARN de type II, ou RNAPIIL, est
I’enzyme responsable de la transcription des génes codant pour des protéines. En plus
d’une séquence codante, ces genes contiennent deux autres types de séquences d’ADN

requises pour initier leur transcription.

Premiérement, la région promotrice, aussi appelée promoteur, représente une séquence
d’ADN située en amont de la séquence codante des génes et oriente 'RNAPII sur
I’ADN au bon endroit et dans le bon sens. Cette région contient des motifs qui spécifient
le site du départ de la transcription (transcription start site, TSS) ainsi que des sites de
liaison d’activateurs de la transcription qui résident a environ 150 paires de bases au
pourtour du TSS. L’RNAPII n’a pas, a elle seule, I’habileté de reconnaitre des séquences
spécifiques sur I’ADN telles que les promoteurs. Ce sont des facteurs de transcription
appelés généraux, GTFs, qui guident la polymérase aux séquences promotrices'”. Un
exemple classique de ces facteurs est la TATA-box binding protein (TBP), qui lie
directement la séquence TATA du promoteur. Le complexe protéique ainsi assemblé a la
région promotrice est appelé complexe de préinitiation ou machinerie transcriptionnelle.
En plus des GTFs et de ’'RNAPII, ce complexe comprend des co-facteurs ainsi que des
facteurs de remodelage de la chromatine et cet ensemble forme I’holoenzyme RNAPII.
Ces facteurs additionnels jouent un rdle important en régulant la transcription via leur

. . L ; 138
interaction avec des protéines régulatrices ~.
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Le deuxiéme type de séquences d’ADN nécessaires afin d’initier la transcription sont
des ¢léments de régulation spécialisés dans la liaison de protéines régulatrices. Chez les
eukaryotes, ces ¢léments de régulation sont appelés « enhancers » et influencent la
transcription des geénes indépendamment de leur orientation et de leur distance par
rapport au TSS". Les enhancers se situent en amont des génes, mais ont également été
retrouvés dans les introns, de méme qu’en aval des geénes. Ces séquences sont le siege de
la liaison d’une panoplie de facteurs de régulation qui influencent le status
transcriptionnel des geénes dans le but de réguler finement le patron d’expression des

genes temporellement et de fagon tissu-spécifique.

1.3 Régulation transcriptionnelle et remodelage de la chromatine : La
structure compacte de la chromatine, un obstacle a franchir

La régulation transcriptionnelle des geénes est un processus indispensable sans lequel la
diversité¢ phénotypique des cellules ainsi que 1’adaptation a leur environnement serait
inexistant °’. Chez les eukaryotes, la nature compacte de I’ADN restreint son accés 4 la
machinerie transcriptionnelle et la modulation de cette compaction crée un mécanisme
de régulation de la transcription®’. La chromatine est donc une structure dynamique
sujette a des modifications ayant une influence sur son accessibilité’. Les nucléosomes
¢tant stables et peu mobiles, leurs propriétés dynamiques proviennent de 1’action de
complexes multiprotéiques remodelant et modifiant ceux-ci. Parmi les facteurs qui
altérent la structure de la chromatine on compte: le remodelage via les complexes qui
utilisent I’énergie de I’adénosine triphosphate (ATP-dépendants), I’incorporation de
variants d’histones et les modifications post-traductionnelles des histones'?'. Ces
mécanismes ne sont pas mutuellement exclusifs, mais collaborent plutdét ensemble afin

de restructurer la chromatine (Figure 2).
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Figure 2 : Propriétés dynamiques des nucléosomes.

a) Certains complexes de remodelage de I’ADN peuvent retirer les histones
canoniques et les remplacer par des variants d’histones (indiqué en vert), pouvant
étre reconnus et liés par différentes protéines régulatrices (reg). b) Les
modifications covalentes des histones (seulement 1’acétylation -Ac- est illustrée a
des fins de simplicité) permettent la liaison de facteurs de régulation ayant des
domaines spécialisés qui reconnaissent les queues d’histones modifiées. ¢) Le
repositionnement des nucléosomes permet la liaison de régulateurs
transcriptionnels aux régions régulatrices sur ’ADN (segment bleu pale). Les
complexes de remodelage sont nécessaires afin de promouvoir un acces rapide a
I’ADN en glissant ou en éjectant I’octamere d’histones sur I’ADN. Image tirée de

Phillips, T. & Shaw, K, 2008'%,

1.3.1 Le remodelage via les complexes ATP-dépendants

Le remodelage de la chromatine est un mécanisme dépendant de I’ATP, aboutissant a
une modification de I’organisation nucléosomale. Ce processus est orchestré par la
superfamille des ATPases SNF2'. Ces enzymes permettent principalement un
repositionnement de [’octamere d’histone par rapport a ’ADN (glissement), un
remplacement, en partie ou en totalité de I’octamére (échange) ou un retrait, partiel ou
total de I’octamére (&jection)®™. Ces événements ménent a I’exposition d’éléments de

régulation présents sur I’ADN.
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Tel que résumé par Clapier et al, il existe quatre familles de complexes de remodelage
de la chromatine, soit les familles SWI/SNF, ISWI, CHD et INO80?’. Ces complexes
utilisent tous I’ATP pour altérer les contacts ADN-histone et partagent des domaines
ATPase similaires. Bien que tous ces complexes aient de I’affinité pour les nucléosomes
et reconnaissent les modifications covalentes d’histones, ces familles sont spécialisés et
ont des roles biologiques distincts. Cette distinction est reflétée par des domaines
catalytiques et des sous-unités caractéristiques. Les fonctions principales de ces
complexes sont 1) d’organiser la chromatine en assurant une distance consistante entre
les nucléosomes, 2) de restreindre/favoriser son accessibilité par des mouvements ou le
retrait des nucléosomes et 3) de restructurer la chromatine en y insérant des variants

d’histones a des régions spécialisées.

Ainsi, le remodelage de la chromatine a un réle de premier plan dans la régulation de la
transcription des génes. Par exemple, les séquences d’ADN situés aux régions
promotrices sont généralement des régions pauvres en nucléosomes : ces régions sont
riches en résidus AT, ce qui replie ’ADN de maniere défavorable et crée une région
appauvrit en nucléosomes d’environ 100 paires de bases, située au TSS'®. A I’inverse,
les enhancers peuvent étre enroulés dans les nucléosomes et inaccessibles aux protéines
régulatrices. Dans les deux cas, ces régions nécessitent un remodelage pour favoriser ou

restreindre 1’exposition des sites de liaison de facteurs de régulation.

De manicre générale, les complexes de remodelage répressifs favorisent I’assemblage de
la fibre de chromatine, restreignant ainsi son accessibilit¢ aux facteurs s’y liant et
recrutent des molécules qui amplifient cette répression. A 1’inverse, la transition & 1’état
actif de la transcription d’un géne est accompagnée par la perte de nucléosomes ainsi
que par des mouvements de nucléosomes. La logique derriere 1’activation par les
complexes de remodelage est de mouvoir, de restructurer ou d’¢jecter les nucléosomes
afin d’exposer ’ADN, facilitant ainsi la liaison de facteurs activateurs supplémentaires
aux régions distales ou facilitant la liaison de la machinerie transcriptionnelle aux
promoteurs en agrandissant la région appauvrit en nucléosomes®. Il existe ainsi un effet
antagoniste entre les complexes qui assemblent et les complexes qui déstabilisent la

chromatine. Cette dualité permet d’établir un flux dynamique
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d’assemblage/désassemblage qui est utilisée dans la régulation de la transcription des

genes.

1.3.2 L’incorporation des variants d’histones

L’organisation de I’ADN en fibre de chromatine est inhibitrice a tous processus
nécessitant ’ADN comme matrice, tels que la réplication, la transcription, la
recombinaison et la réparation. Plusieurs mécanismes sont mis en place par la cellule
afin de manipuler la structure et la composition de la chromatine, dans le but de faciliter
ces processus. Ces mécanismes incluent 1’incorporation de variants d’histones®. Les
cellules eukaryotes contiennent des variants d’histones H2A et H3 qui peuvent étre
distingués des histones canoniques par des différences au niveau de la séquence d’acides
aminés’'. A I’opposé des histones canoniques, les variants d’histones sont synthétisés et
assemblés dans les nucléosomes indépendamment de la réplication de I’ADN, ce qui
suggere que ces derniers générent et maintiennent des régions spécialisées dans la

chromatine’".

1.3.2.1 Les variants de I’histone H2A

L’histone canonique H2A posséde plusieurs variants, mais ce sont les variants H2A.Z et

H2A.X qui sont les mieux caractérisés.

Le variant H2A.Z constitue environ 10% des histones H2A'"®. Ce variant participe a la
régulation de 1’expression des geénes en déstabilisant 1’association des dimeres (H2A.Z-
H2B) et (H3-H4), facilitant ainsi 1’accessibilit¢ des facteurs de régulation a la
chromatine’'. Des études ont démontré son rdle dans la régulation de la transcription
des génes chez les eukaryotes™ °*. Chez la levure, une délétion du variant H2A.Z est
associ¢ avec un défaut de recrutement de la machinerie transcriptionnelle a des régions

S s 2
favorables a la transcription”.

Le variant H2A.X est retrouvé exclusivement chez les eukaryotes supérieurs. La

phosphorylation de la sérine S139, située a I’extrémité C-terminale du variant H2A. X,
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est impliquée dans les processus de réparation des bris d’ADN double brins’ ~ et dans le

processus d’apoptose®. Des études ont démontré le role de ce variant dans la

. L 45
condensation des chromosomes X et Y lors de la méiose™.

1.3.2.2 Les variants de I’histone H3

Il existe 4 isoformes de I’histone H3, dont H3.3 est le mieux caractérisé. Les
nucléosomes contenant le variant H3.3 sont particuliérement moins stables, car ce
variant semble supprimer la compaction induite par 1’histone de liaison HI en

70 17

empéchant son recrutement . Des études démontrent également que ce variant est

présent aux régions active a la transcription3.

1.3.3 Les modifications post-traductionnelles des histones

La chromatine, matrice de I’information génétique chez les eukaryotes, est sujette a
plusieurs modifications post-traductionnelles®. Ces modifications prennent place sur les
acides aminés situés aux extrémités NH,-terminales protubérantes (queues) des histones,
ce qui a pour effet de réguler I’accessibilité a ’ADN. Différentes modifications, aussi
appelées marques, a ces extrémités peuvent générer des interactions synergiques ou
antagonistes avec des protéines régulatrices qui provoquent une transition dynamique
entre 1’état répressif et permissif de la chromatine. L’ajout de ces marques sur les
histones donne naissance au concept du code des histones. Ce code multiplie
littéralement le potentiel informatif du code génétique, ouvrant la voie sur la notion
d’épigénétique ou de code épigénétique®. L’épigénétique se définie ainsi comme
I’ensemble des informations qui complexifient le génome sans en modifier la séquence

d’ADN.

La partie NH,-teminale des histones subit des modifications covalentes, incluant la
méthylation, la phosphorylation, 1’acétylation, 1’ubiquitination et 1’ADP-ribosylation,
permettant de moduler I’état transcriptionnel de ’ADN. Les enzymes en charge de
modifier les queues d’histones sont hautement spécifiques a une position et a un acide

aminé précis'?” 1°. Bien que la majorité de ces modifications ainsi que leur réle ne soit



28
pas encore parfaitement compris, beaucoup de progres ont été accomplis dans la

compréhension de 1’acétylation et de la méthylation des résidus lysine.

1.3.3.1 L’acétylation de PADN

De toutes ces modifications, 1’acétylation des histones de méme que les enzymes
responsables de 1’ajout et du retrait de cette marque, les histone-acétyltransférases
(HATS) et les histone-déacétylases (HDACs), ont été les plus étudiées™. Des évidences
démontrent que I’acétylation de certains résidus lysines jouent un role fondamental dans
la régulation de la transcription des genes. En effet, en 1964, Allfrey proposa que
I’acétylation des hitones est en lien avec le status transcriptionnel des genes chez les
cellules eukaryotes®. Il a été ainsi démontré que les histones acétylés étaient associées
préférentiellement avec la chromatine transcriptionnellement active. L’acétylation prend
place sur les résidus lysine situés sur les queues d’histones et neutralisent la charge
positive de ces dernieres, ce qui décroit leur affinité pour I’ADN chargé négativement.
En conséquence, 1’acétylation des histones altére la stabilité nucléosomale, ce qui facilite
I’accessibilité des protéines régulatrices & PADN'". L’acétylation permet également le
recrutement d’enzymes a des régions spécifiques du génome. En effet, les lysines
acétylées sont reconnues par les bromodomaines présents dans les complexes de

remodelage ATP-dépendants.

1.3.3.2 La méthylation des histones

La méthylation des lysines peut avoir différents effets selon la lysine modifiée. Par
exemple, la méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4) ainsi que de la lysine 36
de I’histone H3 (H3K36) sont associés a la chromatine transcriptionnellement active. Au
contraire, la méthylation des lysines 9 et 27 de I’histone H3 (H3K9, H3K27) ainsi que la
méthylation de la lysine 20 de 1’histone H4 (H4K20) corrélent habituellement avec la
répression des geénes. La méthylation des histones, tout comme 1’acétylation, permet le
recrutement de complexes protéiques a des régions cibles du génome. Une interaction
entre H3K4 méthylé et le chromodomaine Chdl permet le recrutement de complexes

111

activateurs sur la chromatine'''. A 1’opposé, les marques de méthylation sur les lysines
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H3K9 et H3K27 sont liées par les chromodomaines HP1 et polycomb, respectivement,
ce qui abouti a la compaction de la chromatine’. Un résidu lysine peut avoir jusqu’a
trois groupes méthyl et cet état de méthylation (mono-, di- ou tri-) influence la liaison
aux chromodomaines. Polycomb interagit préférentiellement avec les résidus tri-
méthylés H3K27, alors que HP1 démontre une préférence pour les résidus H3K9 di- ou

tri-méthylés®’.

2. Kléments de régulation et signature chromatinienne

Les mécanismes de remodelage de la chromatine, d’incorporation de variants d’histone
de méme que les modifications covalentes des histones établissent une signature
chromatinienne bien distincte, permettant de reconnaitre des ¢éléments de régulation

, r 8; 62; 40
présents dans le génome™

. Par exemple, les régions génomiques directement
impliquées dans la régulation transcriptionnelle peuvent étre retracées par des
particularités de leur structure chromatinienne. En effet, des études portant sur les
séquences contenant des sites de liaison de protéines régulatrices ont révélées que ces
régions étaient soit appauvrit en nucléosomes ou avaient des interactions ADN-
nucléosomes altérées*® *°. De plus, tel que mentionné précédemment, certaines marques
épigénétiques et I’incorporation de variants d’histones sont des éléments typiques de
régions favorables a la transcription''. L exclusivité de toutes ces caractéristiques permet
d’exploiter ce systeme dans le but d’isoler et d’identifier les éléments de régulation qui

les portent a travers le génome d’un type cellulaire d’intérét, afin de mieux en

comprendre les propriétés et les fonctions.

2.1 Signature chromatinienne et identification des ¢léments de
régulation

L’activité des facteurs de régulation aux promoteurs et aux enhancers cause typiquement
une éviction des nucléosomes chez les cellules eukaryotes'®. Ainsi, I’isolation de régions
appauvries en nucléosomes permet de découvrir des ¢léments de régulation de la
transcription présents dans le génome. Cette tiche peut étre accomplie par digestion
enzymatique 4 la DNase I'*> ', En 2007, Giresi et Lieb ont proposé une méthode

alternative dans le but de détecter les régions ouvertes présentes dans la chromatine chez



30
les eukaryotes, technique connue sous le nom de FAIRE (formaldehyde- assisted
isolation of regulatory elements) et schématisée & la figure 3A°* *°. Contrairement 4 la
digestion enzymatique, cette technique ne requiert pas 1’utilisation d’enzymes, mais est
plutot basée sur les différences d’efficacités de pontages chimiques entre I’ADN et les
nucléosomes versus I’ADN et les protéines régulatrices. Le pontage chimique entre
I’ADN et les protéines régulatrices est beaucoup moins efficace que le pontage entre
I’ADN et les nucléosome. Ainsi, les complexes ADN-protéines régulatrices se
retrouveront dans la phase aqueuse suite a une extraction phénol/chloroforme,
contrairement aux pontages ADN-nucléosomes qui se retrouveront dans la phase
organique, permettant ainsi d’isoler les régions régulatrices présentes dans le génome.
Afin de réaliser une expérience de FAIRE, les cellules ou tissus doivent étre
préalablement fixées avec le formaldéhyde pour établir le pontage chimique des
complexes ADN-protéines. Les cellules sont ensuite lysées afin d’en recueillir la
chromatine, qui sera alors fragmentée par sonication. Les fragments ainsi obtenus seront
soumis a une extraction phénol/chloroforme. L’ADN se retrouvant dans la phase
aqueuse est alors purifié et analysé. Plusieurs options sont possible afin d’analyser les
fragments enrichis, tel qu’une amplification quantitative par réaction de polymérase en
chaine, PCR (FAIRE-qPCR), une hybridation sur puce (FAIRE-chip) ou un séquencage
haut-débit (FAIRE-seq) (Figure 3B-D). La premi¢re approche nécessite une
connaissance préalable des régions ouvertes sur la chromatine, alors que les deux
dernieres permettent de découvrir de nouvelles régions régulatrices d’un type cellulaire

d’intérét.
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Figure 3) Procédure FAIRE.

La procédure FAIRE décrite dans le texte est schématisée en A). L’ADN recueilli de la phase aqueuse suite a
I’extraction phénol/chloroforme peut étre utilis¢é pour identifier des régions régulatrices présentes dans la
chromatine en utilisant la qPCR, une hybridation sur puce ou le séquengage haut-débit. B) pour le qPCR, une série
d’amorces est utilisée afin de couvrir une région génomique d’intérét. Les sites correspondant a des éléments de
régulation sont identifiés en bleu et démontrent un enrichissement plus important. C) Une puce regroupant des
oligonucléotides de 50-70pb correspondant a des régions d’intérét ou au génome entier d’un organisme est utilisé
pour I’hybridation des séquences obtenues par FAIRE. D) Le séquencage haut-débit peut étre utilisé afin d’aligner

les fragments d’ADN générés par FAIRE sur un génome de référence. Image adaptée de Gaulton et al., 2010 *!

Comme la technologie FAIRE-seq permet la découverte de régions régulatrices qui sont
essentielles a la régulation transcriptionelle cellule spécifique, cette méthode a été
employée afin de découvrir des éléments clés de la fonction ovarienne chez la souris. En
effet, cette étude a été entreprise dans le but de découvrir des événements clés, prennant
place au cours du moment critique du cycle ovarien qui est induit par le stimulus
ovulatoire, précédant 1’ovulation et la différenciation cellulaire et menant a la formation

du corps jaune.

3. La biologie de ’ovaire

Le mot ovaire est dérivé du mot latin « ovum » qui signifie ceuf. Chez les mammiferes,
I’ovaire n’est pas seulement une réserve d’ceufs, ou de cellules germinales produisant
une descendance, mais également une glande contrélant divers aspects du
développement et de la physiologie femelle®®. Un role fondamental de 1’ovaire est ainsi
de produire des molécules actives, telles que des stéroides, notamment les oestrogénes et
la progestérone, mais aussi des facteurs de croissance qui sont essentiels a la fonction

ovarienne, la régulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique ainsi qu’au
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développement de caractéristiques sexuelles femelle. La production de ces molécules est
finement contrdlée par un programme de différenciation cellulaire qui prend place au

cours du processus de la folliculogenese.

3.1 La réponse des cellules somatiques aux gonadotrophines

La fonction ovarienne est régulée par une multitudes de facteurs, dont les plus connus
sont la FSH (follicle stimulating hormone) et la LH (luteinizing hormone), qui sont des
gonadotrophines sécrétées par I’hypophyse en réponse a la GnRH hypothalamique''*.
Ces gonadotrophines sont indispensables au développement folliculaire et a la
stéroidogenese ovarienne. C’est par leur réponse aux gonadotrophines que la
fonctionnalit¢ des follicules ovariens évolue au cours de leur croissance. Cette
fonctionnalité se traduit premi¢rement par 1’acquisition de la réceptivité aux facteurs
régulateurs que sont les gonadotrophines et les stéroides, par I’aptitude a produire des
facteurs locaux qui modulent la fonction gonadique et par [’acquisition d’une

stéroidogenese fonctionnelle.

Les gonadotrophines agissent sur les cellules somatiques du follicule en se liant a des
récepteurs membranaires. Le récepteur pour la FSH, FSHR est présent a la surface des
cellules de granulosa trés tot durant la folliculogenéese. Le récepteur pour la LH, LHR,
est plutot situé sur les cellules de la théque interne a partir du stade préantral et le
nombre de récepteurs présent a la surface d’un follicule augmente avec sa taille’. Ils
apparaissent sur les cellules de granulosa du follicule au stade préovulatoire. Sous 1’effet
des gonadotrophines, le follicule produit des hormones stéroidiennes selon la théorie
« deux cellules, deux gonadotrophines » : sous le controle de la FSH, les cellules de

granulosa aromatisent en estrogénes les androgenes produits par la théque interne sous

I’effet de la LH (Figure 4)%,

Les cellules de granulosa produisent I’estradiol, mais chez la majorité des espéces, elles
sont dépourvues de I’enzyme CYP17Al, nécessaire a la production du précurseur
aromatisable de I’estradiol et des androgénes, I’androstenedione. Bien que les cellules de

la theque expriment cet enzyme, elles sont déficientes en CYP19A1, enzyme clé de la
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conversion de 1’androstenedione en oestrogénes, qui est exprimé par les cellules de

granulosa*’. L’expression de ces enzymes est contrdlée par les gonadotrophines, formant

la base du modéle de production de I’estradiol®.
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Figure 4) Le concept deux cellules, deux gonadotrophines de la production de I’estradiol.

La fonction principale des cellules de la théque durant la folliculogenese est la production de
stéroides. Bien que les cellules de la théque aient la capacité de produire des androgénes de novo,
elles sont dépourvues de 1’aromatase (CYP19A1), enzyme requise pour convertir les androgenes
en estradiol. Les cellules de la théque répondent au niveau de base de LH en surexprimant les
enzymes impliqués dans la production de stéroides, incluant STAR, CYP11A1l, CYP17A1 et 3f-
HSD. STAR permet le transport du cholesterol a la membrane interne des mitochondries, ou il est
converti en pregnenolone par CYP11A1l. La pregnenolone est converti en dehydroepiandrosterone
(DHEA) par CYP17AL1. Finalement, 38-HSD converti le DHEA en androstenedione, qui diffuse a
travers la membrane des cellules de granulosa. En réponse a la stimulation par la FSH, les cellules
de granulosa surexpriment CYP19A1 et 17B-hydroxysteroid dehydrogenase (17B-HSD), qui

convertissent I’androstenedione en estradiol. Image tirée de Edson et al., 2009,

3.2 La folliculogenese

La folliculogeneése est un processus qui prend place a I’intérieur des follicules, structures
composées de cellules somatiques spécialisées, retrouvées dans 1’ovaire. Ainsi, le

développement folliculaire est une succession d’étapes finement régulées, caractérisée
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par une croissance et une différenciation des cellules somatiques des follicules et qui
aboutit en la croissance et la différenciation de l’oocyte, qui mature pour devenir
fécondable'”. La folliculogenése dépend largement de 1’effet des gonadotrophines
circulantes sur la prolifération et la différenciation des cellules de granulosa et de la
théque, qui sont les deux types cellulaires somatiques principaux du follicule. C’est ainsi
que la réponse des cellules somatiques aux gonadotrophines orchestre la folliculogenése
en différentes étapes: la formation des follicules primordiaux, le recrutement des
follicules primordiaux, la phase préantrale, la phase antrale, la phase préovulatoire,

I’expansion du cumulus/I’ovulation et finalement la formation du corps jaune (Figure 5).

Gonadotropin-Independent Gonadotropin-Dependent
Preantral Follicle Growth Antral Follicle Growth
Germ : . Antral Preovulatory Ovulation
Cell Primordial Primary Secondary

Cyst

i ‘E“@\
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Figure 5) Les stades de la folliculogenése chez les mammiféres.

Chez la souris, les follicules primordiaux se forment 1 ou 2 jours suivant la naissance. Les follicules préantraux commencent leur
développement dans la vie postnatale. Le développement folliculaire préantral ne nécessite pas de stimulation hypophysaire par les
gonadotrophines. Au stade secondaire, une couche additionnelle de cellules somatiques apparait sur le follicule, il s’agit de la théque. A la
puberté, la FSH sécrétée par I’hypophyse promeut la prolifération et la survie des cellules de granulosa. L’ovulation du follicule dominant
a lieu en réponse au pic sécrétoire de LH. Aprés ’ovulation, les cellules de granulosa et de la théque subissent une différentiation

terminale afin de former le corps jaune. Image tirée de Edson et al.,2009%.

Avant la formation des follicules primordiaux, les oocytes sont présents dans la gonade
sous la forme d’amas de cellules germinales. La formation des follicules primordiaux
prend place lorsque les oocytes survivent au bris de 1’amas de cellules germinales et sont
individuellement enrobés par des cellules de pré-granulosa aplaties. Cette étape
correspond a la premiere étape de la folliculogenése et se produit dans les jours suivant

la naissance chez la souris®. Chez les mammiféres, cette population de follicules
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primordiaux sert de réserve définitive d’oocytes qui seront disponibles et sélectionnés a

travers la vie reproductive chez la femelle.

3.2.1 Recrutement initial des follicules primordiaux

Le recrutement folliculaire est généralement subdivisé en deux catégories : soit 1)
I’activation initiale d’une cohorte de follicules primordiaux, qui survient tout au long de
la vie reproductive et 2) ’activation cyclique, apres la puberté, d’un nombre limité de
follicules a partir de la cohorte précédente, desquels une mince fraction seront
sélectionnés pour I’ovulation”. La transition d’un follicule primordial & un follicule
primaire est caractérisée par des changements morphologiques des cellules de granulosa

qui passent d’aplaties a cuboidales.

3.2.2 La phase préantrale

Cette phase est caractérisée par la croissance de 1’oocyte, la prolifération des cellules de
granulosa et 1’acquisition d’une couche additionnelle de cellules somatiques, nommée
théque. La croissance des follicules préantraux, chez la souris, débute 10-12 jours apres
la naissance, alors qu’une cohorte de follicules en développement atteint le stade de
follicules secondaires. La croissance des follicules préantraux est dépendante de facteurs
autocrines et paracrines, mais semble indépendante des gonadotrophines. En effet, des
souris génétiquement modifiés déficientes en FSHB”* ou en FSHR*® !, de méme que des
souris possédant des mutations de GnRH, marquées par une nette réduction de synthese
des gonadotrophines FSH et LH**, ont une formation de follicules préantraux normale

malgré une folliculogenése antrale défectueuse.

3.2.3 La phase antrale

Plusieurs changements importants prennent place lors de la formation de ’antre, qui est
une caractéristique spécifique des follicules antraux. De petits espaces remplis de
liquides se regroupent afin de former une seule cavité qui sépare les cellules de

granulosa en deux populations distinctes. Les cellules de granulosa murales qui tapissent
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le contour du follicule et sont des joueurs clés dans la stéroidogenese et 1’ovulation, alors
que les cellules de granulosa du cumulus entourent étroitement 1’oocyte et sont en
charge de promouvoir sa croissance et ses compétences développementales. Ces deux
types cellulaires semblent étre définis par des gradients opposés de FSH en provenance
de D’extérieur du follicule de méme que par des facteurs sécrétés par I’oocyte™. La
transition du stade préantral au stade antral marque un changement fondamental de
régulation, puisque I’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique commence a
fonctionner. La FSH devient alors essentielle afin de prévenir I’apoptose et ’atrésie des

follicules’® 2°

, ainsi que pour promouvoir la prolifération des cellules de granulosa, la
production d’estradiol et I’expression du récepteur de la LH''*. La réponse folliculaire a

la FSH dépend du seuil de sensibilité du follicule, qui varie avec la taille de celui-ci.

La cascade de signalisation activée par la liaison de la FSH a son récepteur, FSHR, est
une cascade linéaire AC/cAMP/PKA qui résulte en la phosphorylation et I’activation de
facteurs de transcription contenant des cAMP-response element-binding (CREB), qui
régulent la transcription d’un grand nombre de genes cibles, incluant I’aromatase,
I’inhibine alpha et beta ainsi que le récepteur LHR'®" *°. L’activation de ces génes se
traduit par une €lévation de I’estradiol et de I’inhibine, qui rétrocontrolent négativement

la production de FSH.

3.2.4 Formation des follicules préovulatoires

Bien que la majorité¢ des follicules en croissance seront soumis a 1’atrésie, une petite
quantit¢ de follicules antraux de la cohorte en développement atteindra le stade de
follicule préovulatoire chez la souris. Les follicules qui survivent a cette étape sont plus
sensibles aux niveaux décroissant de FSH circulante, qui survient lors du rétrocontrdle
négatif de 1’estradiol et de I’inhibine sur I’hypophyse. Cette sensibilité accrue s’explique
par une plus grande expression de récepteur a la FSH, FSHR'"*. Alors que des
concentrations croissantes en estradiol permettent de supprimer les sécrétions
hypophysaires de FSH, 1’augmentation de la production d’estradiol intrafolliculaire
permet de promouvoir la production de LH hypophysaire, résultant en un pic de LH. Les

follicules préovulatoires expriment le récepteur de la LH, LHR, a forte concentration
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dans les cellules de granulosa, leur permettant ainsi de répondre au pic de LH, ce qui
initie une cascade d’événements menant a la résomption de la méiose de 1’oocyte, a
I’expansion des cellules du cumulus, a la rupture folliculaire et finalement en une
différenciation cellulaire terminale des cellules de granulosa et de la théque afin de
former le corps jaune’". Les voies de signalisation induites par le pic sécrétoire de LH
affectent rapidement et définitivement le profile transcriptionnel des cellules de
granulosa, reprogrammant ainsi leur fonctions cellulaires'*’. Comme le récepteur pour la
FSH, le récepteur de la LH active la voie AC/cAMP/PKA, résultant en une

9% 114 ot en une activation des CREB.

augmentation drastique de I’AMPc intracellulaire
Le pic de LH est reconnu pour stimuler des voies de signalisation additionnelles en
augmentant la production d’inositol tri-phosphate (IP3) dans les cellules de granulosa™

et en stimulant les voies des kinases extracellulaire ERK1/2 et MAPK?>% %% 12225,

3.2.5 Expansion du cumulus

Suivant le pic sécrétoire de LH, les cellules de granulosa du cumulus produisent une
matrice extracellulaire qu’elles utiliseront afin de se dissocier de 1’oocyte, phénoméene
connu sous le nom d’expansion du cumulus*'. L’expansion des cellules du cumulus est
initiée par le pic de LH et ce processus est essentiel & I’ovulation et a la fertilization™.
La régulation de ce processus est dépendante de I’activation des MAPK®, de méme que
par des facteurs paracrines sécrétés par I’oocyte'’. Suite au pic de LH, plusieurs génes
impliqués dans la formation et la stabilisation de la matrice extracellulaire du cumulus

o 11
oophorus sont surexprimés' .

Tel que mentionné précédemment, deux populations de cellules de granulosa existent
dans le follicule antral. Etrangement, les cellules de granulosa murales tapissant le

follicule exprime LH-R, mais les cellules du cumulus sont dépourvue de ce récepteur

107; 35 1105

chez la souris . Conti et al™, ont démontré que le pic de LH cause une
augmentation rapide des membres de la famille EGF-like Areg, Ereg et Bic
(amphireguline, epireguline et betacelluline, respectivement), spécifiquement dans les
cellules de granulosa murales des follicules préovulatoires. Ces ligands sont synthétisés

en tant que protéines membranaires et sont relachées de la surface par clivage
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protéolytique. Ils se lient et activent ensuite des récepteurs tyrosine kinase EGFR
exprimés a la surface des cellules du cumulus. Cette ¢tude démontre que tous ces
facteurs de croissance stimulent 1’expansion du cumulus et la maturation oocytaire in
vitro de mani¢re dépendante de EGFR. Les effets de ces facteurs EGF-like sont causés
par Iexpression de Prgs2, Has2 et Tnfaip6'”, dont les produits sont essentiels & la
formation et la stabilisation de la matrice extracellulaire du cumulus oophorus. Apres 4h
de stimulation avec 1’analogue de la LH, hCG, les transcrits de Areg, Ereg et Btc sont
détectables dans les complexes cumulus-oocyte, suggérant qu’une boucle de régulation
autocrine est établie pour maintenir I’expression des facteurs EGF-like dans les cellules

du cumulus®*.

3.2.6 La lutéinisation : formation du corps jaune

Une fois que le follicule est rompu et que le complexe cumulus-oocyte est relaché, le
destin final des cellules de granulosa et de la théque est une différentiation cellulaire afin
de former le corps jaune, structure endocrine hautement spécialisée, sécrétant la
progestérone dans le but de stimuler ’utérus et de maintenir une gestation potentielle”.
Remarquablement, la transformation des cellules de granulosa en cellules lutéales

s’effectue en quelques heures suivant le pic de LH'"".

Plusieurs changements génomiques et structuraux meénent a la différenciation terminale
des cellules folliculaires en cellules lutéales. D’une part, ces dernic¢res cessent de se
diviser et commence a exprimer un nouvel éventail de molécules qui leur permettront de
s’adapter & un environnement hormonal différent et d’assurer de nouvelles fonctions'*®
3 D’autre part, la formation du corps jaune nécessite des changements structuraux qui
permettent la migration des cellules a travers le follicule et la vascularisation du corps
jaune nouvellement formé. Pendant la différentiation des cellules lutéales, des altérations
profondes se produisent au niveau tissulaire. Ceux-ci incluent des changements dans la
matrice extracellulaire (ECM), un systéme complexe composé d’un réseau de collageéne
associ¢ a des protéoglycans et des glycoprotéines®® qui joue un réle structural dans le
support et la division des composantes du corps jaune. Le remodelage de cette matrice
est finement régulé par I’interaction entre des protéases et leurs inhibiteurs. Les

composants de la matrice sont clivés par des protéases extracellulaires, telles que des
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sérines protéases et des métalloprotéinases matritielles (MMPs). Parmi ces derniéres,
MMP-2 et MMP-9 semblent avoir un role important pour la formation du corps jaune,
en clivant le collagéne de type IV, qui est la composante principale de la membrane
basale des follicules®. L’activité de ces protéases est inhibée de maniére spécifique par
les tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs). Le pic de LH induit I’expression de
plusieurs MMPs et TIMPs et le ratio entre les MMPs actives et leurs inhibiteurs est
important afin de maintenir un microenvironnement favorable a la différentiation des

cellules folliculaires en cellules lutéales’’ °,

4. La régulation transcriptionnelle induite par le pic de LH dans les
cellules de granulosa

4.1 Les membres de la famille des CCAAT/enhancer-binding proteins
(C/EBPs)

Un nombre important de régulateurs transcriptionnels est essentiel pour I’ovulation.
Parmi les régulateurs transcriptionnels qui influencent le processus ovulatoire se
retrouvent les membres de la famille des CCAAT/enhancer-binding proteins
(C/EBPs)''% 12127 Cette famille est composée de quatre membres, dont les domaines de
liaison a I’ADN sont de type basic leucine zipper (bzip) : C/EBPa, C/EBPB, C/EBPS et
CRP1/C/EBPe. Ces protéines reconnaissent les mémes séquences palindromiques sur
I’ADN et se dimérisent via leur domaine bzip'*’. Le membre C/EBPB a été démontré
pour réguler la prolifération et la différenciation d’une grande variété de types
cellulaires, ayant ainsi un role dans la régulation de plusieurs processus biologiques
incluant ’adipogenése’®, la réponse immunitaire'”’, la décidualisation des cellules
stromales utérines’ et la différenciation de I’épithélium de la glande mammaire®® "%,
Dans les follicules préovulatoires, C/EBPP est induit par la LH** * et activé par une
cascade de signalisation ERK1/2 dépendante™. Une déplétion du géne Cebpb par
mutagenése dirigée cause un phénotype anovulatoire et un défaut de lutéinisation'”’ et la
déplétion utérine de ce gene affecte les processus de décidualisation et de

prolifération''>. Cependant, une déplétion conditionnelle de ce géne dans les cellules de
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granulosa chez la souris (cKO : Cebpbfl/fl;Cyp19-Cre) démontre une ovulation et
lutéinisation réduites, mais pas compleétement compromises, suggérant que C/EBP n’est
pas la seule cible de la LH via ERK1/2 dans les cellules de granulosa, ou que d’autres
membres de la famille des C/EBPs compensent le manque de C/EBPP*. En 2011,
Richards et al ont démontré qu’une déplétion conditionnelle double de C/EBPa et
C/EBPB dans les cellules de granulosa rend les souris complétement infertiles*. Chez
les individus Cebpa/b™, les ovaires sont dépourvus de corps jaunes et les niveaux de
progestérone circulante sont bas. Cette étude démontre que C/EBPa et C/EBPf semblent
dicter le processus de lutéinisation et que ces molécules sont essentielles a Ia

différenciation terminale des cellules de granulosa en cellules lutéales.

4.2 Les membres de la famille des récepteurs nucléaires NRSA

Une délétion conditionnelle des membres de la famille des récepteurs nucléaires NRSA
mene €également a un phénotype anovulatoire. Le premier membre de cette famille,
NRSA1 (steroidogenic factor 1;SF-1) est reconnu pour étre nécessaire pour le
développement et le fonctionnement normal des tissus endocrines, tels que les glandes
surrénales, les gonades, les cellules gonadotrophes situées dans I’hypophyse antérieure
et I’hypothalamus ventromedial®’. Les souris portant une déplétion de NR5A1 dans
I’ovaire sont complétement infertiles et n’ont pas de corps jaune, suggérant que NR5A1
joue également un réle essentiel dans le développement folliculaire®. Plus précisément,
une déplétion conditionnelle de ce facteur dans les cellules de granulosa chez la souris
(SF-111/f1; Amhr-2/Cre) est associé avec des ovaires hypoplasiques contenant un nombre
diminué de follicules et une absence compléte de corps jaune'*. Ces souris démontrent
¢galement une cyclicité anormale et une quantité d’oocytes relachée significativement
diminuée suivant un protocole de superovulation standard. Une baisse importante des
genes impliqués dans la prolifération cellulaire suggere que NRSAT a un role clé dans la
prolifération des cellules de granulosa. Cette étude démontre que 1’expression de SF-1

dans les cellules de granulosa a un réle fondamental pour la reproduction.

Plus récemment, un autre membre de la famille des récepteurs nucléaires NRSA,

NR5A2 (liver receptor homolog-1; LRH-1), a ¢été identifié dans I’ovaire',
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Originalement identifié¢ dans le foie ou il régule des génes impliqués dans la synthése de
I’acide biliaire’’, ce facteur est également exprimé dans le pancréas, I’intestin, I’ovaire,

713 Une déplétion conditionnelle de

et plus faiblement dans les glandes surrénales
NRS5A?2 dans les cellules de granulosa chez la souris (LRH-1{1/fl; Amhr-2/Cre) cause un
phénotype anovulatoire’’. Les stimuli préovulatoires qui initient 1’expansion du
cumulus, la lutéinisation et la rupture folliculaire sont absents chez ces souris. Une
augmentation de I’estradiol intrafolliculaire et une diminution de la synthése de
progestérone sont causés par une diminution de I’expression des genes cibles de NRSA2,
tels que Nos3, Cypl9al, et Star. De plus, I’expression des MMPs, qui sont essentielles

pour I’ovulation, est compromise. Cette étude démontre que NR5A2 régule plusieurs

mécanismes essentiels a la maturation des follicules ovariens de méme qu’a I’ovulation.

Plusieurs génes et régulateurs transcriptionnels sont déja reconnus étre essentiels pour la
fonction ovarienne chez la souris. Cependant, une meilleure compréhension globale des
¢léments de régulation variant entre les cellules de granulosa avant et apres le stimulus
ovulatoire permettrait certainement de repérer des éléments clés, jouant un role

fondamental dans les processus d’ovulation et de lutéinisation.

Ainsi, I’hypothése de la présente étude est que suivant le pic de LH, une réorganisation
de la structure chromatinienne survient aux régions régulatrice d’une panoplie de genes,
induisant une reprogrammation transcriptionnelle majeure qui mene a la différenciation
des cellules de granulosa. Ainsi I’objectif de I’étude est d’utiliser la méthode FAIRE-seq
afin d’isoler et d’identifier les éléments de régulation présents avant et apres le stimulus
ovulatoire, afin de repérer les éléments clés responsables des processus d’ovulation et de

lutéinisation chez la souris.

Matériels et Méthodes

1. Animaux

Toutes les procédures expérimentales ont été¢ approuvées par le comité d’éthique de
Iutilisation des animaux (CEUA) de 1’Université de Montréal et exécutées selon les

directives du conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Les animaux ont été
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hébergés dans un établissement controlé avec des cycles clarté/noirceur de 14 :10 et un
acces libre a I’eau et a la nourriture. Toutes les expériences ont ¢€té réalisées avec des

souris de souche B6; 129 de type sauvage.

1.1 Superstimulation ovarienne

Une superstimulation ovarienne a été effectuée sur des femelles immatures (22-25
jours). Un premier groupe (n=9) a été injecté avec du pregnant mare serum gonadotropin
(PMSG; 5 UI) par administration intra-péritonéale, dans le but de stimuler la croissance
folliculaire. Ces femelles ont été sacrifiées 48h suivant le traitement. Un deuxieme
groupe (n=10) a été injecté de la méme fagon avec du PMSG et 48h plus tard avec du
human chorionic gonadotropin (hCG; 5 UI) par administration intra-péritonéale, dans le
but d’induire I’ovulation. Ces femelles ont été sacrifiées 4h suivant le traitement au

hCG.

1.2 Récolte, purification et fixation des cellules de granulosa

Dans le but de récolter, de purifier et de fixer les cellules de granulosa, les ovaires des
femelles immatures superstimulées ont été récoltés et rincés avec une solution de PBS
Ix contenant des inhibiteurs de protéases (PMSF 1mM, aprotinine 1uM, leupeptide 1uM
et pepstatine 1uM). Par la suite, les ovaires ont été¢ dégraissés et placés dans un pétri
contenant 10ml de PBS 1x froid contenant des inhibiteurs de protéases. Les ovaires ont
¢té ponctionnés a 1’aide de deux seringues munies d’aiguilles 27G. Les cellules ont
ensuite été filtrées sur un tamis cellulaire de 40um (BD Falcon REF 352340) et
centrifugées (Beckman GS-6R Centrifuge : 10 minutes, 913 x g, 4°C). Le culot cellulaire
a ¢été resuspendu et incubé dans 10ml d’une solution de PBSI1x/formaldéhyde 1.1%
pendant 10 minutes avec agitation. La fixation a été interrompue en ajoutant de la
glycine a une concentration finale de 125mM. Suite a une centrifugation (Beckman GS-
6R Centrifuge 10 minutes, 913 x g, 4°C), le culot cellulaire a été transféré dans un tube
eppendorf et lavé avec 1ml de PBS 1x contenant des inhibiteurs de protéases. Apres
centrifugation (Fisher Scientific Micro 14 : 5 minutes, 12000 x g, 4°C), le PBS 1x a été
enlevé, le tube contenant le culot cellulaire a été¢ déposé dans 1’azote liquide et conservé

a -80°C pour utilisation ultérieure.
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2. FAIRE

2.1 Lyse des cellules de granulosa

Le culot cellulaire a d’abord été décongelé sur glace et a ensuite été resuspendu dans
Iml de tampon I (0.25% triton, 10mM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM Hepes pH 6.5)
froid contenant des inhibiteurs de protéases et incubé 10 minutes sur glace. Apres
centrifugation, le culot cellulaire a été resuspendu dans 1ml de tampon II (200mM NaCl,
ImM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM Hepes pH 6.5) froid contenant des inhibiteurs de
protéases et incubé 10 minutes sur glace. Aprés centrifugation, le culot cellulaire a été
resuspendu dans 200ul de tampon de lyse SDS (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris pH
8.1) contenant des inhibiteurs de protéases et incubé 30 minutes sur glace. Le volume de
I’échantillon a ensuite été ajust¢é a 500ul avec du tampon de dilution
d’immunoprécipitation (0.01% SDS, 1.1% Triton, 1.2mM EDTA, 16.7 Tris pH 8.1
167mM NacCl) afin de faciliter la sonication.

2.2 Sonication de la chromatine

Dans le but de fragmenter la chromatine, les échantillons ont été soniqués a 1’aide d’un
sonicateur Branson sonifier 450. Les paramétres ont été ajustés ainsi : output : 2.75, duty
cycle : 90%. Les échantillons ont subi 9 cycles de 10 pulses avec une incubation de trois
minutes sur glace entre chaque cycle afin d’éviter que les échantillons surchauffent.
Suite a une centrifugation (Fisher Scientific Micro 14 : 10 minutes, 12000 x g, 4°C), le
surnageant a été conservé et un aliquot de 10ul a été prélevé dans le but d’analyser la
qualité de la sonication sur gel d’agarose. Le surnageant contenant la chromatine soluble

a été concervé a -80°C pour utilisation ultérieure.

2.3 Extraction phénol/chloroforme

Trois extractions subséquentes phénol/chloroforme ont été effetuées afin de recueillir un
maximum d’ADN. Au volume de chromatine soluble préalablement obtenu (500ml), un

volume de phénol/chloroforme (Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 25 :24:1 Fisher
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bioreagents ® BP1753-100) a été ajouté. La solution a été vortexée jusqu’a ce qu’elle
devienne blanche et centrifugée (Eppendorf Centrifuge 5415 D : 5 minutes, 13.4 x g,
température piece). La phase aqueuse a été conservée et une seconde extraction a été
effectuée. La seconde phase aqueuse a été prélevée et transférée dans un tube « phase
lock gel » (MaXtract™ Low density Cat. No. 129006) et une troisiéme extraction a été
effectuée. La phase aqueuse a été¢ conservée et les pontages chimiques ont été détruits

par incubation a 65°C pendant 16h.

2.4 Purification et dosage de ’ADN

L’ADN fragmenté a été purifi¢ a I’aide du kit QIAquick® PCR purification (QIAGEN
Cat. No. 28106). Le dosage de I’ADN a été effectué¢ par Nanodrop.

3. Préparation des librairies pour séquencage'"’

Une quantité de 50ng d’ADN/échantillon a été utilisée pour préparer les librairies.

3.1 End repair

Les fragments d’ADN ont été réparés afin de produire des extrémités franches par
digestion enzymatique a 1’aide du End repair enzyme mix (Enzymatics Y914-HC-L).

Suite a la digestion, les échantillons ont été purifiés a I’aide de billes magnétiques.

3.2 Purification avec billes Agencourt AMPure (Beckman Coulter,
A63881)

Un ratio billes : ADN de 1, permettant la liaison des fragments plus grands que 100pb a
été utilisé pour la purification. A 1’aide d’un support magnétique, les billes ont été
précipitées et lavées deux fois avec de 1’éthanol 70%. Une fois les billes seches, le tube a
été retiré du support magnétique et les billes ont été resuspendues dans 52ul d’eau afin
d’¢luer les fragments d’ADN. Les billes ont ensuite été¢ précipitées sur le support

magnétique et S0l de la solution d’ADN a été prélevée.
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3.3 Sélection des fragments de 250 a 350 pb

Afin de sélectionner les fragment de 250 a 350 pb, un ratio billes: ADN de 0.7,
permettant la liaison et I’élimination des fragments plus grands que 400 pb a d’abord été
utilisé. Suite a une incubation de 5 minutes, le tube a été placé sur le support magnétique
afin de permettre la précipitation des billes. Le surnageant a été conservé. Un second
ratio billes : ADN de 0.15, permettant la liaison des fragments plus grands que 150 pb a
¢été utilisé et une purification avec billes Agentcourt a été effectuée. Les billes ont été
resuspendues dans 14pl d’eau dans le but d’¢luer les fragments d’ADN. Suite a une
incubation de deux minutes, le tube a été placé sur le support magnétique. Le surnageant

a été conserve.

3.4 Ligation des linkers

Afin que les fragments d’ADN puissent se lier a la plateforme de séquengage, des linker
A0-BO on été ajoutés aux extrémités des fragments d’ADN. Une réaction enzymatique a
I’aide de la T4 DNA ligase a été effectué¢e (Enzymatics L603-HC-L). Par la suite, les
échantillons on ¢été purifiés avec billes Agencourt AMPure. Les billes ont été
resuspendues dans 23.5ul d’eau afin d’éluer les fragments d’ADN. Suite a une

incubation de deux minutes sur le support magnétique, le surnageant a été conservé.

3.5 Nick translation

Une réaction de marquage par translation de coupure a été effectuée sur les 21.5ul
d’ADN issus de la réaction de ligation précédente. Une réaction enzymatique avec la
Tagq-B DNA polymerase (Enzymatics L603-HC-L) a été effectuce. Cette enzyme utilise
comme mode¢le le brin complémentaire et ajoute des nucléotides a une extrémité 3'-OH

du brin d'ADN (activité polymérase 5'—3").
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3.6 Amplification

Afin d’amplifier la librairie d’ADN, une réaction de PCR a été effectuée a I’aide de
I’enzyme Phusion HF (Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer NEB,
MO0531S). Le programme d’amplification est le suivant : 98°C; 30 sec suivit de x cycles
(arrét de I’appareil dans la phase exponentielle) 98°C; 10 sec, 65°C; 30 sec, 72°C; 30 sec.
Suite a I’arrét, 72°C; 1 minute. Suite a la réaction de PCR, une purification avec billes
Agencourt AMPure a été effectuée. Les billes ont été¢ resuspendues dans 20ul d’eau afin
d’¢luer I’ADN et suite a une incubation de deux minutes sur le support magnétique, 18ul
de surnageant ont été conservés.

La taille ainsi que la concentration des librairies ont été analysées au bioanalyzer avant

d’étre envoyées au séquengage.

4. Alignement au génome de référence et détection de signaux (peak
calling)

Les séquences ont été alignées au génome de référence NCBI build 37 (mm9) en
utilisant ’outil Burrows-Wheeler Alignment (BWA)'’. La détection des signaux a été
performée en utilisant I’outil Model-based Analysis for ChIP-Seq (MACS)'** avec un
false discovery rate (FDR) de 10™.

5. Analyse bioinformatique

Les analyses subséquentes ont été performées en utilisant les outils Galaxy-Cistrome® et

GREAT?.

5.1 Distribution des signaux FAIRE

Le diagramme de Venn, présentant la distribution des signaux FAIRE spécifiques aux
cellules de granulosa avant et aprés le stimulus ovulatoire de méme que les signaux
conservés entre les deux conditions a €té généré en utilisant I’outil diagramme de Venn

de la section analyse intégrative. Les paramétres de base de 1’outil ont été utilisés.
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5.2 Association des signaux FAIRE a des régions spécialisées dans le
génome

Cette ¢tude a été réalisée en utilisant la suite CEAS (Cis-regulatory Element Annotation
System) de la section analyse intégrative. Plus précisément, I’outil d’enrichissement sur

les chromosomes et annotation a été utilisé en conservant les parametres proposés.

5.3 Analyse des processus biologiques représentés par les signaux
FAIRE

L’outil GREAT (Genomic Region Enrichment of Annotations Tool) a été utilisé dans le
but de déterminer les fonctions biologiques en lien avec les éléments de régulations
prédits par FAIRE. Cet outil permet d’assigner un sens biologique a des régions

génomiques.

5.4 Recherche de motifs de facteurs de transcription

Une analyse de motifs enrichis dans les cellules de granulosa avant et aprés le stimulus
ovulatoire a été performée en utilisant I’outil SeqPos sur Galaxy-Cistrome, un nouvel
algorithme basé sur les travaux de Brown et Liu®'. En utilisant la location génomique
des signaux, SeqPos peut trouver des motifs qui sont enrichis a proximité du centre de
ces signaux, aussi appelé sommet. Cet outil permet une recherche de motifs enregistrés
dans les bases de données TRANSFAC'*', JASPAR'", Protein binding Microarray
(PBM)'*, Yeast-1-hybrid (ylh) Clontech (http://www.clontech.com) et le human

protein-DNA interaction (hPDI)'**

. De plus, SeqPos peut trouver des motifs de novo en
utilisant 1’algorithme MDscan® et inclus également des motifs dérivés de données
publiques obtenus par ChIP-seq. Les paramétres de base suggérés par Cistrome ont été

utilisés.

5.5 Identification de site de liaison de facteurs de transcription
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L’identification des sites de liaison des facteurs de transcription NRS5A1, NR5SA2,
C/EBPa et C/EBPP a été effectuée par I’intermédiaire de I’outil MISP (Motif-based

Interval Screener with PSSM) sur Galaxy-Cistrome en utilisant les paramétres de base.

Résultats

1. Identification des éléments de régulation, a I’échelle du génome, dans
les cellules de granulosa avant et apreés le stimulus ovulatoire, par
FAIRE-seq

Les ¢éléments de régulation dans le génome sont caractérisés par des structures
chromatiniennes accessibles et donc accessibles aux facteurs de régulation. Afin
d’explorer les modifications dans 1’ouverture de la chromatine induites par le stimulus
ovulatoire a I’échelle du génome, un protocole de FAIRE, isolant des régions
génomiques appauvries en nucléosomes>, combiné a un séquencage haut débit a été
utilis¢é (FAIRE-seq). Cette méthode a été effectuée dans les cellules de granulosa
ponctionnées a partir d’ovaires de souris avant (groupe PMSGQG) et apres (groupe hCG) le
stimulus ovulatoire. Tel que démontré dans la figure 6, cette approche a permis
d’identifier 30 576 signaux FAIRE spécifiques au groupe PMSG et 19 259 signaux
FAIRE spécifiques au groupe hCG. Quelques régions (10 107) démontrent un patron de

signaux FAIRE conservé entre les deux traitements.

Bed Venn Diagram

hCG PMSG

Figure 6) Distribution des signaux FAIRE dans les cellules de granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire.
Plusieurs (19259) signaux FAIRE sont spécifiques aux cellules de granulosa suivant le stimulus ovulatoire (hCG) et
d’autres (30576) aux cellules de granulosa avant le stimulus ovulatoire (PMSG). Certains signaux (10107) sont

conservés entre les deux groupes.
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Dans la figure 7, il est possible de constater que les signaux FAIRE, tant pour le groupe
PMSG que hCG, se situent majoritairement a I’extérieur des promoteurs. En effet,
22.7% (PMSG) et 20.2% (hCQG) des signaux se retrouvent a <1000pb d’un TSS connu.
La figure 2 démontre également que la majorité de ces signaux se distribuent dans des
régions distales intergéniques (34.6% PMSG; 36.2% hCG) ou dans des introns (31.2%
PMSG:; 34.7% hCQG).

A B
34.8% o I
2% HTH
= Promoter (==1000 bp): 22.7 % ® Promoter (==1000 bp): 20.2 %
Promoter (1000-2000 bp): 1.7 % Promoter (1000-2000 bp): 1.3 %
® Promoter (2000-3000 bp): 0.8 % = Promoter (2000-3000 bp): 0.9 %
® Downstream (==1000 bp): 1.1 % = Downstream (<=1000 bpy. 1.0 %
= Downstream (1000-2000 bp): 0.9 % = Downstream (1000-2000 bp): 0.9 %
Downstream (20003000 bp): 0.8 % Downstream (2000-3000 bp): 0.7 %
5UTR: 3.4 % SUTR:22 %
FUTR: 1.2 % FUTR: 0.9 %
Cading axon: 1.5 % Coding exon: 1.0 %
Intron: 31.2 % Intron: 34.7 %
Distal intergenic: 34.6 % Distal intergenic: 36.2 %

Figure 7) Distribution des signaux FAIRE sur les régions génomiques spécialisées A) des cellules de granulosa avant le
stimulus ovulatoire et B) aprés le stimulus ovulatoire. Avant le stimulus ovulatoire, seulement 22.7% des signaux FAIRE
sont corrélés avec des TSS connus et 20.2% aprés le stimulus ovulatoire. La majorité des signaux se situent sur des introns

ou des région distales intergénique dans les deux cas.

2. Analyse ontologique des signaux FAIRE dans les cellules de
granulosa du groupe PMSG et hCG.

Par la suite, une analyse de I’ontologie des génes a été entreprise par I’intermédiaire de
’outil GREAT (Genomic Region Enrichment of Annotations Tool)*®, dans le but de

déterminer quels types de processus biologiques sont associés avec les signaux FAIRE
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dans les cellules de granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire. Une soustraction des
signaux conservés entre les deux conditions a été effectuée, dans le but de déterminer les
processus biolgiques spécifiques a chacune des conditions. La figure 8 permet de
constater qu’avant le stimulus ovulatoire, des signaux FAIRE sont apparents, entre autre,
aux régions régulatrices de geénes impliqués dans le transport des lipides et du
cholestérol, de méme qu’aux genes impliqués dans la régulation positive du
métabolisme des stéroides dans les cellules de granulosa. Les signaux FAIRE retrouvés
apres le stimulus ovulatoire sont plutot corrélés avec des geénes impliqués, entre autre,
dans le développement placentaire, la biosynthése hormonale, la régulation de la voie
TGFp et des processus embryonnaires impliqués dans la gestation. Il est donc possible
de constater que plusieurs processus biologiques sont significativement représentés dans
les échantillons FAIRE de chacun des deux groupes et que ces processus sont trés
distincts lorsque 1’on compare les deux groupes entre-eux, suggérant que le traitement
avec le hCG a un impact fondamental sur la reprogrammation génique des cellules de

granulosa.
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Figure 8) Analyse ontologique des signaux FAIRE des cellules de granulosa avant et aprés le stimulus ovulatoire.
Les processus biologiques statistiquement significatifs représentés dans les signaux FAIRE des cellules de granulosa avant (rouge) et

apres (bleu) le stimulus ovulatoire. Les valeurs p sont indiquées pour chaque processus.



3. Groupes de genes associés a des processus biologiques et profiles
FAIRE

3.1 Biosyntheése et transport du cholestérol

Suite a I’analyse ontologique des signaux FAIRE, une recherche plus approfondie de

groupes de genes associée a ces processus physiologiques a été effectué¢e. Une étude des

signaux FAIRE situés aux génes impliqués dans la biosynthése et le transport du

cholestérol a d’abord été entreprise. Comme le démontre la figure 9, un signal FAIRE

est apparent a la région promotrice du géne Hmgcr, un géne clé de la biosynthése du

cholestérol. Ce signal est présent dans les cellules de granulosa avant et aprés le

processus ovulatoire. Par contre, il est possible de constater que les génes impliqués dans

le transport du cholestérol, tel que Apoal, Apoa3, Apoa4, Abcal et Npc-1 démontrent

des profiles FAIRE différents avant et aprés le stimulus ovulatoire. Par exemple, les

signaux associés aux genes Apoal, Apoa3 et Apoa4 sont exclusivement retrouvés dans

les cellules de granulosa avant le stimulus ovulatoire.
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Figure 9) Profils FAIRE des génes impliqués dans la biosynthése (Hmgcr) et le transport du cholestérol (4poal, Apoa3,

Apoa4, Abcal et Npcl) dans les cellules de granulosa avant (PMSG, bleu) et aprés (hCG, rouge) le stimulus ovulatoire.

Les éléments de régulation statistiquement significatifs par rapport au bruit de fond, déterminer par ’outil de détection de

signaux MACS, sont représentés par des astérisques rouges.
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3.2 Stéroidogeneése

En ce qui concerne les geénes impliqués dans la synthése stéroidienne, ce sont les génes
Cypllal, Cypl9al, Hsd3bl, Star et Inha qui ont été étudiés. Pour chacun de ces génes,
la figure 10 démontre des régions FAIRE dans les cellules avant et apres le processus
ovulatoire. Ce sont surtout les signaux présents au promoteur proximal des génes qui
sont conservés entre les deux traitements, alors que des signaux présents dans la
séquence codante, ou dans des régions intergéniques apparaissent de fagon spécifique

pour chacun des traitements.
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Figure 10) Profils FAIRE de genes impliqués dans la stéroidogenése (Cypllal, Cypl9al, Star, Inha et Hsd3bl) dans les
cellules de granulosa avant (bleu) et apreés (rouge) le stimulus ovulatoire.
Les éléments de régulation statistiquement significatifs par rapport au bruit de fond, déterminé par 1’outil de détection de signaux

MACS, sont représentés par des astérisques rouges.
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3.3 Expansion du cumulus et ovulation

Les signaux FAIRE présents aux geénes Pgr, Ereg, Btc, Tnfaip6, impliqués dans les
processus de 1’expansion du cumulus et de I’ovulation ont été étudiés et le résultat est
présenté a la figure 11. Tous ces genes démontrent des signaux FAIRE qui apparaissent
spécifiquement apres le stimulus ovulatoire. Ces signaux se retrouvent majoritairement

dans des régions intergéniques ou dans des introns.
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Figure 11) Profils FAIRE de génes impliqués dans le processus ovulatoire (Pgr, Ereg, Btc et Tnfaip6) dans les cellules de
granulosa avant (PMSG, bleu) et apreés (hCG, rouge) le stimulus ovulatoire.
Les éléments de régulation statistiquement significatifs par rapport au bruit de fond, déterminer par I’outil de détection de signaux

MACS, sont représentés par des astérisques rouges.

4. Analyse d’enrichissement de motifs

Comme les ¢éléments de régulation sont des sites spécifiques d’interaction d’une
multitude de facteurs de transcription, une analyse de motifs enrichis dans chacun des
groupes a ¢été performée en utilisant I’outil SeqPos sur Galaxy-cistrome. Cette étude a
¢té entreprise dans le but de trouver des motifs enrichis de maniére statistiquement
significative dans les cellules de granulosa avant et aprés le stimulus ovulatoire

comparativement au bruit de fond (valeur p<0.001). La table 1 démontre quelques uns
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des motifs enrichis dans les signaux FAIRE avant (PMSGQG) et aprés (HCG) le stimulus
ovulatoire. Les valeurs p associées a ces motifs ainsi que le logo correspondant a chaque
motif de liaison sont aussi présentés dans la table 1. Parmi les motifs, on retrouve le
motif spécifique pour le récepteur nucléaire SF-1, membre de la famille des récepteurs
nucléaire et indispensable pour I’axe de reproduction tant chez la femelle que le male®’.
D’autres motifs, ceux de LRH-1, NR4A1, NR4A2, FOXO4, FOXO1 ainsi que des
membres de la famille GATA se retrouvent également dans la liste. Remarquablement,
les motifs de C/EBPa, C/EBPB et RUNXI apparaissent exclusivement suite au stimulus

ovulatoire.

Table I) Liste de motifs démontrant un enrichissement statistiquement significatif et étant reconnus pour avoir un réle dans
la fonction ovarienne.

Les valeurs p (échelle logarithmique) sont indiquées pour les cellules de granulosa avant (PMSG) et apreés (hCG) le stimulus
ovulatoire.

Valeur p PMSG Valeur p hCG

Monf Nom -10xlog(pval) -10xlog(pval) Logo
N [ 1]
EN0377  SREBE2 690.77 690.77 Mool
E?E?-ﬂtf‘%n
Fo -
EN0032 Pbx3 690.77 690.77 i A
Jzelell el
| [
MO1132 SF-1 618.28 549.35 r T
JAW |2
Fo .
MO1142  LRH-1 227.66 121.74 1 CC]' .
MO01217  NR4AI 354.21 445.09 1 M ICA
MAOI60  NR4A2 227.66 132.97 A CA
Ay IVAs
UP00079  ESRRA 449.42 437.86 2 CM TCA




MO01589 ESRRB 312.97 24991 & cAA TCA
MO01248 NROB1 219.92 175.57 & Iﬁk Icﬂ
ST anFaT -I.-'i-:i:ghit:.‘uz
MO00473 FOXO1 228.39 179.90 & TAAACA
oAz IV .
MO00472 FOXO0O4 263.5 143.35 & TAAACA
o 3%??3 = 'rii:u\w g;
UP00013  GABPA 446.40 322.99 2 ﬂm M I
MO00348 GATA2 337.94 204.98 & TTATC
o :{? o h%?é
UP00100 GATA6 256.11 97.40 & ) MM
MAO0035 GATAI1 245.85 259.48 & TTATCT
o T?:?.; o~ ..‘5';*:
UP00080  GATAS 131.41 167.69 d Am
'(';Aiiua-g;-d.ﬂn-
MA0007 AR 167.58 - o I
1 H' .‘A' qu n‘c fo
MC0008  C/EBPa i 140.92 g . A
: ﬁm -&I&%‘:‘fg
MCO00013 C/EBPb - 275.32 &




MA0002 RUNXI1 - 72.94 2 TT T

5. Analyse des sites de liaison des membres de la famille NR5A dans les
cellules de granulosa

Les ¢léments de régulation étant des séquences riches en site de liaison de facteurs de
transcription, une analyse des sites des membres de la famille des récepteurs nucléaires
NRSA a ¢été entreprise a 1’échelle du génome. Cette étude a été entreprise afin
d’apprécier le potentiel de prédiction in silico des sites de liaison de facteurs de
transcription en utilisant la méthode FAIRE-seq. L’outil MISP, sur galaxy-cistrome,
permet d’identifier les sites de liaison associés a des facteurs de transcription a travers
I’ensemble des données générées par FAIRE-seq. Ce sont les sites de liaison des
récepteurs NR5SA1 et NR5SA2, présents aux genes Star, cypl9al et Inha qui ont été
analysés, dans le but de comparer les données déja présentes dans la littérature aux
résultats générés par les outils bioinformatiques. Des expériences de luciférase,
d’electrophoretic mobility shift assay (EMSA) et d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) effectués par d’autres chercheurs ont permis I’identification de
séquences régulatrices et de sites de liaison des membres de la famille NRSA *% 7 %9

aux promoteurs de ces geénes, qui ont €t¢ comparés aux sites prédits par bioinformatique.

La figure 12 démontre les sites de liaison des facteurs NR5A1 et NR5SA2 prédits par
I’outil MISP au géne Star. De manicre générale, aucun site de liaison n’est apparent au
promoteur proximal du géne Star. En ce qui concerne les sites de liaison présents dans
les cellules avant le stimulus ovulatoire (PMSG), deux sites pour NR5SA2 sont retrouvés

a environ -3000pb du promoteur proximal, alors qu’un seul site est identifié pour

NRSAL.
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Figure 12) Sites de liaison des récepteurs nucléaires NR5A1 et NRSA2 au promoteur du géne Star dans les cellules de granulosa

avant (PMSG) et aprés (hCG) le stimulus ovulatoire.

La figure 13 présente les sites de liaison de NR5SA1 et NRSA2 au promoteur du gene
Cypl9al. Pour les deux facteurs, des sites de liaison sont présents au promoteur

proximal.
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Figure 13) Sites de liaison des récepteurs nucléaires NR5A1 et NRSA2 au promoteur du géne CypI9al dans les cellules

de granulosa avant (PMSG) et aprés (hCG) le stimulus ovulatoire.

Finalement, la figure 14 illustre les sites de liaison des récepteurs nucléaires NR5SAI et
NRS5A2 au promoteur du geéne Inha, sur lequel tous les sites sont présents au promoteur
proximal. En ce qui concerne NR5A2, un seul site est présent au promoteur proximal,
tant dans les cellules de granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire. Cependant, deux

sites de liaison sont apparents pour le facteur NRSA1 dans ces cellules.
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Figure 14) Sites de liaison des récepteurs nucléaires NRSA1 et NR5A2 au promoteur du géne Inha dans les cellules de

granulosa avant (PMSG) et aprés (hCG) le stimulus ovulatoire.

6. Prédiction des sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBPp dans
les cellules de granulosa chez la souris

Comme le pouvoir de prédiction de sites de liaison de facteurs de transcription par la
méthode FAIRE-seq semble adéquat, une prédiction des sites de liaison potentiels des
facteurs C/EBPa et C/EBPP aux promoteurs des génes Has2, Lepr et Runx2 dans les
cellules de granulosa suivant le stimulus ovulatoire a été entreprise. Les figures 15, 16 et
17 démontrent respectivement des sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBPf
présents a ces geénes dans les cellules de granulosa aprés le stimulus ovulatoire. En ce
qui concerne le gene Has?2, deux sites de liaison pour le facteur C/EBPa sont apparents,
soit un en amont du géne et I’autre dans un intron. Un seul site C/EBPf est présent et

correle avec le site C/EBPa au niveau de I’intron (Figure 15).
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Figure 15) Sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBPp sur le géne Has2 dans les cellules de granulosa suivant le stimulus

ovulatoire.
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Le géne Lepr porte également deux sites C/EBPa et un seul site C/EBPJ, mais ces sites

se retrouvent tous dans une région distale située en amont du gene. Ces sites corrélent

¢galement avec des signaux FAIRE statistiquement significatifs (Figure 16).
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Figure 16) Sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBP sur le géne Lepr dans les cellules de granulosa suivant le stimulus

ovulatoire

Le géne Runx2 contient une multitude de sites C/EBPa et C/EBPP se situant aux

pourtours de signaux FAIRE statistiquement significatifs dans des introns (Figure 17).
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Figure 17) Sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBPp sur le géne Runx2 dans les cellules de granulosa suivant le stimulus

ovulatoire.



60

Discussion

1. Les cellules de granulosa subissent une reprogrammation radicale
suite au pic de LH

En utilisant la méthode FAIRE-seq, cette ¢tude a permis d’identifier pour la premicre
fois, a I’échelle du génome, les élements de régulation induits par le pic de LH, dans les
cellules de granulosa chez la souris. Les régions variant entre les cellules de granulosa
avant (groupe PMSG) et aprés (groupe hCG) le stimulus ovulatoire présente
certainement des éléments clés, jouant un réle fondamental dans le processus biologique

de différenciation cellulaire induit par le pic de LH.

Des variations entre le groupe PMSG et hCG ont effectivement été observées en
comparant les échantillons de FAIRE-seq. De facon globale, une quantité importante de
signaux FAIRE spécifiques aux cellules de granulosa avant le stimulus ovulatoire
(30576) s’éteignent pour faire place a de nouveaux signaux suite au stimulus ovulatoire
(19259), modifiant de maniére radicale le profile FAIRE des cellules de granulosa. Cette
modification drastique est aussi reflétée dans I’analyse ontologique effectuée sur les
signaux FAIRE des groupes PMSG et hCG. A partir de cellules spécialisées dans le
métabolisme et le transport accru du cholestérol et des lipides, les cellules de granulosa
se sont transformées complétement suite au stimulus ovulatoire. Effectivement, 4h
suivant le stimulus ovulatoire, ce sont des processus reliés, entre autre, au
développement placentaire, a la voie TGF, aux processus embryonnaires impliqués
dans la gestation, a la différenciation des cellules adipeuses et la régulation de la
biosynthése hormonale qui prennent place. Malgré que la plupart de ces processus
biologiques ne soient pas directement reliés a 1’ovaire, ce sont plutdt les génes présents
dans ces grandes catégories qui sont informatifs. Par exemple, dans la catégorie du
développement placentaire se retrouvent plusieurs facteurs, tels que EGFr'®, C/EBPa et
C/EBPB™, ainsi que les membres de la famille GATA', qui sont des facteurs reconnus
pour étre indispensables au fonctionnement a 1’ovulation. L’analyse ontologique a été
utilisée d’avantage pour illustrer le potentiel de reprogrammation global du pic de LH

dans les cellules de granulosa. Par contre, ces données pourraient étre exploitées
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davantage afin de caractériser plus précisément les geénes impliqués dans Ia
reprogrammation biologique des cellules de granulosa induite par le stimulus ovulatoire

chez la souris.

2. Distribution des signaux FAIRE dans les régions spécialisées de la
chromatine

De maniére consistante avec des données déja présentes dans la littérature, seulement
22.7% (PMSG) et 20.2% des signaux FAIRE sont retrouvés a <1000pb d’un TSS connu.
La majorit¢ des régions régulatrices identifi¢es par FAIRE se retrouvent dans des
régions distales intergéniques (34.6% PMSG; 36.2% hCG) ou dans des introns (31.2%
PMSG:; 34.7% hCG)'*. Cette étude, réalisée par Waki ef al, a démontré que les régions
identifiées par FAIRE, situées a I’extérieur des régions promotrices, sont corrélées avec
une signature chromatinienne typique des enhancers. Cette étude s’est intéressée aux
signaux FAIRE impliqués dans le processus de différenciation cellulaire des cellules
adipeuses, passant de préadipocytes a adipocytes. L’étude a mis en évidence le fait que
les signaux FAIRE associé aux promoteurs variaient peu entre ces types cellulaires,
contrairement aux signaux associés avec des régions distales qui démontraient des
changements dynamiques entre les deux états de différenciation, impliquant le role de

ces ¢léments dans la régulation transcriptionnelle cellule spécifique.

En regardant les résultats obtenus par la méthode FAIRE-seq dans les cellules de
granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire, il est possible d’observer que la majorité
des signaux FAIRE, présents aux groupes de genes liés au métabolisme et au transport
du cholestérol, de méme qu’a la stéroidogenése et a 1’ovulation, se situent dans des
régions intergéniques ou dans des introns. Remarquablement, les génes Pgr, Ereg, Btc et
Tnfaip6, qui sont tous essentiels a ’ovulation et induits par I’administration de hCG,
possédent des signaux FAIRE situés dans des régions distales ou dans des introns,
suggérant que ces €léments contrdlent la régulation transcriptionnelle cellule spécifique

hormono-dépendante.
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3. Analyse de motifs enrichis par FAIRE-seq

La méthode d’immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un séquencage (ChIP-seq)
est largement utilisée pour découvrir le motif précis de liaison d’un facteur de
transcription donné, ainsi que pour découvrir les cibles transcriptionnelles de celui-ci. La
valeur de ces données repose enticrement sur la qualité de I’immunoprécipitation, qui est
dépendante de la disponibilité et de 1’efficacité d’un anticorps dirigé contre la protéine
d’intéret. De plus, les régions précipitées sont limitées aux sites de liaison du facteur de
transcription étudié. A 1’opposé, la combinaison de I’analyse de motifs et d’éléments de
régulation enrichis par FAIRE-seq ne nécéssite pas d’anticorps et génere un balayage
global des sites de liaison de facteurs de transcription essentiels pour un type cellulaire

d’intérét, générant ainsi un immense potentiel informatif.

Cette approche a été d’abord été utilisée dans le but d’identifier les motifs présents a
travers I’ensemble des signaux FAIRE des cellules de granulosa avant et apres le
stimulus ovulatoire. Un grand nombre de motifs ont été identifiés dans les deux groupes,
dont les motifs de plusieurs facteurs déja reconnus pour étre indispensables pour la
fonction ovarienne, tels que les membres de la famille des récepteurs nucléaires NRSA*”
1% les facteurs GATA'® et FOXO®. Le motif du récepteur aux androgénes (AR), un
récepteur nucléaire exprimé dans les follicules en croissance et impliqué dans la
folliculogenese et la croissance folliculaire apparait de maniere spécifique dans les
cellules du groupe PMSG'?. Certains motifs, ceux des facteurs C/EBPa. et C/EBPB'™,
de méme que RUNX1"’, qui sont des facteurs induits par le pic de LH dans les cellules
de granulosa, apparaissent exclusivement dans les cellules du groupe hCG, ce qui
permet d’apprécier la valeur du potentiel de prédiction des motifs de facteurs de

transcription générés par la méthode FAIRE-seq.
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4. Prédiction de sites de liaison de facteurs de transcription : Analyse
des site de liaison des membre de la famille NRSA

Bien que les récepteurs nucléaires NR5A1 et NR5SA2 soit dérivés de deux geénes
différents, ils partagent un haut degré d’homologie, particulierement au niveau de leur
domaine de liaison a ’ADN. Ainsi, LRH-1 et SF-1 sont connus pour lier les mémes
séquences d’ADN dans le génome et des études ont démontré que des geénes exprimés
dans I’ovaire préalablement identifiés comme cibles de NR5SA1 peuvent également étre
activés par NRSA27% 2% 123 Plusieurs études de caractérisation de promoteurs in vitro
ont été effectuées afin de repérer les sites de liaison de ces facteurs, ainsi que leur role
dans I’expression de ces génes. Dans le but de comparer les données présentes dans la
littérature aux résultats générés par les outils bioinformatiques les sites de liaison des
récepteurs NRSA1 et NRS5SA2, présents aux genes Star, Cypl9al et Inha ont été

analysés.

En ce qui concerne le géne Star, des études d’analyse de la région 5’ont été entreprises
dans le but d’¢élucider les mécanismes de régulation de son expression cellule spécifique
et hormono-dépendante dans les lignées cellulaires surrénales Y-1 et de Leydig MA-
10%%. Ces études, en utilisant un protocole de transfection transitoire utilisant le géne
rapporteur luciférase sous le contrdle de la région 5° du geéne Star, ont permis de
caractériser deux sites de liaison de NR5SA1 essentiels pour I’expression de base, mais
non requis pour 1’induction hormonale du géne Star, situés a -42pb et -135pb par rapport
au site de départ de la transcription (TSS). Plus récemment, Mizutani er al”® ont
démontré, en utilisant des cellules souches mésenchymales (MSC), que I’expression du
gene Star est également régulée par une région de contréle distale. En utilisant
I’electrophoretic mobility shift assay (EMSA) et I’immunoprécipitation de la chromatine
(ChIP), un nouveau site de liaison NR5A1 a été identifié, situé entre 3000 et 3400pb en
amont du geéne Star. Un essai de géne rapporteur luciférase a révélé que cette région est
un régulateur puissant de la transcription du géne Star dans les MSC, mais également
dans la lignée KGN, une lignée de cellules de granulosa tumorales. Des analyses de
ChIP sur I’histone H3 ont démontré que suite a I’expression de NR5SA1, une éviction des
nucléosome prend place a ce site dans ces deux contextes cellulaires. Curieusement,

dans la lignée cellulaire KGN, 1’¢lément de régulation distal semble étre beaucoup plus
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important que le promoteur proximal dans régulation de 1’activité transcriptionnelle. Le
fragment associ¢ a ce dernier ne semble pas avoir le potentiel d’induire 1’expression de
la luciférase dans ces cellules. Effectivement, selon les résultats obtenus par FAIRE-seq
dans les cellules de granulosa chez la souris, I’élément de régulation situé¢ entre 3000 et
3400pb est associé a un signal FAIRE significatif ainsi qu’a un site de liaison pour
NR5AL. A I’inverse, la région promotrice du géne Star est dépourvue de ces éléments de
régulation, suggérant que 1’élément distal est celui qui dirige la transcription du géne
Star dans les cellules de granulosa chez la souris. En plus du site de liaison pour
NRS5A1, deux sites de liaison pour NR5SA2 apparaissent a cet ¢lément de régulation,
suggérant que NRS5A2 régule directement I’expression du geéne Star également.
Cependant, aucune étude de la liaison de NR5SA2 au promoteur du géne Star n’a été

effectuée a ce jour.

Pour le géne Cypl9al, seulement le promoteur proximal a été caractérisé pour sa liaison
aux facteurs NRSA1 et NR5A2. Des analyses de EMSA sur des extraits nucléaires de
cellules de granulosa primaires de lapin ont permis de démontrer que ces cellules
expriment les facteurs NRSA1 et NRSA2 et que ces derniers ont la capacité de se lier in
vitro a la région située entre -133pb et -126pb par rapport au TSS du promoteur PII du
géne Cypl9al, région correspondant ainsi au site NREA®. Les résultats de FAIRE-seq
démontrent effectivement des sites de liaison pour ces deux facteurs au promoteur
proximal du gene Cypl/9al. Un élément de régulation beaucoup plus intense que celui
situ¢ au promoteur proximal est présent dans la séquence codante du géne et est corrélé a
un site de liaison spécifique a NR5A1. Aucune donné a propos de cet ¢lément de

régulation n’est disponible dans la littérature.

Quand au gene Inha, des études de déplétion et de mutagenese dirigée ont localisé un
site de liaison de NR5A1 au promoteur, situ¢ entre -137pb et -129pb par rapport au TSS.
Des mutations de ce site ¢liminent complétement ’activation du promoteur du gene
Inha®’. Plus récemment, des études de transfection utilisant un géne rapporteur sous le
contrdle du promoteur du géne /nha dans la lignée de cellules de granulosa GRMO2 a
démontré que non seulement NR5A 1, mais ¢galement NR5SA2 peuvent induire I’activité
de ce promoteur?®. Des expériences de ChIP ont cependant démontré une différence

d’association de NR5A1 et NR5A2 avec le promoteur du geéne Inha, tant dans des
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cellules de granulosa primaires que dans la lignée GRMO2. En effet, ces études
démontrent que NR5A2 remplace NRSAT1 suite a une stimulation hormonale, suggérant
que ces facteurs ont des fonctions distinctes dans la régulation hormonale du géne /nha.
En ce qui concerne les résultats obtenus par FAIRE-seq au promoteur du gene Inha, des
sites spécifiques pour NR5SA1 et NR5SA2 sont effectivement présents au promoteur

proximal.

Ces données permettent donc d’apprécier le potentiel de prédiction in silico des sites de
liaison de facteurs de transcription en utilisant la méthode FAIRE-seq, suggérant qu’il
est possible de prédire avec précision des sites présents dans le génome d’un type

cellulaire donné en utilisant la méthode FAIRE-seq.

5. Identification de sites de liaison pour les facteurs C/EBPa et C/EBPf

Dans leur étude utilisant une déplétion conditionnelle double de C/EBPa et C/EBPf
dans les cellules de granulosa chez la souris, Fan et al ont récemment démontré le role
essentiel de ces facteurs pour les processus d’ovulation, de lutéinisation et de
vascularisation dans les cellules de granulosa chez la souris*. En mettant cette
conclusion en lien avec 1’apparition des motifs de ces facteurs spécifiquement dans les
cellules de granulosa apres le stimulus ovulatoire, il est possible d’apprécier le pouvoir
de prédiction des motifs de facteurs de transcription générés par la méthode FAIRE-seq.
Dans cette étude, un profile de I’expression des génes affectés par la déplétion de ces
facteurs a permis d’identifier plusieurs cibles potentielles de C/EBPa et C/EBPp, 4h
suivant I’administration de hCG. Dans cette liste se retrouve le géne Has2, qui est
reconnu pour étre essentiel a la formation de la matrice extracellulaire durant le
processus d’expansion du cumulus™. Cette liste inclut également des génes impliqués
dans le métabolisme lipidique (Lepr, Igfbp3, Irs2) et le facteur de transcription Runx2'"*,
qui est exprimé dans les follicules ovulatoires. En utilisant les données générées par
FAIRE-seq pour retrouver les sites de liaison des facteurs C/EBPa et C/EBP dans le
génome, les génes Has2, Lepr et Runx2 ont effectivement été associés avec des sites de
liaison de ces facteurs, contrairement aux genes Igfbp3 et Irs2. Ceci suggere que Has2,

Lepr et Runx2 sont des cibles directes des facteurs C/EBPa et C/EBP dans les cellules
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de granulosa chez la souris. Des études d’immunoprécipitation de la chromatine
permettraient de confirmer cette hypothése et pourraient €tre entreprises afin de

confirmer d’autres cibles potentielles de ces facteurs identifiées par FAIRE-seq.

6. RUNX1

Le motif pour le facteur de transcription RUNXT1 apparait de maniére spécifique apres le
stimulus ovulatoire, au méme titre que les motifs des facteurs C/EBPa et C/EBPJ, qui
ont ét¢ démontré pour étre essentiel a la fonction ovarienne. Peu d’informations sont
actuellement disponibles a propos du rdle de ce facteur de transcription dans 1’ovaire.
L’expression de ’ARNm codant pour Runx! est induite de maniére transitoire dans les
follicules préovulatoires aprés la stimulation avec le hCG chez le rat”, suggérant que ce
facteur est un modulateur transcriptionnel ayant un role important dans les événements
induits par le pic de LH. Des expériences de déplétion de ’ARNm de Runx! par ARN
interférents dans les cellules de granulosa primaires de rat conduisent a une diminution
de la sécrétion de progestérone et a une réduction de I’ARNm des genes Cypllal,
Haplnl, Mtla et Rgc32". De plus, des expériences de EMSA ont identifi¢ des sites de
liaison fonctionnels de RUNXI au promoteur du gene Prgs2 (prostaglandin-
endoperoxide synthase 2) dans les cellules de granulosa primaires de rat, un géne
reconnu pour étre essentiel pour I’ovulation”. Toutes ces données suggérent un role
fondamental de RUNXI1 dans le processus ovulatoire. En utilisant les données générées
par FAIRE-seq concernant le facteur RUNXI, il serait possible de mieux caractériser
son role dans la fonction ovarienne, afin d’établir un pont entre des phénomeénes prédits

in silico et leur implication réelle au point de vue physiologique.

Conclusion

Pour conclure, seulement une petite fraction des données générés par la méthode
FAIRE-seq dans les cellules de granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire a été
exploitée jusqu’a maintenant, mais ce premier pas a permis de démontrer I’immensité du
potentiel informatif généré par cette technique. Cette étude a permis de démontrer que

le pic de LH induit des modifications de la structure chromatinienne dans les cellules de
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granulosa, se reflétant par une reprogrammation majeure des éléments de régulation, le
tout étant corrélé avec une modification radicale des fonctions biologiques dans ces
cellules. De plus, grace a la méthode FAIRE-seq, il a été possible d’identifier plusieurs
régulateurs transcriptionnels essentiels a la fonction ovarienne ainsi que leurs sites de
liaison dans le génome chez la souris, suggérant que la méthode FAIRE-seq permet de

prédire des évenements moléculaires précis, ayant un sens physiologique réel.

La prochaine étape du projet sera de corréler les signaux FAIRE retrouvés dans les
cellules de granulosa avant et apres le stimulus ovulatoire avec le profil transcriptionnel
des geénes en utilisant la technique RNA-seq. De plus, maintenant qu’une analyse
approfondie des régions régulatrices présentes avant et apres le pic de LH ont été
identifiés chez la souris de type sauvage, une analyse comparative des régions
régulatrices affectées chez les souris Cebpa/b” ou LRH-17" permettra certainement d’en
apprendre d’avantage sur le fonctionnement de ces facteurs de transcription dans
I’ovaire chez la souris. Il serait aussi possible de vérifier si les sites de liaison prédits
pour les régulateurs transcriptionnels sont des sites réels de liaison, en comparant les

résultats obtenus avec les résultats issus de données de ChIP-seq.
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