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Résumé court 

L'expression du gène de l'alpha-foetoprotéine (AFP) est régulée de façon 

connexe et simultanée a la différenciation et à la prolifération hépatiques. La 

compréhension des mécanismes impliqués dans cette régulation améliorera les 

connaissances quant au fonctionnement même de ces processus. Cette thèse 

présente le clonage et la locaIisation chrornosomique en 3' de I'AFP chez l'humain 

et la souris de l'alpha-albumine dont I'expression différentielle par rapport à I'AFP 

n'affecte en rien I'expression de I'AFP. Cette thèse fait également la démonstration 

que FTF, un des facteurs essentiels à I'expression de I'AFP, est également 

impliqué dans la régulation d'un gene exprimé uniquement dans le foie adulte, soit 

le gene de la nucléocapside du virus de l'hépatite B. Ainsi FTF n'est pas la cible 

d'une régulation développementale qui aurait pour but de réprimer son action chez 

l'adulte. De même, l'identification de l'implication de FTF dans l'activité du « core 

promoter » de HBV est importante pour la compréhension du cycle de vie du virus. 

Finalement, cette thèse clarifie les interactions protéine-protéines se tenant au 

niveau du promoteur de I'AFP et entre le promoteur et son amplificateur en 

démontrant que FTF peut homodimériser et qu'il peut hétérodimeriser avec c-jun, 

GR ainsi qu'avec CIEBP la composante majeure de l'amplificateur intergénique. 

Stép hane Gilbert 8.Sc. Luc Bélanger, MD, Ph-D. 



Résumé long 

La régulation de I'expression du gène de l'alpha-foetoprotéine au cours du 

développement est intimement liée a la prolifération et à la différenciation 

celIulaires hépatiques. Ainsi, l'identification des différents mécanismes et facteurs 

de transcription impliqués dans cette régulation pourrait être très informative quant 

au déroulement de ces processus. Cette thèse présente le clonage, la 

caractérisation et la localisation chromosomique en 3' de I'AFP chez la souris et 

l'humain de l'alpha-albumine dont I'expression n'affecte pas la régulation de 

I'expression de I'AFP. Par conséquent, ces deux gènes peuvent être considérés 

comme des entités autonomes ne partageant aucun élément de régulation 

contrairement à l'albumine qui partage I'amplificateur intergénique avec I'AFP. 

Cette thèse fait également la d&nonstration que FTF, un récepteur nucléaire 

orphelin essentiel au développement de la souris et un inducteur principal de 

I'expression de I'AFP, ne subit pas, au cours du développement, de modifications 

significatives affectant son activité, puisque R F  est capable de fonctionner dans le 

foie adulte et d'activer I'expression du messager prégénornique du virus de 

l'hépatite €3 par l'entremise de deux sites de liaison de forte affinité dans le « core 

promoter ». Cette activation est plus forte que tout autres déjà caractérisées pour 

ce promoteur. De plus, FTF additionne son action avec celle de HNF4 pour 

suractiver ce promoteur et un dominant négatif pour FTF est capable de le 

réprimer. Finalement, cette thèse démontre que FTF est capable d'interagir in vitro 

avec plusieurs autres facteurs de transcription. II interagit avec c-jun, un facteur 

associé à la prolifération cellulaire par sa participation à la formation du complexe 

AP?. FTF est capable également d'interagir avec C/EBP, une des composantes 

majeures de l'amplificateur intergénique. Ainsi FTF pourrait être impliqué dans la 

formation d'interactions positives avec cet amplificateur. FTF peut également 



former des homodimères en solution, contrairement aux autres membres de la 

famille FTZ-FI , impliquant probablement I'homodimère FTF comme un élément clé 

dans la régulation développementaie et hormonale de l'expression du gène l'AFP. 

Stéphane Gilbert B.Sc. Luc Bélanger, MD, Ph.D. 



Avant-propos 

J'aimerais tout d'abord remercier le Dr. Luc Bélanger. mon directeur de 

thèse, pour m'avoir donné la chance d'effectuer mes études graduées dans son 

laboratoire et pour m'avoir guidé au travers les projets de recherche présentés ici 

et cela malgré des horaires très chargés. J'aimerais également le remercier pour 

les discussions scientifiques stimulantes que nous avons eu ensemble. 

J'aimerais ensuite remercier les membres du laboratoire qui sont devenus 

rapidement d'excellents amis. Tout d'abord, Denis Allard qui m'a presque tout 

appris de la biologie moléculaire; Luc Galameau avec qui j'ai eu de multiples 

discussions scientifiques, informatiques et musicales; Sylvie Roy pour m'avoir 

plusieurs fois dépanné lorsque plus rien ne fonctionnait; Jean-François Paré, Alain 

Lamontagne, Diane Hamel, Claudia Champagne, Lise Lévesque et Julie Vézina 

pour leurs discussions et leur appui. Finalement, les étudiants d'été Marthe Dubé 

et Sylvain Déry qui sont venus me donner un coup de main. 

J'aimerais également remercier le Dr. Manuel Caruso pour avoir effectué 

une excellente prélecture de ma thèse, le Dr. Normand Marceau pour m'avoir 

prodigué plusieurs conseils quant à l'organisation de cette dernière et le Dr. Mario 

Chevrette pour avoir accepté de lire et corriger cette thèse. 

Pour terminer, j'aimerais remercier ma famille, mon père et ma mère qui 

m'ont toujours encouragé à pousser plus loin mes études; ma fiancée, Marie- 

Josée Fiset, pour avoir corriger cette thèse mais surtout pour m'avoir soutenu, 

encouragé, enduré et pour être sur le point de mettre au monde notre petit garçon. 

La réalisation de ces travaux a été rendue possible grâce à l'appui financier 

du Conseil de Recherches Médicales du Canada. Je tiens à le remercier. 



Table des matières 

................................................................................................... RÉSUME COURT II 
I . ....................... RESUME LONG .................................................. .... 1 1 1  

AVANT-PROPOS .................................................................................................... V 

TABLE DES MATIERES .................................................................................... VI 

LISTE DES FIGURES .......................................................................................... =XII 

LISTE DES TABLEAUX ....................................................................................... XII 
m ................................................................................ LISTE DES ABREVIATIONS XII 

......................................................................................................... CHAPITRE 1 13 

INTRODUCTION ................................................................................................. 14 

1-1 LA FAMILLE DE L'ALBUMINE : STRUCTURE. FONCTIONS ET RÉGULATION ............................. 15 

1.2 L'ALSUM~NE ............................................................................................................................ 17 

1.3 LA PROTÉWE DE LIALSON DE LA VITAMR\IE D ......................................................................... 23 

1-4 L' ALPHA-ALBUMNE ................................................................................................................ 24 

....................................................................................................... 1 -5 L' ALPHA-FOETOPROTÉINE 25 

................................................................................................... 1.5.1 Les sites hypersensibles 26 

........................................................................................... 1.5.2 L 'amplzjkatetrr intergénique 27 

...................................................................................... 1.5.3 Le promotez~r du gène de l'AFP. 29 

1.5.4 Les mécanismes développementaux ................................................................................. 30 

................................................................................................... A) L 'interrrtptectr biologique 3 1  

..................................................................................................... B) La régulation hormonale 32 

1.6 LE RÉCEPTEUR NUCLÉAIRE ORPHELiN FTF ............................................................................. 33 

................................................................................................ 1.6. 1 Les récepteurs nztcléaires 33 

.......................................................................................................... 1.6.2 La Famille FïZ-FI 38 

........................................................................ 1.6.3 FTF : Fetoprotein Transcription Factor -39 

..................................................................................................... 1 -7 LE VIRUS DE L' HÉPATITE B 41 
. . .  .............................................................................................................. 1.7.1 L 'hepatrte vrrale - 4 1  

............................................................................... 1.7.2 L 'historique du virus de l'hépatite B 41 
9 0 ................................................................................................. 1.7.3 L epidérniologie de HB Y, 43 

.............................................. 1.7.4 La maladie. le traitement et la prévention de l'hépatite B 43 

..................................................................................... 1.7.5 La biologie moléculaire de HB V. 45 

............................................................................................................. 0 La structure du virus 45 



A) L 'enveloppe ............................................................................................................................... 46 

.......................................................................................................................... B) La nucléocapside 4 7  
. * C) La protezne E ................................................................................................................................. 49 

.................................................................................................................... D) La polyméme m-raie 5 0  

E) La protéine X et les carcinomes hépatocellulaires ........................................................................ 50 

O Le processus infectieux ......................................................................................................... 52 

...................................................................................................................... 0 La réplication 5 5  

..................................................................................... 0 La transcription des gènes de HB V. -5  7 

....................................................................................................... A) Les promoteurs X. SPI et SPI1 58 

...................................................................................................................... B) L 'anzplzjicateur 1. 6 0 0  

..................................... C) Le K core promoter M, le promoteur pre-C . l amplifcateur II et le N E  61 1 

1.8 APERÇU DU PROJET .............. .. ................................................................................................. 63 

..................... CHAPITRE 2 ..........................o........................o..................... 663 

lDENTlFlCATlON DU PRODUlT DU GENE DE L'ALPHA-ALBUMINE DE RAT ET 

CLONAGE DE L'ADNc DE SON ORTHOLOGUE HUMAIN ................... ..... ..... 66 
2.1 RÉSUMÉ ................................................................................................................................... 67 

CHAPITRE 3 ......................................................................................................... 70 

ANALYSE DE LA STRUCTURE, DE LA FONCTION ET DE LA REGULATION 

DE L'ALPHA-ALBUMINE .... ,.... ........oo................................................ .. 70 

3.1 INTRODUCTION ........................................................................................................................ 71 

...................................................................................................... 3.2 MATÉRIELS ET MÉTHODES 72 

........................................................................... 3.2.1 Clonage pour la surerpression de ALF 72 

.................................................................... 3.2.2 Surexpression via les systèmes procaryotes 74 

............................................................ 3.2.3 Purifcation de la protéine de fusion GST/ALFs.. 76 

................................................................... 3.2.4 Production de l 'anticorps anti-RCF humain 76 

................................................................................ 3.2.5 L 'immunodétection (Ze M western >,) 76 
. . 3.2.6 Transfections stable et transitorres .................................................................................. 77 

........................................................................................... 3.2.7 Le criblage de ALF de sounk 78 

.................................... 3.2.8 FISH - Hybridation sur chromosomes mécaniquement allongés 78 

3.2.9 Gel à champ pulsL ........................................................................................................... 79 

3.2.10 Logiciels utilisés pour les anabses d'homologie . de phylogénie et leur présentation .. 79 
. * ........................................................................................ 3-2-11 Calad du point zsoelectrique 8 0  

.............................................................................................................................. 3.3 RESULTATS 81 

........ ................................. 3.3.1 Surexpression de ALF dam des systèmes procaryotes .... 81 



3.3.2 Mise au point de l 'irnmunodéiection avec les anticorps anti-ALF humain ..................... 83 

3.3.3 Surexpression de ALF humain dans des cellules eukaryotes ........................................... 86 

....................................................................... 3.3.4 Criblage de l ADNc pour ALF de Souris 8 7  

.................................... 3.3.5 Localisation de . 4LF en 3 ' de L 'AFP chez l 'humain et la sou ris. 89 

................................. 3.3.6 Comparaison des séqztences des dzyérents membres de la famille 91 

............................................................................ 3.3.7 Phylogénie de la famille de l'albumine 96 

3.3.8 Détermination du point isoélectn-que de ALF ................................................................ 99 

...................................................................................... 3.3.9 Analyses de diverse patholop-es 99 

3.4 D~scussro~ ........................................................................................................................... 102 

CHAPITRE 4 ................................ ....................................................................... 170 

THE HEPATITIS B VIRAL CORE PROMOTER IS STRONGLY ACTIVATED BY 

THE LIVER NUCLEAR RECEPTOR FETOPROTEIN TRANSCRIPTION FACTOR 

(FTF) OR BY ECTOPlCALLY EXPRESSE0 STEROlDOGENlC FACTOR 1 (SF1) 

. ..,................ ... .........*........ *. .........*........................................ ............... 710 

RÉSUMÉ ....................................................................................................................................... I 11 

................................................................................................................................ ABSTRACT 1 13 

......................................................................................................... ......... INTRODUCTION .. 1 14 

................................................................................................ MATERIALS AND METHODS 1 16 

.................................................................................................................... Gene constnrcts 1 16 

................................................................................................................... Transfections 1 1  7 

RESULTS .................................................................................................................................. 1 19 

............. ............. Pte HB V core promoter contains two high-aftinity Fr-binding sites .... 1 19 

................................................. F ï F  (or SFI) strongly activates the nucl2ocapsid prornote r. 121 

....................................................................... F ï F  directly activates the core promoter . 1 2 3  

.................................................... FIiç effect on corepromoter interactions with enhancer L 125 

AF2-tnmcated FTF deactivates the cure promoter ................................................................ 127 

............................................................................................................................. DISCUSSION 130 

................................................................................................................ ACKNOWLEDGEMENTS 133 

............................................................................................................................ REFERENCES 1 34 

CHAPITRE 5 .................. .................................................................................... 139 

................................... FTF ET SES INTERACTIONS PRO TEINE-PROTÉINES 139 



5.2 MATERIELS ET METHODES .................................................................................................... 142 

......................................................................................... 5.2. 1 Constructions plasmidiques 1 4 2  

..................................................................................... 5.2.2 Pun~cation des protéines GS T. 143 

....................................................................................................... 5.2.3 Gels de retardement 144 
. . 5.2.4 Synthèse de proternes marquées in vitro ........................................................................ 144 

5.2.5 Expériences de rétention sur colonne ((( Pull Down M) ................................................. 14.5 

.............................................................................................. 5.2.6 Trarqfections transitoires 145 

............................................................................................................................ 5.3 RÉSULTATS 147  

5.3.1 Préparation des rétentions sur colonne ....................................................................... 147 

5.3.2 Les rétentions sur colonne (((pull d o m  ») .............. .. ................................................ 149 

.................................................... 5.3.3 L 'effet des coactivateurs SRC-I . Ripl40 et Gripl- 1 5 6  

5.3.4 Le FTF chimérique active plus fortement ...................................................................... 156 

5.4 DISCUSSION ........................................................................................................................... 158  

CHAPITRE 6 ..................................................................................................... 170 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES .................. .................e......................... 170 

.............................................................. 6.1 LES IMPLICATIONS SUR LA RÉGULATION DE L'AFP 171 

6.2 LA FAMILLE DE L'ALBUMINE ................................................................................................. 1 7 6  

................................................................................................... 6.3 LE VIRUS DE L'HÉPATITE B 177  

6.4 LES PERSPECTIVES ............................................................................................................... 179  

6.4.1 La suite de la caractérisation de ALF ......................................................................... 179 

...................... 6.4.2 L 'impiication de FTF dans la régulation du n cure protnoter » de HB V 180 
r . ............................................................................... 6.4.3 Les interactions proterne-protéines 181 

......................................................................................................................... 6.5 CONCLUS~ON 182 

BIBL/OGRAPHIE ......... .. ................................................................................. 184 



Liste des figures 

FIGURE 1.1 ARRANGEMENT CHROMOSOMtQUE DES GÈNEs DE LA FAMILLE DE L'ALBUMINE ...... 1 6  

FIGURE 1.2 REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DE L'ALBUMINE HLIMAINE ..................................... 18 

FIGURE 1.3 REPRÉSENTATION SCEEÉMAT'IQUE DE VDBP HUMAINE ................................................ 19 

FIGURE 1.4 REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DE L'ALPHA-FOETOPROTÉM WMAINE ................ 20 

FIGURE 1.5 SCHÉMA DES PROMOTEURS DES MEMBRES DE LA FAMLLLE DE L'ALBUMINE ............ 22 

FIGURE f -6 STRUCTLTRE GENÉRALE DES RÉCEPTELTRS NUCLÉA~RES ET DE F"ïF ........................... 35 

FIGURE 1.7 SCHÉMA REPRÉSENTANT LES LI-s PRoTÉINEs DU VIRUS DE L'?&PATTE B . 48 

FIGURE 1.8 SCKÉMA REPRÉSENTANT LE CYCLE DE VIE DE HBV ............................................... 53 

FIGW 1 -9 &PLICATION DU G ~ O M E  DU VRUS DE L'KÉPATITE B ........................................... 56 

FIGURE 1 (CH . 2) ANALYSIS OF aALB ........................................................................................ 69 

FIGURE 3.1 SUREXPRESSION DE LA PROTÉINE ALF COMPLÈTE OU PARTIELLE ............................ 82 

FIGURE 3.2 ANALYSE DU NOUVEL ANTICORPS ANTI-ALF HUMAKN ........................................... 84 

FIGURE 3 -3 SÉQUENCE PROTÉIQUE DE ALF DE SOURIS .............................................................. 8 8  

FIGURE 3.4 LIAISON SUR LE CHROMOSOME DE L'AFP ET ALF CHEZ L'HUMAIN ET LA SOURIS ... 90 

FIGURE 3 -5 REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DE L'ALPHA-ALBUMINE HUMAINE ........................ 93 

FIGURE 3.6 COMPARAISON NIER-ESPÈCE DES SEQUENCES PROTÉIQES DE ALF ....................... 94 

FIGURE 3.7 ARBRE PHYLOGÉNIQUE DE LA FAMILLE DE L'AJXUMM ......................................... 97 

................... FIGURE 3.8 CALCUL DES POINTS ISOELECTRIQUES POUR ALF DE RAT ET HUMAINE 98 

..................... FIGURE 3.9 ÉTUDES DE LA VARIATION DE ALF DANS DIFFÉRENTES C O N D ~ O N S  100 

.......... FIGURE 1 (CH . 4) HBV CORE PROMOTER CONTAINS TWO KIGH-AFFJMTY SITE FOR FTI? 120 

FIGURE 2 (CH . 4) -SENT TRANSFECTION ASSAYS USING CAT REPORTERCONSTRUCT HP . 122 

FIGURE 3 (CH . 4) TRANSENT COTRANSFECTION ASSAYS WTH HP ......................................... 124 

.................. FIGURE 4 (CH . 4) FTF EFFECTS ON HBV CORE PROMOTER~ENHANCER 1 ACTIVITY 126 

......... FIGURE 5 (CH. 4) REPRESSION OF HBV ENHANCER-PROMOTER ACTMTY BY FTFAAF2 128 

FIGURE 5.1 PREPARATION POUR LES &TENTIONS SUR COLONNE .............................................. 148 

.......................................... FIGURE 5.2 RÉSULTATS OBTENUS LORS DES ESSAIS DE RÉTENTION 150 

............ FIGURE 5.3 EFFETS DE DIFFÉRENTS FACTEURS ET COFACTEURS SUR L'ACTION DE Fil? 153 

FIGURE 5.4 ANALYSES DE L'ACTIVITÉ DE AFTF ....................................................................... 157 



Liste des tableaux 

TABLEAU 1.1 CARACTÉRISTIQUES DES D~FFÉRENTS VIRUS POUVANT CAUSER UNE HÉPATITE ..., 42 

TABLEAU 3.1 COMPARAISON EN ACiDE AMINÉ DES MEMBRES DE LA FAMLLE DE L7AL.BUMINE - 9 1  

TABLEAU 3.2 CARACTÉRISTIQUES PROTÉIQUES DES MEMBRES DE LA F A M U E  DE L'ALBUMINE 92 

TABLEAU 3.3 POURCENTAGE D'IDE'NT~TÉ ~NTER-ESPECE DES MEMBRES DE LA FAAMILLE. ..-. -.. --.. 95 

TABLEAU 3 -4 POINTS ISOELECTRIQUES THÉORIQUES, PUBLIÉS ET EXPER~MENTAUX .--..,.UXUX.UXUXUXUXUXUXUX.UX 98 

TABLEAU 5.1  RÉsUMÉ DES INTERACTIONS PRoTÉ~-PROTÉINES TESTÉES ............................... 159 



XII 

a.a = Acide aminé 
AF-1 = Fonction d'activation 1 
AF-2 = Fonction d'activation 2 
AFP = Alpha-foetoprotéine 
ALF = Alpha-albumine 
ALB = Albumine 
AP1 = Activating Protein 1 
ATF-2 = Activating Transcription Factor 2 
au = antigène australien 
CAK = Core Associated Kinase 
C/EBP = CAAT / Enhancer Binding Protein 
CHC = Carcinome Hépatocellulaire 
CKll = Caséine Kinase II 
COUP-TF1 = Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor 1 
Cp = Core promoter 
CREB = Cyclic AMP-Responsive Elernent Binding protein 
DBD = Domaine de liaison de l'ADN 
dGR = DBD de GR 
DH = Site Hypersensible 
DR1 = Direct Repeat 1 
DR2 = Direct Repeat 2 
EGF = Epidermal Growth Factor 
EGFR = Epidermal Growth Factor Receptor 
ER = Récepteur de I'estradiol 
ERR2 = Estrogen Receptor Related factor 2 
FISH = Interphasic in situ fluorescent hybridization 
FTF = Fetoprotein Transcription Factor 
FTZ-FI = Fushi Tarazu factor 1 
FXR = Farnesoid X-activated Receptor 
GAPD-PK = Glycéraldhéhyde-3-Phosphate Deshydrogénase Protein Kinase 
GR = Récepteur des gIucocortic~ïdes 
GRE = Élement de réponse de GR 
GRIP-1 = Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1 
GST = Glutathione-S-Transferase 
HAV = Virus de l'Hépatite A 
HBcAg = Protéine de la nucléocapside ou C de HBV 
HBD = Domaine de liaison de l'hormone 
HBeAg = Protéine E de HBV 
HBsAg = Protéine de surface de HBV 
HBV = Virus de l'Hépatite B 
HBx = Protéine X de HBV 
HCV = Virus de l'Hépatite C 
HDV = Virus de l'Hépatite D 
HEV = Virus de l'Hépatite E 



XII I 

HGV = Virus de l'Hépatite G 
HNFI = Hepatocyte Nuclear Factor 1 
HNF3 = Hepatocyte Nuclear Factor 3 
HNF4 = Hepatocyte Nuclear Factor 4 
HNF6 = Hepatocyte Nuclear Factor 6 
HRE = Hormone Response Elernent 
IGFl / IGF II = Insulin-like Growth Factor I 1 II 
Kb = Kilopaire de base 
KDa = KilodaIton 
L = Proteine de surface large de HBV 
LB = Low Browth 
LBD = Domaine de liaison du ligand 
LCR = Région de contrôle du locus 
LF = Linker Factor 
LPS = Lipopolysaccharide 
LTR = Long Terminal Repeat 
M = Protéine de surface moyenne de HBV 
rnA = Milliampère 
MBFI = Mediation of Bombyx mon FTZ-FI type 1 
MBFZ = Mediation of Bombyx mon FTZ-FI type 2 
MDR-1 = Multidrug resistance 1 
MUIMÇQ = Millions d'unités 1 par mètre carré de surface du corps 
NFAT = Nuclear Factor of Activated T cells 
NF1 = Nuclear Factor 1 
NFKB = Nuclear Factor kappa B 
NF-Y = Nuclear Factor Y 
NGFl = Nerve Growth Factor Inducible 
NRE = Element de régulation négative 
OMS = Organisation Mondiale de la Santé 
OCT-1 = Octamer Transcription Factor 1 
P = Polymérase de HBV 
PCF = Promoter-linked Coupling Factor 
pFA3 = DBD de FTF 
PFU = Plaque Forming Unit 
pl = Point isoélectrique 
PKC = Protein Kinase C 
P PAR = Peroxysorne Prol iferator Activated Rece ptor 
PR = Récepteur de la progestérone 
R = Séquence redondante 
RAR = Retinoic Acid Receptor 
RE = Réticulum Endoplasmique 
R.I.A. = Radioimmunoassay 
RIP-140 = Receptor-Interacting Protein 140 
RPM = Rotation par minute 
RXR = Retinoic acid X receptor 
S = Protéine de surface majeure de HBV 



XIV 

SDS-PAGE = Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrilamid Gel Electrophoresis 
SF1 = Steroidogenic Factor 1 
SHP = Srnall Heterodimer Partner 
SP = Sclérose en plaque 
SPI = S promoter I 
SPI1 = S promoter Il 
SRC-1 = Steroid Receptor Coactivator-1 
TBP = TATA box Binding Protein 
TGFa = Tumor Growth Factor a 
TI F I  p = Transcriptionai lntermediary Factor 1 B 
TNFa = Tumor Necrosis Factor cc 
TR2 = Thyroid Receptor 2 
VDBP = Protéine de liaison de la vitamine D 
Xp = X prornoter 
X-PBP = X promoter Binding Protein 



Chapitre 1 

Introduction 

Revue de la littérature 



L'alpha-foetoprotéine est une protéine sérique embryonnaire, membre de la 

famille de l'albumine, dont I'expression s'initie de façon simultanée avec 

l'apparition des premières cellules hépatiques (1-3). En effet, I'initiation de 

I'expression dle I'AFP est très précoce et débute au moment où, [ors du 

développemenit, l'endoderme se rétracte pour se rapprocher du mésenchyme et du 

mésoderme cardiaque entraînant la différenciation des cellules endodermiques en 

hépatocytes prrirnaires (4-6). Par la suite, I'AFP est produite au cours de toute la 

gestation pour s'éteindre presque entièrement durant la période périnatale (7, 8)' 

période correspondant à l'arrêt d e  la prolifération et de la différenciation hépatiques 

(9, 10). De plus, la réexpression de I'AFP est détectée lors de la réinitiation de la 

différenciation hépatique via l'utilisation de procédés mécaniques (hépatectomie 

partielle) ou cthirniques (1 1-13). Cette synchronisation de I'expression de I'AFP 

avec la différemciation et la prolifération hépatiques fait de l'étude de la régulation 

transcriptionne4le de ce gène un excellent modèle pour la compréhension du 

fonctionnemen-it de ces processus, puisque les facteurs impliqués dans cette 

régulation le seront également dans ces processus. 

La rétroadifférenciation est un des phénotypes fréquents lors de la 

cancérogenèse hépatique et elle est caractérisée entre autres par la réapparition 

de I'AFP (14, 15). La possibilité d'exercer un contrôle sur la prolifération et la 

différenciation ouvrirait alors des avenues inestimables pour tenter d'enrayer la 

croissance de tumeurs hépatiques rétrodifférenciées. En effet cette connaissance 

pourrait permettre d'initier à nouveau la différenciation dans de telles tumeurs afin 

de contrecarrer la prolifération aberrante et de bloquer le développement du 

phénotype mallin. La réinduction de la différenciation pour stopper la néoplasie a 

déjà été démamtrée comme étant efficace (16). En effet, l'utilisation d'agents 

inducteurs de 1. a différenciation (1 7) tels que l'acide rétinoïque s'est démontrée utile 

dans le traitement de certains types de cancer (1 8, 19). Également, la formation de 

souris chimériques normales à partir de cellules de tératocarcinornes est un bon 

exemple montrant que le processus oncogénique peut être inversé par l'initiation 

de la différen rciation (1 1, 12). Cependant, une meilleure compréhension des 



mécanismes développementaux est essentielle pour l'exploitation maximale de 

cette avenue. C'est donc dans cette optique que le laboratoire d'accueil étudie 

depuis plusieurs années les mécanismes de régulation impliqués dans le contrôle 

du gène de I'AFP. 

Dans le texte qui suit vous retrouverez une revue de la littérature concernant 

les différents sujets reliés aux résultats de cette thèse. Tout d'abord le thème de la 

famille de I'albumine, avec ses quatre membres (I'albumine (ALB), I'alpha- 

foetoprotéine (AFP), la protéine de liaison de la vitamine D (VDBP) et I'alpha- 

albumine (ALF)), est aborde en ce qui a trait a leur structure, leurs fonctions et leur 

régulation. Par la suite, une description exhaustive de la régulation du gène de 

['AFP est présentée en survolant la majorité des travaux effectués auparavant par 

te laboratoire d'accueil. La caractérisation des sites hypersensibles, le clonage et 

la caractérisation de l'amplificateur intergénique et au promoteur de I'AFP font 

partie des sujets traités. L'implication des facteurs de transcription tels que HNFl 

et NF1 dans le modèle d'interrupteur biologique, fa description de la régulation 

hormonale du locus de I'AFP ainsi que l'identification par le laboratoire et la 

caractérisation du récepteur nucléaire orphelin FTF concluent cette description de 

la régulation développementale de I'AFP. 

Finalement. une description du virus de l'hépatite B (HBV) vous est 

présentée- Tout d'abord, un bref historique de la découverte du HBV ainsi qu'une 

description clinique introduisent le sujet. Le tout est suivi par une présentation du 

virus au niveau de sa structure, de son cycle de vie et de la régulation de la 

transcription de ses gènes. 

1.7 La famille de l'albumine : structure, fonctions et régulation 

L'AFP est un gène embryonnaire appartenant à la famille des gènes de 

l'albumine. Ces gènes sont tous situés en tandem sur le génome et ont la même 

polarisation d'expression (figure 1.1) (20, 21). Ils possèdent des niveaux 



d'expression différents et sont régules de façon distincte. Trois gènes de cette 

famille avaient été identifiés avant 1994, soit l'alpha-foetoprotéine (AFP), 

l'albumine (ALB) et la protéine de liaison de la vitamine D (VDBP). En 1994, le 

laboratoire d'accueil a identifié un quatrième membre à cette famille qu'il a nommé 

alpha-albumine (ALF) (21). 

Amplificateur Amplificateur 
Adulte Intergenique 

Sac Vitellin + 
Foie Foetal + 
Foie Adulte + 

Figure 1.1. Schéma de l'arrangement chromosomique en tandem des gènes membres de 

la famille de l'albumine. La polarisation de I'expression (indiquée par la pointe du rectangle 

entourant te gène) est la même pour tout les membres de la famille de l'albumine. En 

dessous du schéma est présentée l'expression des différents gènes au niveau du sac 

vitellin, du foie foetal et du foie adulte. (figure adaptée de : Nishio et Al. 1996, J. Mol. 

Bio 259(1), p.113-9) 

La fonction principale des protéines membres de cette famille est de 

transporter divers ligands présents dans le sérum et de les acheminer vers divers 

organes les nécessitant. Les gènes appartenant à cette famille possèdent, entre 

eux, une homologie de séquence assez faible. Toutefois, c'est au niveau de leur 

structure qu'une homologie marquante est retrouvée. Ainsi, il existe dans tous ces 

gènes un patron répétitif de cystéines. Pratiquement, ces cystéines sont 

responsables de la formation de 17 ponts disulfures nécessaires à l'obtention de la 

bonne conformation quaternaire de la protéine (22). Deux cavités, formées par le 

rapprochement en trois dimensions de 33 acides aminés (a.a.) hydrophobes (16 

a.a. pour la première et 17 a.a. pour la seconde), sont présentes dans cette 

structure quaternaire. Ces cavités, appelées poches hydrophobes (figure 1.2), sont 

impliquées dans la liaison de différents ligands (23). Trois domaines (1, 2 et 3) 

pouvant étre divisés à leur tour en trois sous-domaines (A, B et C) (figurel.2 à 1.4) 



ont été identifiés dans la séquence de ces protéines et résulteraient des 

duplications ayant eu lieu cours de l'évolution de la famille. 

Ces gènes descendent tous d'un ancêtre commun qui se serait dupliqué il y 

a 560 millions d'années (22, 24). Certaines études phylogéniques vont encore plus 

loin et mentionnent que cette protéine ancestrale provient d'une multimérisation 

d'un domaine d e  190 a.a. et que ce domaine, appelé proto-albumine, résulterait 

d'une duplication incomplète impliquant des gènes précurseurs de la globine et 

cela avant l'apparition des vertébrés (25). 11 est intéressant de noter que ces gènes 

sont demeurés, au cours de l'évolution, organisés en tandem sur le même 

chromosome et cela avec une polarisation dans l'orientation de leur expression 

(figure 1.1) (21, 26). Ainsi, chez l'humain ces gènes se retrouvent sur le 

chromosome 4. Pour le rat ils sont situés sur le 14""'~ chromosome et sur le 5 ième 

pour la souris. Au chapitre 3 de cette thèse est démontré que ALF est également 

présente dans ces locus chez I'humain et chez la souris. 

1.2 L'albumine 

L'albumine est le prototype même de cette famille (figure 1.2). 11 s'agit d'une 

protéine sérique d e  66KDa. exprimée autant chez l'embryon que chez l'adulte avec 

une progression croissante dans sa concentration suivant le développement, 

atteignant son maximum après la naissance. La forme humaine est une protéine 

de 609 acides aminés comprenant 18 a.a. codant pour un peptide signal et 8 a.a. 

codant pour un pro-peptide. L'albumine est le seul membre de la famille à être 

d'abord synthétisé sous forme de précurseur (pro-albumine) avant d'être digéré 

pour former une protéine mature. L'albumine mature est une protéine non 

glycosylée dont la demi-vie est de 19 jours. Elle possède les 17 ponts disulfures 

caractéristiques des membres de la famille de l'albumine. 
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Figure 1.2. Représentation schématique de l'albumine humaine sous forme de serpentin. La 

localisation des différents domaines (1,2 et 3) et des différents sous-domaines (IA, 1 B, 1 C, 2A. 28, 

2C, 3A, 38 et 3C) est indiquée. La localisation des poches hydrophobes est également présentée. 

Les traits noirs représentent les ponts disulfures. (Figure adaptée de : Peters, T., Jr. Adv Protein 

Chem. 32161-245. 1985 avec la séquence protéique provenant de la GenBank. numéro 

d'accession : #AFlgOI68 ) 
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figure 1.3. Représentation schématique de la protéine de liaison de la vitamine D 

humaine sous forme de serpentin. La localisation des différents domaines (1,2 et 

3) et des différents sous-domaines (IA, 1 B, 1 C, 2A, 2B, 2C, 3A et 38) est indiquée. 

Les acides aminés en noir correspondent au site potentiel de N-glycosylation. Les 

traits noirs représentent les ponts disulfures. (Figure adaptée de : Peters, T., Jr. 

Adv Profein Chem. 37:161-245, 1985 avec la séquence protéique provenant de la 

GenBank, numéro d'accession : # L I  0641) 
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Figure 1.4. Représentation schématique de l'alpha-foetoprotéine humaine sous 

forme de serpentin. La localisation des différents domaines (1, 2 et 3) et des 

différents sous-domaines (1 A, 1 B, 1 C, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B et 3C) est indiquée. Les 

acides aminés en noir correspondent au site potentiel de N-glycosylation. Les 

traits noirs représentent les ponts disulfures. (Figure adaptée de : Peters, T., Jr. 

Adv Profein Chem. 3711 6 l-Z45,1985 avec la séquence protéique provenant de la 

GenBan k, numéro d'accession: # J00076) 



Le rôle majeur de I'albumine est de transporter et de distribuer plusieurs 

ligands, d'origine endogène ou exogène, à plusieurs organes dont le foie, les 

intestins, les reins et le cerveau (27). Les principaux ligands sont les acides gras, 

la bilirubine et différents métaux (22, 23, 28-36). Deux régions principales 

responsables de la liaison de petits composés hétérocycliques ou aromatiques ont 

été identifiées sur I'ALB, il s'agit des deux poches hydrophobes aussi appelées 

domaines IIA et MA (figure 1.3) (22). L'albumine est responsable également de 

80% de la pression osmotique colloïde et ceci à cause de son haut taux sérique de 

40rng/ml (28). Elle serait également impliquée dans le maintien du pH sanguin (22, 

28). L'albumine n'est pas une protéine essentielle à la survie, car il existe des gens 

qui n'en produisent pas. Ces gens, dits analburninémiques, ne sont affectés que 

par quelques symptômes mineurs (hyperlipidémie, œdème, hyperchoIesterotémie) 

(22, 28, 37). 

Le gène de I'albumine humaine contient 15 exons coupés de 14 introns 

disposés de façon symétrique au travers ses domaines structuraux (38). Trois 

signaux de polyadénylation (dont deux véritablement utilisés) sont retrouvés dans 

la séquence du gène (38). Au niveau de sa régulation, I'ALB est exprimée 

principalement au foie. Cependant, la présence de son messager est également 

détectée dans le sac vitellin, les testicules, l'utérus et le placenta (39). Le 

promoteur de I'albumine possède des sites de liaison pour les facteurs de 

transcription HNFl (40-42)' vHNFl (43), NF1 (40, 44, 45), NF-Y (40, 46-48) et 

CIEBPa,B,G (figure 1.5) (40, 42, 48-52). Ces facteurs ont tous une fonction 

activatrice de l'expression du gène de I'albumine. De plus, il a été démontré que 

HNFl et C/EBP peuvent coopérer et entraîner une suractivation de ce promoteur 

(42). L'expression de l'albumine est réprimée dans le diabète mellitus (53), lors de 

l'induction de la régénération hépatique (54, 55) et par l'inoculation de produits 

chimiques tels que la butyrolactone (56) et l'acide rétinoïque (57). Cependant ces 

répressions se font toujours de façon indirecte en affectant à la baisse la 

concentration du facteur de transcription HNFI en agissant soit au niveau 

transcriptionnel ou post-transcriptionnel (53-57). Le gène de I'alburnine possède 



également un amplificateur (de -1Okb à -û,4kb) capable d'augmenter son 

expression et responsable de son haut taux de production chez l'adulte (58-60). 

Cet amplificateur est régulé de façon positive par CIEBP (58, 61), HNFl (60), 

HNF3 (62), GATA (63) et NFVCTF (62) et de façon négative par Ha-Ras via un 

site API (64). De plus, l'amplificateur de I'AFP, appelé amplificateur intergénique, 

serait fort probablement capable d'influencer l'expression de l'albumine chez 

l'embryon (7'65). 

HNFî TGTAAA - - VDBP 

T ClEBP HNFl TATAlTA 
ALE 

NF1 NFY 

CT HNF1 ClEBP HNFl TATAAAA 
ALF 

FTF 
-175 AGTGGTC~GTCCfTGAACATAAGATAGMGT_GACCCCTGTGCTGfTAATfA~GGCAAATTGCCTA -108 

GATA? APl? HNF4? 

Figure 1.5. Représentation schématique des différents promoteurs des protéines 

membres de la famille de l'albumine. T = une répétition du nucléotide T et CT = une 

répétition des nucléotides CT- La séquence correspond a la région -175 à -108 du 

promoteur de I'AFP et les traits correspondent a des empreintes à la DNAse l(7). Les 

traits pointillés représentent des séquences potentielles de liaison pour les facteurs de 

transcription indiqués. (Figure adaptée a partir de : Bernier, D. et Al., Mol Ce11 Biol. 

13:619-1633, 1 993.) 



7.3 La protéine de liaison de la vitamine D 

La protéine de liaison de la vitamine D (VDBP), également appelée Gc 

Globuline, est le membre de la famille le plus dégénéré. Ce gène serait le premier 

à s'être dupliqué à partir de l'ancêtre commun de la famille (24). En comparaison 

avec les autres membres de la famille, VDBP possède deux exons de moins soit 

les deux avant derniers (les exons 12 et 13). Le gène de la VDBP contient ainsi 13 

exons produisant une protéine de 58KDa (66, 67). VDBP possède chez l'humain 

474 a.a. incluant un peptide signal de 16 acides aminés (figure 1.3). Un seul site 

potentiel de N-glycosylation est retrouvé sur la protéine (figure 1.3) qui possède 

une demi-vie de 2.5 jours. VDBP possède 13 des 17 ponts disulfures 

caractéristiques de la famille de l'albumine et à cela s'ajoute un nouveau pont situé 

dans le premier domaine (figure 1.3) (67). Ce nouveau pont serait en fait le vestige 

d'un 18~"'~ pont qu'aurait possédé l'ancêtre commun à la famille (67). 

La fonction principale de VDBP est de transporter la vitamine D et ses 

métabolites (68, 69)' mais VDBP est capable également de transporter des acides 

gras insaturés (acide arachidonique) (70). VDBP est impliquée dans la 

séquestration de l'actine, elle facilite la dépolymérisation des filaments d'actine et 

serait également responsable de l'élimination de I'actine libérée dans la circulation 

(71 -74). 

Au niveau de sa régulation, VDPB est produite majoritairement dans le foie, 

son messager est également détecté dans les reins. les testicules et le placenta 

(39). VDBP est exprimée durant le développement du fœtus et elle est détectable 

après 13 semaines de gestation chez l'humain (67). Son niveau sérique atteint 

cependant son maximum (400pg/rnl) chez l'adulte (67). Dans aucun cas l'absence 

d'expression de VDBP n'a été notée ce qui amène la possibilité que, contrairement 

à I'ALB, VDBP soit essentielle à la survie (75, 76). Les œstrogènes et les 

androgènes possèdent un effet inducteur sur l'expression de VDBP tout comme 

l'interleukine-6, I'EGF et la dexaméthasone; le TGFf3 quant a lui possède un effet 

répresseur (77-79). Son promoteur (-141 à -43) ne possède pas de boite TATA 



classique et est régulé par le facteur de transcription HNFI (figure 1.5) (80). 11 

existe également deux éléments régulateurs, agissant comme des amplificateurs, 

situés en amont du gène (-1 844 à -1 621 et -254 a -140). Ces deux éléments sont 

activés par HNFla et réprimés par HNFI P (81). Le gène de VDBP, situé dans le 

même locus que ALB, AFP et ALF, ne semble pas utiliser d'éléments régulateurs 

communs aux autres membres de la famille et est donc considéré comme une 

entité régulée de façon autonome. 

1.4 L 'alpha-albumine 

Le promoteur de l'AFP subit l'influence d'un amplificateur situé à -4kb du 

promoteur, soit l'amplificateur intergénique (section 1.5.2). Cet amplificateur 

possédant la capacité d'induire également le promoteur de l'albumine 

(65.1 15,7 76), le laboratoire d'accueil s'est intéressé à savoir si, en 3' du gène de 

I'AFP, il ne pouvait pas y avoir également un élément régulateur influençant le 

promoteur de I'AFP. L'existence en 3' d'un élément de contrôle du locus (LCR) 

était une possibilité, car l'organisation en tandem des gènes de I'ALB et de I'AFP 

avec une polarisation gène embryonnaire vers gène adulte ressemblait à 

I'organisation du locus des gènes de la globine qui sont régulés par un tel élément 

(82, 83). C'est pourquoi, une marche sur le chromosome en 3' de I'AFP a été 

entreprise dans le laboratoire. Cette marche n'a révélé aucun élément régulateur 

en 3' de I'AFP, néanmoins elle a permis de découvrir à lOKb en 3' de I'AFP, un 

nouveau gène : l'alpha-albumine (21). L'étude de ce gène a alors été entreprise 

pour, dans un premier lieu, caractériser ce gène et ensuite pour connaitre ses 

éléments régulateurs et tester s'ils pouvaient influencer l'expression de I'AFP. 

ALF a été identifié par une marche sur le chromosome chez le rat (21). Sa 

séquence complète a révélé que ALF était un nouveau membre de la famille de 

l'albumine situé en 3' de I'AFP sur le chromosome 4 de rat. ALF de rat est une 

protéine de 608 acides aminés comprenant un peptide signal de 21 acides aminés 

donnant une protéine dont le poids moléculaire s'estime à 69KDa (21). Elle 



possède 15 des 17 ponts disulkires caractéristiques de la famille de l'albumine. 

Trente-deux des trente-trois acides aminés hydrophobes identifiés comme 

impliqués dans la formation des poches hydrophobes et responsables de liaison 

des ligands (23) sont conservés. Cinq sites potentiels de N-glycosylation sont 

retrouvés sur ALF de rat (21). ALF est exprimée à un niveau très faible dans le foie 

fœtal et son expression augmente après la naissance. Par l'entremise de l'analyse 

de la séquence de son promoteur il a eté proposé que celui-ci possède deux sites 

de liaison pour le facteur de transcription HNFI et un site pour le facteur CIEBP 

(figure 1.5) (21 ). 

1.5 L 'alpha-foetoprotéine 

L'AFP humaine est une protéine de 609 a.a. contenant un peptide signal de 

19 a.a. et possédant un poids moléculaire de 70KDa (figure 1.5). L'AFP est une 

protéine glycosylée, un site de N-glycosylation est retrouvé sur la protéine humaine 

(figure 1.4) et deux chez la souris et le rat. L'AFP tout comme I'ALB est encodée 

par 15 exons. Elle possède 15 des 17 ponts disulfures caractéristiques de la 

famille de l'albumine (figure 1.4) (84). 

La fonction principale de I'AFP est de transporter des acides gras, surtout 

les acides gras polyinsaturés à longue chaîne (I'acide 4, ï , l  0,13,16,19- 

docosahexaenoique, I'acide arachidonique, I'acide oléique et I'acide linoléique) 

(85) et de les distribuer aux cellules en division où l'apport d'acides gras est utilisé 

à plusieurs fonctions dont la synthèse de membranes cellulaires (8. 86, 87). L'AFP 

est une meilleure transporteuse d'acides gras insaturés que I'ALB et elle contient 3 

sites de liaison, d'affinité décroissante, pour ceux-ci. Le site le plus fort se retrouve 

dans le domaine 3, soit dans la seconde poche hydrophobe (85.88-95). Les AFPs 

de rat et de souris lient I'estradiol alors que la forme humaine n'en est pas capable. 

Cette capacité de lier I'estradiol de la part de I'AFP de rat et de souris pourrait 

protéger le foetus contre un surplus d'œstrogène (96-100). L'AFP lie également la 

bilirubine (1 01-1 03) et plusieurs autres ligands (1 04-1 O?). Deux sites de liaison 



pour la bilirubine ont été caractérisés sur l'AFP, un de forte affinité qui se retrouve 

dans le domaine 3 et un de faible affinité situé dans le domaine 2 (88). 

L'AFP est principalement exprimée au foie et dans le sac vitellin mais son 

messager est également détecté dans les testicules, le cerveau, l'utérus et le 

placenta (39). L'AFP est une protéine embryonnaire, qui voit son expression 

apparaître avec la formation des premières cetlules hépatiques (1-4). Puis, son 

expression augmente pour atteindre un niveau sérique élevé de 2mgfml. Après la 

naissance, au moment où la prolifération et la différenciation hépatiques cessent, 

I'expression de I'AFP est réprimée très rapidement pour atteindre un niveau 

presque nui chez l'adulte (environ 3 nglml) (7, 8). Ce niveau se maintient alors tout 

le long de la vie de l'individu en santé. Toutefois certaines maladies telles que la 

tyrosinémie héréditaire occasionnent une persistance de I'expression de I'AFP 

chez l'adulte (108). Également, une augmentation du niveau de I'AFP dans le 

sérum peut être un indicateur précoce de l'apparition de tumeurs hépatiques (14, 

15). L'expression de I'AFP correle avec la présence de différenciation et de 

prolifération dans le foie (9, 10). Ainsi I'hépatectomie partielle qui entraîne la 

réapparition de la prolifération hépatique, amène une réinduction de I'expression 

de I'AFP (1 1, 13). 

La régulation du gène de I'AFP met en jeu plusieurs éléments régulateurs 

cis et trans, dont les interactions entre eux sont responsables de l'expression 

développementate du gène de I'AFP. 

1.5.1 Les sites hypersensibles 

Dans la région 5' de I'AFP se retrouvent trois sites hypersensibles (DHI, 

DHll et DHIII) (109-1 11). Le site DHI, dont l'ouverture spécifique au foie fœtal 

corrèle toujours avec la présence de I'expression de I'AFP, correspond au 

promoteur de cette dernière. Ce site DHI est la cible du récepteur des 

glucocorticoÏdes (GR) qui a pour effet de le clore (1 10). Le site DHll est également 

spécifique aux hépatocytes immatures. II demeure cependant ouvert quelques 



semaines suivant l'arrêt de I'expression de I'AFP (1 1 1). Ge site DHII, qui est 

également rouvert lors de néoplasies hépatiques (tout comme le promoteur) (1 09)' 

correspond a l'amplificateur intergénique et est situé de -2850 à -21 00 nucléotides 

à partir du site d'initiation de la transcription (7, 112). Le site DHlll est un site 

constitutivement ouvert dans les hépatocytes (1 09-1 1 1 ). II possède une faible 

activité arnplificatrice (environ 1 Ox comparé à 50-200x pour le DHll (7, 1 12)) mais il 

ne peut cependant pas compenser l'absence du site DHll (14). La fonction 

proposée pour ce site serait de maintenir la chromatine du locus dans un état 

permissif à I'expression de I'AFP et de I'albumine chez l'embryon et de I'albumine 

chez l'adulte. 

1.5.2 L'amplificateur intergénique 

Une activité amplificatrice en 5' de I'AFP a été démontrée pour la première 

fois chez la souris par Godbout et Tilghrnan (1 19) puis chez l'humain (1 13) et le rat 

(1 12, 114). L'amplificateur intergénique a été nommé ainsi car il est situé entre 

l'albumine et I'AFP et parce qu'il possède un effet inducteur sur ces deux gènes 

(65, 11 5, 116). Cette induction des promoteurs de l'albumine et de I'AFP par 

l'amplificateur semble être non-compétitive (65). Ainsi, au cours du 

développement, I'amplificateur intergénique stimulerait I'expression de I'AFP (7, 

1 12. 114, 1 17) et de I'albumine (65, 1 15. 1 16). Plusieurs résultats sont en faveur 

de cette possibilité. Premièrement, tel que mentionné précédemment, le site DHll 

demeure ouvert quelques semaines suite à l'arrêt de la transcription du gène de 

I'AFP (1 11 ). A ce moment, il n'active plus I'expression de I'AFP mais maintiendrait 

l'activation de l'albumine jusqu'à ce que son propre amplificateur s'ouvre et prenne 

le relais puisqu'il est démontré que l'amplificateur de I'albumine n'est pas 

fonctionnel chez le frztus (115). Deuxièmement, il a été démontré que cet 

amplificateur intergénique n'est pas essentiel à l'initiation de I'expression de I'AFP 

ni à son contrôle développemental; dans le rein fœtal, le promoteur sufit pour 

exprimer I'AFP (à des niveaux plus faibles cependant) tout en conservant sa 

régulation développementale (1 18). De même qu'en transgenese, l'utilisation de ce 

promoteur uniquement suffit pour conférer au transgène la régulation 



développementale (1 15). Ainsi. l'activation de I'amplificateur intergénique n'est pas 

essentielle pour I'expression et pour la régulation développementale du gène de 

I'AFP. Toutefois, elle est importante pour l'obtention d'un niveau d'expression 

élevée (112). Cette activation semble cependant capitale à I'expression de 

l'albumine chez l'embryon. C'est également le cas dans certains types 

d'hépatomes où il existe une meilleure corrélation de l'ouverture du site DHll avec 

I'expression de l'albumine qu'avec I'expression de I'AFP (1 09, 1 10). 

Troisièmement, I'EGF (Epiderrnal Growth Factor) possède un effet répresseur sur 

I'amplificateur intergénique et sur le promoteur de I'AFP, mais ne possède aucun 

effet sur I'amplificateur et le promoteur de l'albumine (1 16). Cependant, lorsque 

des cellules sont traitées à I'EGF, une diminution de I'expression de I'AFP et de 

I'albumine est détectée par Northern (1 16). appuyant donc l'hypothèse de 

l'utilisation commune de I'amplificateur intergénique. 

À l'aide d'une comparaison de séquences des régions en 5' de I'AFP 

démontrées amplificatrices chez le rat (1 12, 114)' la souris (1 19) et l'humain (1 13, 

120) le laboratoire a identifié une séquence de 783 nucléotides (de -2531 a -2713) 

qui possédait une bonne homologie dans les trois espèces (7). Des expériences 

de délétion de cette région homologue ont démontré que la majorité de I'activité de 

l'amplificateur était située dans celle-ci (7). Plusieurs sites de liaison de différents 

facteurs de transcription ont été identifiés dans l'amplificateur par empreinte à la 

DNAse 1. Tous étaient présents autant avec des extraits de foies fœtaux que de 

foies adultes (7). Parmi ces empreintes, trois régions, dont deux situées 

exactement a l'intérieur de la région de 183pb, contiennent des sites de liaisons 

pour le facteur de transcription C/EBP. Ces deux sites de liaison ont clairement été 

démontrés essentiels à l'activité maximale de I'amplificateur et sufisantes pour 

contenir I'activité de ce dernier (7). Ces sites de liaison pour C/EBP sont 

également conservés chez la souris et l'humain. Par homologie de séquences 



consensus, parmi les autres empreintes à la DNAse 1, des sites potentiels de 

fixation pour des facteurs de transcription de type GATA ou Ebox sont retrouvés. 

1.5.3 Le promoteur du gène de I'AFP 

La région promotrice de I'AFP a été identifiée pour la première fois chez la 

souris par Scott et Tilghman (121), puis chez l'humain (122) et chez le rat (20). Ce 

promoteur est un promoteur typique des promoteurs transcrits par I'ARN 

polymérase II avec une boîte TATA parfaite située à environ 25pb en amont du site 

d'initiation de la transcription (1 23). Initialement déterminée comme une séquence 

d'environ 700pb (122), la région promotrice a été par la suite restreinte à une 

séquence minimale d'environ 150pb (-202 a -55) pouvant mener l'expression de 

I'AFP de façon hépatospécifique et subir une régulation négative de la part des 

homones glucocorticoïdes (1 12). L'extrémité 5' de cette séquence minimale est 

délimitée par une série de AT ayant probablement comme fonction de maintenir le 

promoteur ouvert puisque de telles régions ont tendance à exclure les 

nucléosornes (124, 125) . Par la suite, la région essentielle à l'activité du 

promoteur a été de nouveau rétrécie à environ 70pb (-1 72 à -1 08) (figure 1 5) (7). 

Les facteurs de transcription C/EBP (126). HNFI ( A  27), NF1 (1 28), c-jun 

(129) et FTF (7, 130) ont été démontrés aptes à lier des séquences présentes 

dans le promoteur de I'AFP. L'étude plus approfondie de ces facteurs a révélé 

cependant que seuls les facteurs HNFI, avec ses deux sites de liaison (7, 128, 

131) (HNFIB activant plus fortement que HNFla (132)) et FTF (7, 130) 

possédaient un effet inducteur sur la régulation du promoteur de I'AFP et cela de 

façon coopérative (130). Un facteur qui n'est pas encore identifié, appelé LF 

(« Linker Factor »), serait également impliqué dans cette régulation (7, 130)' car 

lorsque sa séquence de liaison est mutée l'activité du promoteur est réprimée (7). 

Le facteur NF1 possède, quant à lui, un effet répresseur (7, 128, 132). Le facteur 

de transcription C/EBP possède un rôle uniquement dans l'amplificateur; Iorsqu'un 

site de liaison de CfEBP présent dans cet amplificateur est enlevé, C/EBP n'a plus 

d'effet inducteur sur I'AFP indiquant que le site présent dans le promoteur n'est 



pas utilisé (7). Le facteur c-jun lie une séquence située dans la séquence 

consensus de FTF. Mais pour obtenir cette liaison, l'utilisation d'une bonne 

quantité de c-jun purifié est nécessaire (129). 11 est connu que c-jun réprime le 

pr~mnteur de I'AFP (7), mais cette répression ne se fait probablement pas par sa 

liaison a I'ADN, car : 1) son site de liaison potentiel dans I'AFP est de faible affinité, 

2) ce site est normalement occupé par FTF qui possède une plus forte affinité 

(129, 130) et 3) il a été démontré qu'un c-jun muté pour ne plus lier I'ADN est 

toujours capable de réprimer I'expression de I'AFP (133). Un dernier facteur 

nommé nkx-2.8 (qui pourrait être l'équivalent du facteur PCF (134, 135)) est 

capable de lier le promoteur de I'AFP (et cela dans la séquence consensus de 

FTF). Cependant aucune activation n'est obtenue avec ce facteur dans des lignées 

hépatiques, seules les cellules HeLa ont répondu positivement (1 36). 

1.5.4 Les mécanismes développementaux 

L'expression de I'AFP au cours du développement débute très tôt chez 

l'embryon pour se terminer rapidement suite à la naissance. En fait, I'expression 

de I'AFP est initiée suivant l'apparition des premiers hépatocytes (1)' apparition 

occasionnée par le rapprochement de l'endoderme et du mésenchyme cardiaque à 

environ 8'5 jours de la gestation chez la souris (4). Par la suite, I'AFP est exprimée 

tout au long de la gestation. Simultanément avec l'arrêt de la prolifération des 

hépatocytes (IO), I'AFP voit son expression diminuer pour atteindre un niveau 

presque nul chez l'adulte. Ainsi, cette corrélation avec la prolifération implique la 

présence de mécanismes de régulation communs. Il faut cependant noter que la 

régulation de I'AFP ne se fera pas avec des facteurs stages spécifiques tels qu'un 

activateur foetal ou un répresseur adulte car tous les facteurs de transcription 

impliqués sont constitutivement présents dans les hépatocytes et qu'il n'y pas de 

variation dans les empreintes à la DNAse I sur le promoteur faites avec des 

extraits provenant de foies foetaux ou adultes (7). Ainsi, cette régulation doit se 

faire avec ces facteurs dont l'activité subit des modifications développementale. 

Dans ce qui suit sont présentés deux mécanismes pouvant clarifier, mais pas 

entièrement expliquer, la régulation développementale et hormonale de I'AF P. 



A) L'interrupteur biologique 

Dans le promoteur de I'AFP, il existe, au niveau du site de liaison distal du 

facteur de transcription HNFI, un chevauchement avec le site de liaison pour le 

facteur de transcription NF1. Le facteur HNFI est un inducteur du promoteur (7, 

128, 131) alors que le facteur NF1 possède un effet répresseur (7, 128, 132). 

L'hypothèse de l'interrupteur biologique suppose donc que ce chevauchement 

occasionne soit une position ouverte pour I'expression (liaison de HNFI) soit une 

position fermée (liaison de NFI). II a été démontré que la liaison de HNFI et NF1 

sur ce site est mutuellement exclusive (7) et que dans les tissus n'exprimant pas 

I'AFP NF1 est lié à cette séquence alors que dans les tissus exprimant I'AFP c'est 

HNFI qui est retrouvé (7). De plus, la présence d'une mutation au niveau du site 

NF1 dans le génome d'une famille où une persistance chez I'adulte de I'expression 

de I'AFP est retrouvée appuie cette hypothèse (137). Par conséquent. au cours du 

développement, il pourrait y avoir une variation dans le ratio HNFI /NF1 en faveur 

de NF1 pour ainsi fermer le promoteur de I'AFP chez l'adulte. II a été démontré 

que le promoteur de I'AFP est sensible aux variations de concentration du facteur 

HNFI. En effet, dans la lignée cellulaire Hep3B, l'acide rétinoïque amène une 

diminution de la transcription des facteurs HNFI et HNF4 (HNF4 est un facteur 

impliqué dans la régulation de I'expression de HNFI (138))' ce qui occasionne une 

répression de I'expression de I'AFP (1 39). 

L'insertion dans le promoteur de I'AFP d'une mutation équivalente a la 

mutation causant la persistance héréditaire de I'expression de I'AFP a démontré 

que cette mutation augmentait effectivement l'activité du promoteur, qu'elle 

favorisait la liaison de HNFI et empêchait la liaison de NFI, qu'elle bloquait la 

répression par NF1 et que dans une lignée cellulaire non permissive pour 

I'expression de I'AFP (H411ECIII), elle permettait au promoteur de I'AFP de 

fonctionner (140). La génération de souris transgéniques avec comme transgène 

cette construction mutée devait alors amener une expression persistante chez 

I'adulte. Ceci n'a pas été le cas. Cette construction s'est avérée être réprimée dans 



90% des cas. Toutefois, une persistance d'expression au niveau du rein a été 

détecté (140). Ainsi ce mécanisme d'interrupteur biologique s'avère fonctionnel en 

culture cellulaire, mais ne semble pas le seul mécanisme impliqué dans la 

régulation développementale in vivo. La persistance d'expression dans le rein 

amène la proposition que ce mécanisme d'interrupteur biologique ferait partie 

intégrante et serait une étape tardive d'un processus à plusieurs paliers impliqué 

dans la régulation développementale de I'AFP. 

B) La régulation hormonale 

Le gène de I'AFP est soumis au contrôle de différentes hormones. II a été 

démontré que les hormones glucocorticoÏdes, I'ACTH, la thyroxine, l'adrénaline et 

la progestérone possédaient un effet répresseur sur I'expression du gène de I'AFP 

(141-143). Par contre, l'insuline, le glucagon, la testostérone et I'estradiol n'ont 

aucun effet (141 ). 

L'effet le plus impressionnant est celui de la dexaméthasone (DEX) (un 

analogue des glucocorticoÏdes) qui possède un effet répresseur extrêmement 

rapide sur le promoteur de I'AFP; in vivo, après 30 minutes d'incubation en 

présence de DEX (ce qui correspond au temps que prend le récepteur des 

glucocorticoïdes (GR) pour migrer au noyau), il y a répression de la transcription 

de I'AFP (144). Même lorsque la synthèse protéique du foie est bloquée par la 

cycloheximide, rendant impossible l'induction de la synthèse d'un répresseur par 

GR, la répression par GR est maintenue (145). 11 est démontré que cette 

répression se fait au niveau transcriptionnel (1 44, 146) sur le promoteur (1 IO) et 

qu'elle est due à une interaction protéine-protéine de GR avec le complexe 

protéique liant le segment d'ADN correspondant à FTF et LF (140) (figure 1.5). In 

vivo, GR ne lie pas le promoteur, même si GR purifié le peut in vitro (1 47). De plus, 

le domaine de liaison de I'ADN (DBD) de GR est essentiel pour mener cette 

répression et lorsque ce DBD est muté pour ne plus lier I'ADN, mais pouvant 

toujours interagir avec d'autres protéines (148)' il réprime toujours I'expression de 

I'AFP (140) confirmant que l'action de GR se fait par un contact protéine-protéine. 



Finalement, il a été démontré que lors de la réapparition de I'AFP dans 

tumeurs hépatiques, il y a perte, en partie ou en totalité, de la répression de la 
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des hormones glucocorticoÏdes (9). Ainsi, la réexpression de I'AFP, lors du 

processus tumorigénique (15)' pourrait être due à une perte du contrôle de la 

régulation transcriptionnelle normale, probablement via une variation des facteurs 

de transcription présents telle que la perte du facteur impliqué dans la répression 

via GR. 

La répression hormonale peut être séparé de la répression 

développementale puisque des rats nouveau-nés surrenalectomisés subissent 

toujours la régulation développementale alors qu'ils n'expriment plus de 

glucocorticoïdes (9). Cependant, il est possible que la cible de ces deux 

mécanismes soit la même à savoir le segment FTFILF. Ce segment pourrait donc 

être réprimé par les hormones de la même façon que par les facteurs impliqués 

dans la régulation développementale, soit en venant désactiver l'interaction 

positive existant entre FTF et LF. Comment bloquer cette interaction positive? Soit 

en venant interférer directement avec les sites de liaison de ces facteurs, soit en 

interagissant de façon négative avec l'une ou l'autre des deux protéines ou 

finalement en interagissant avec un cofacteur qu'utilise ces deux protéines. Par 

conséquent, il devient important de clarifier les interactions protéine-protéines 

entre FTF et LF. 

1.6 Le récepteur nucléaire orphelin FTF 

Le facteur de transcription FTF (Fetoprotein - - Transcription - Factor) a été 

identifié et démontré impliqué dans la régulation de I'AFP par le laboratoire 

d'accueil. FTF fait partie de ta grande famille des récepteurs nucléaires orphelins. 

1.6.1 Les récepteurs nucléaires 

L'implication des récepteurs nucléaires dans les processus de 

morphogenèse, de prolifération et de différenciation est clairement démontrée. 



Leur fonction réceptrice leur permet de répondre rapidement à divers stimuli et 

ainsi d'enclencher ces différents processus. Les récepteurs nucléaires sont divisés 

en trois catégories. La première contient les récepteurs dont les ligands sont des 

stéroïdes (ER, GR, PR). La seconde contient les récepteurs des hormones 

thyroïdiennes (TR), de l'acide rétinoïque (RAR) et de la vitamine D (VDR). La 

troisième contient les récepteurs nucléaires dit orphelins, car leurs ligands ne sont 

pas encore identifiés (SF1, Nurrl, FTF, NGFI, etc.). Toutefois, certains de ces 

récepteurs orphelins ont vu leur ligand être identifié récemment (HNF4(149) et 

FXR(150-152)). 

La structure typique d'un récepteur nucléaire se divise en 3 domaines 

majeurs possédant des fonctions distinctes. Tout d'abord, il y le domaine N- 

terminal contenant la fonction activatrice 1 (AF-I) qui est indépendante de la 

liaison du ligand. Ensuite, il y a le domaine de liaison de l'ADN (DBD), qui est 

constitué de structures appelées doigts de zinc. Finalement, le troisième domaine 

est celui de la liaison du ligand (LBD) situé en C-terminal et qui possède, avec sa 

capacité de lier un ligand, une fonction activatrice (AF-2) dont l'activité est 

dépendante de la liaison du ligand (figure 1.6). 

Le domaine N-terminal est celui le moins bien conservé de la famille des 

récepteurs nucléaires. II possède une fonction d'activation menée par une région 

acidique appelée AF-1 dont le rôle est de former des interactions positives soit 

avec la machinerie transcriptionnelle directement (1 53) ou avec des cofacteurs qui 

eux contactent cette machinerie (1 54-1 58). La séquence AF-1 est constitutivement 

active et ne nécessite pas la liaison du ligand au récepteur (159). Cependant, 

comme la plupart des récepteurs ont besoin du ligand pour se lier à leur séquence 

d'ADN, leur AF-1 ne peut exercer sa fonction qu'en présence du ligand. Tout 

récemment, pour certains récepteurs nucléaires, il a été démontré que la 

phosphorylation de I'AF-1 était essentielle à son bon fonctionnement (1 60, 161 ). 



FTF 

Figure 1.6. Structure générale des récepteurs nudeaires (RNG) et de RF, Le domaine d'activation 1 

(AF1) est responsable d'une activation de la transcription indépendante du ligand. Le domaine de liaison 

de l'ADN (DBD) posède deux structures appelées doigt de zinc, ces structures sont responsables de la 

liaison de l'ADN et de la dim8risation avec d'autres récepteurs nudéaires. Le domaine de liaison du 

Iigand (LBD) est responsable de l'attachement du Iigand et possède un domaine d'activation 2 (AF2) 

responsable d'une activation de la transcription dépendante de la liaison du Iigand. Le récepteur 

nucléaire FTF ne possède pas le domaine AFI, ses deux autres domaines sont cependant standards. 

Les sites de phosphorylation indiqués ici ont été obtenus à l'aide du logiciel Prosearch et représentent 

des sites potentiels de phosphorylation pour différentes ianases (CM1 =caséine kinase II, PKC = Protein 

Kinase C). Un domaine quasi-consensus pour un "u'ppef de leucine (E) est également présent dans 

FTF. (Figure adaptée de Umesono K. et Al., Cell, 7:lI39-1146,1989) 

Certaines expériences de mutation de I'AF-1 ont démontré que celui-ci diminuait 

les liaisons non-spécifiques (1 62, 163) et qu'il était responsable d'un certain niveau 

d'induction (162). Cependant, la fonction activatrice 1 n'est pas essentielle car la 

présence rapprochée d'un activateur peut compenser pour ce manque (162). De 

plus, quelques récepteurs nucléaires (FTF (1 30). SF1 (1 64)) ne possèdent pas ce 

domaine et sont de bons activateurs- 



Le domaine de liaison de I'ADN (DBD) est le domaine le plus conserve dans 

la famille des récepteurs nucléaires. C'est une région riche en acides aminés 

basiques, constituée de structures appelées doigts de zinc (figure 1.6). Les doigts 

de zinc sont un regroupement tridimensionnel d'acides aminés (4 cystéines pour 

les récepteurs nucléaires, 2 histidines et 2 cystéines pour d'autres facteurs (1 65)) 

ayant la capacité de lier un atome de zinc dans une configuration tétraédrique 

(figure 1.6) (166). Le DBD des récepteurs nucléaires est composé de deux doigts 

de zinc organisés en tandem (167). La structure en hélice a (1 68) et le contenu en 

acides aminés basiques de ces doigts permettent à ces derniers de contacter le 

sillon majeur de I'ADN (1 69). Le DBD reconnaît une séquence de liaison appelée 

site de réponse aux hormones (HRE) qui varie d'un récepteur à l'autre (1 70, 171). 

Ces HREs sont en général composés d'une paire palindrornique de séquences 

hexamériques avec un espace variable entre les hexamères (1 70, 172). 

La fonction de ce domaine est évidemment de lier I'ADN (173)' mais il est 

également impliqué dans I'hornodimérisation ou I'hétérodimérisation avec d'autres 

récepteurs (148, 174, 175). En fait, le premier doigt de zinc du DBD est 

responsable de la reconnaissance spécifique et de la liaison avec I'ADN (176) 

alors que le second est impliqué majoritairement dans les interactions protéine- 

protéines (1 76). Toutefois, la présence des deux doigts de zinc est essentielle pour 

maintenir une bonne liaison à I'ADN (173, 176). Trois boîtes, auxquelles sont 

associées différentes fonctions, ont été identifiées dans le DBD. Tout d'abord il y a 

la boîte Pt située à la fin du premier doigt de zinc, qui est responsable de la 

reconnaissance de la séquence d'ADN (d'un hexamère) sur laquelle le récepteur 

va se lier (148, 177). 11 y a ensuite la boîte D, située au début du second doigt de 

zinc, qui est impliquée dans la dimérisation spécifique avec un autre récepteur 

nucléaire. Cette dimérisation serait responsable de la détermination de l'espace 

nécessaire entre la répétition des hexamères du site de liaison (148). Après le 

second doigt de zinc, se retrouve la boîte T, qui serait impliquée dans 

l'arrangement tête-à-queue des deux monomères liés à une séquence répétée 

inversée et cela en interagissant avec la face opposée de la seconde molécule du 



dimère (178, 179). Finalement, une quatrième boîte, la boîte A, est présente chez 

les récepteurs se liant à I'ADN sous forme de monomère (FTZ-FI, NGFI-B, ROR, 

SF1, etc.). Elle est située immédiatement après la boîte T et est impliquée dans la 

reconnaissance d'un triplet de nucléotides situés avant l'unique hexamère 

caractéristique de ce type de récepteur (la boîte A de NGFI-B reconnaît TAA de la 

séquence TAAAGGTCA et celle de SFI reconnaît le premier TCA de la séquence 

TCAAGGTCA) (178-180). Cette boîte serait impliquée dans la liaison du sillon 

mineur de I'ADN (1 79). 

Le domaine de liaison du Iigand ou de t'hormone (LBD ou HBD), qui est 

moyennement conservé entre les divers récepteurs, se divise en deux portions, 

soit une région hydrophobe responsable de la liaison du ligand (181) (formant une 

poche hydrophobe pouvant recevoir le ligand (182)) et une région acidique 

possédant une action activatrice dépendante de la liaison de l'hormone (AF-2) 

(1 83-1 85). Ce domaine serait également impliqué dans la climérisation (1 86). La 

liaison du LBD par le ligand occasionne un changement conformationnel chez le 

récepteur (187, 188) entraînant son activation via divers processus dont sa 

libération de HSP9O (189-192), sa translocation au noyau et sa phosphorylation 

(1 93). Ainsi activés, les récepteurs nucléaires sont capables de Lier leur séquence 

de reconnaissance et d'activer la transcription. L'AF-2, qui est dépendant de la 

liaison du Iigand, est impliqué dans cette activation via des interactions protéine- 

protéines avec divers coactivateurs (1 94-1 97) ou directement avec la machinerie 

transcriptionnelle ( A  98). 

Les récepteurs nucléaires sont ainsi des senseurs biologiques dont 

l'activation est impliquée dans plusieurs processus métaboliques. La présence 

d'un récepteur activé ne signifie pas nécessairement qu'il activera la transcription 

de gènes. Certains récepteurs sont capables d'induire des gènes et d'en réprimer 

d'autres c'est le cas entre autres de GR qui active I'expression de gènes tels que 

la tyrosine amino transférase (199) et qui réprime l'expression de l'insuline en se 

liant à I'ADN sur une séquence appelée nGRE (200). GR peut également réprimer 



l'expression de gènes par un contact protéine-protéine avec d'autres facteurs de 

transcription tels que API (Zog), NFKB (202, 203) ou le complexe FTFILF (dans le 

promoteur de l'AFP) (7, 112, 130). Tout comme GR, le récepteur Coup-TFl peut 

activer ou réprimer l'activité de certains gènes (204-206). Les récepteurs 

nucléaires SHP (207) et Dax-? (208) ne possèdent pas de DBD. Leur fonction est 

donc de se lier à d'autres récepteurs nucléaires afin de bloquer leur action. L'action 

des récepteurs nucléaires peut donc varier selon le contexte et selon les 

interactions protéine-protéines auxquels ils sont soumis. Ainsi, la connaissance de 

ces interactions est importante pour bien comprendre la régulation de l'expression 

des gènes. 

1.6.2 La Famille FTZ-FI 

FTF est un récepteur nucléaire orphelin appartenant à la famille du récepteur 

nucléaire de drosophile FTZ-FI. Le premier membre de cette famille à avoir été 

identifié est FTZ-FI (209). un récepteur nucléaire présent dans l'embryon de 

drosophila melanogaster et qui serait impliqué dans sa métamorphose (209). FTZ- 

F I  a été identifié comme étant un inducteur de I'homéoprotéine FTZ (210, 21 1), un 

gene « pair-ruled » exprimé dans les segments de drosophiles et important dans la 

délimitation des parasegments (212). FTZ-FI possède deux formes, soit FTZ-Fl a 

et FTZ-FiP, qui ne possèdent pas le même patron d'expression, la forme cc étant 

présente dans la phase précoce de l'embryogenèse et la forme f3 apparaissant 

dans la phase plus tardive et durant /a métamorphose (209). 11 existe un autre 

gene appelé également FTZ-FIP ou DHR39 qui possède une bonne homologie 

avec FTZ-FI (213) et qui compétitionne ce dernier pour la même séquence de 

liaison (214). FTZ-Fi a aussi été cloné chez le ver à soie Bombyx mon' (215, 276); 

deux homologues ont également été identifiés chez les mammifères, SFI (1 64) et 

FTF (130) et un chez la truite, tFZRl (217). D'autres cibles pour FTZ-FI ont 

également été identifiées telles que le gène de l'alcool deshydrogénase de 

drosophile (218) et le gène EDG84A (219). 



Les membres de cette famille de gènes reconnaissent la séquence de liaison 

consensus YCAAGGYCR (220) qu'ils lient normalement sous forme de monomère 

(221). Ces récepteurs nucléaires sont tous exprÏmés au cours de l'embryogenèse. 

Ils ont donc probablement tous une implication dans la régulation du 

développement. L'absence de SF1 lors du développement Qe la souris entraîne 

des problèmes au niveau de la différenciation sexuelle et de la formation des tissus 

stéroTdogéniques primaires (222). 

1.6.3 FTF : Fetoprotein Transcription Factor 

Le récepteur nucléaire orphelin FTF ne fait pas exception aux membres de 

la famille m - F I .  II est exprimé très tôt dans le développement, sa présence est 

détectée dans les cellules ES en culture (130) et des analyses d'hybridation in situ 

permettent d'affirmer que FTF est exprimé au moins au huitième jour de la 

gestation dans l'embryon de souris (223). Son rôle développemental est encore 

inconnu, mais il est fort probablement un élément important dans le 

développement hépatique. L'étude préliminaire de souris contenant une mutation 

ciblée de FTF (produite par une recombinaison homologue) montre que ce dernier 

est essentiel au développement de la souris car aucun embryon mutant ne 

dépasse 7.5 jours de gestation (224). 

Au niveau de sa structure, FTF possède tous tes domaines typiques des 

récepteurs nucléaires sauf le domaine N-terminal (figure 1.6). Ainsi FTF, tout 

comme son homologue SF1 (1 64)' est privé du domaine d'activation 1 (AF-1) (1 30, 

225) (figure 1.6). L'absence d'AF-1 laisse supposer que FTF pourrait être un 

activateur incomplet qui a vu sa structure évoluée de façon à diverger des 

mécanismes d'activation standards et ainsi lui permettre d'activer la transcription 

de gènes uniquement avec son AF-2. II est également probable que ce manque 

d'AF-1 oblige FTF à effectuer des interactions protéine-protéines avec un autre 

facteur (tel que LF) pour mener une action activatrice complète (130). 



Le DBD de FTF possède les deux doigts de zinc caractéristiques des 

récepteurs nucléaires. Les boÎteç P, T et A sont homologues à 100% avec les 

membres de la famille RZ-F I  (130), lui conférant la capacité de lier la séquence 

consensus : YCAAGGYCR (130). Cependant. au niveau de sa boîte D, FTF 

diverge des membres de sa famille (130). Le LBD de FTF est également standard 

contenant un domaine hydrophobique responsable de la liaison d'un ligand et un 

domaine d'activation AF-2 (1 30). 

FTF possède une région riche en leucine, située immédiatement après le 

DBD, se rapprochant du consensus des protéines à « zipper D de leucine (L-X&I- 

Xs-UI-XsUI) (226, 227). De façon théorique, plusieurs sites potentiels de 

phosphorylation sont retrouvés sur FTF humain (figure 1.6). Dans la courte portion 

avant le DBD se situent des sites de phosphorylation pour la caséine kinase Il 

(228) et pour la protéine kinase C (229). Dans le DBD, deux sites pour la caséine 

kinase 11 (228). deux sites pour la protéine kinase C (229) et un site pour la kinase 

CAMP et cGMP dépendante (230) sont retrouvés. Finalement, dans la portion 

extra-DBD sont localisés cinq sites pour la caséine kinase 11 (228) et un site pour la 

protéine kinase C (229). Aucun de ces sites cependant ne se retrouvent dans I'AF- 

2. Deux sites potentiels de N-glycosylation (un avant le DBD et l'autre dans I'extra- 

DBD) (231. 232) et trois sites de N-myristoylation (tous dans l'extra-DBD) (233, 

234) sont également retrouvés sur FTF. 

Plusieurs orthologues de FTF sont identifiés : chez l'humain (225, 235, 236), 

chez le rat (1  30), chez la souris (LRH-1) (1 30,237), chez Xenopus Laevis (xFFl rA, 

xFFlrB) (238) et chez le zebrafish (zFF1A. zFF1 B) (239). De plus, d'autres cibles 

ont été identifiées telles que le promoteur de HNF3P (223), de HNFl (224). de 

CYP7A (235)' de SHP (240) de même que le K core promoter D du virus de 

l'hépatite B dont la caractérisation est présentée dans cette thèse (chapitre 4). 



1.7 Le virus de I'hépatite B 

1.7.1 L'hépatite virale 

L'hépatite est une dénomination pour toute inflammation du foie. Les lésions 

typiques lors d'une hépatite consistent en une infiltration du foie par des cellules 

monocellulaires (majoritairement des petits lymphocytes, mais également des 

cellules plasmiques et des éosinophiles), en la présence de nécrose hépatique, 

d'hyperplasie des cellules de Kupffer et de cholestase à des degrés variables. Les 

principaux dommages au foie consistent en une dégénération des cellules 

hépatiques, en un gonflement des hépatocytes et en l'apparition de nécrose (241). 

La présence de régénération hépatique est également détectée durant I'hépatite. Il 

existe deux formes d'hépatite, soit la forme aiguë ou la forme chronique. La forme 

aiguë peut être d'origine virale ou toxique. La forme chronique peut également être 

d'origine virale, mais aussi d'origine auto-immune ou héréditaire (maladie de 

Wilson). Les cas d'hépatite virale peuvent être causés par 6 virus différents 

(tableau 1 A). II y a les virus de I'hépatite A (HAV), 6 (HBV), C (HCV), D (HDV), E 

(HEV) et G (HGV). Tous ces virus peuvent causer la forme aiguë alors que seuls 

HBV, HCV, HDV et HGV peuvent occasionner la forme chronique. 

1.7.2 L'historique du virus de I'hépatite B 

Dans les années 1950-60 les médecins classifiaient I'hépatite en deux 

catégories soient de type A et de type B. Le type A (HAV) était considéré comme 

transmis de façon prédominante par la route fécale-orale, alors que le type B 

(HBV) était transmis par le sérum et le sang (242). 

En 1963, Baruch Samuel Blumberg découvre un antigène rare dans la 

population de l'Ouest mais présent dans le sérum d'aborigènes australiens, chez 

des Vietnamiens, des Micronésiens et des Taiwanais (243). Tout d'abord, il 

associe cet antigène, qu'il appelle antigène australien (au), à la leucémie. Puis, 

certains résultats l'amènent plutôt à associer la présence de cet antigène à des 

cas d'hépatites de type B. II distribue alors son test de dépistage de a au )> à 

plusieurs collaborateurs qui confinent tous cette hypothèse. En 1976. Blumberg a 
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reçu le prix Nobel pour cette découverte et tout ce qui s'en était découlé (incluant 

la création d'un vaccin par lui-même en 1971 ). 

Tableau 1.1 Caractéristiques des différents virus pouvant causer une hépatite 

Famille 7-- 
HAV 

Picornaviridae 

(Heparnaviridae) 

HBV HepaDNAviridae 

HCV 

HEV Aiphaviridae -r 
Flaviviridae 

HDV 

HGV Flaviviridae l 

De type Viroïde 

Particule 

NID 

Génome 

--. .a 
9400 nts 1 Sexu 
Linéaire 

ARN + sb 

7500 nts 

Linéaire 

ADN sb/db 

3,2 Kb 

Circulaire 

. .. .. 1 Sanguine 
1700 nts 1 520% 

Transmission 

Sexuelle 
Circulaire 1 

Fulminante 

Fécale - Orale 

Sanguine 

Périnatale 

Sexuelle 

I I 

ARN +sb 1 

0,1% 

0,l-1% 

7600 nts 1 Fécale - Orale 1 1-2% 

Linéaire 1 I 
ARN + sb I  ano oui ne I 

Chronicité 

Non 

a- - -  - -  
9400 nts 1 & A i e ?  
Linéaire 

Oui 

8-1 0% 

0.1% 

Oui 

(50%) 

Oui 

Non 

Oui 

Description des caractéristiques des différents virus pouvant causer une hépatite virale. Sont 

présentés : leur famille, la taille de la particule, le type et la grandeur du génome, le mode de 

transmission, le pourcentage de fuiminance et leur capacité ou non de causer une maladie 

chronique. (nm = nanomètre, N/D = Non disponible sb = simple brin, db = double brin, nts = 

nucléotides, ? = reste à démontrer). 

En 1973, par microscopie électronique, D.S. Dane voit pour la première fois, 

dans le sérum de patients possédant l'antigène K au D, le virus de l'hépatite B 

complet (HBV) (244). A ce moment, l'antigène a au » a été associé à l'antigène de 



surface formant l'enveloppe de HBV et a été nommé alors HBsAg. Ensuite, 

plusieurs découvertes ont suivi, Kaplan et al. (245) ont découvert la polymérase 

virale alors que Robinson et al. (246, 247) ont analysé son génome. Le tout se 

poursuivit pour arriver à la caractérisation des divers gènes du virus et à la 

compréhension de son cycle de vie (sections 1.7.5). 

1.7.3 L'épidémiologie de HBV 

Selon l'organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'hépatite B est une 

maladie représentant un problème mondial, avec plus de 75% de la population 

demeurant dans des zones où l'incidence de la maladie est considérée élevée 

(248, 249). Plus de 350 millions de personnes sont des porteurs chroniques du 

virus de I'hépatite B et plus de 2 milliards possèdent un historique de l'infection. 

L'OMS estime à environ 1 million le nombre de décès par année causés 

directement par HBV ou découlant de complications qui lui sont reliées (248. 249). 

Aux États-unis le nombre de porteurs chroniques est d'environ 1 million, et 

plus de 300 000 nouveaux cas sont déclares par année, le tout occasionnant 

environ 5 000 décès annuellement. Selon Statistiques Canada, le nombre de 

porteurs chroniques au Canada est estimé à 100 000 et le nombre de nouveaux 

cas par année a environ 3 000. 

1.7.4 La maladie, le traitement et la prévention de I'hépatite B 

Le virus de I'hépatite 8 se propage par le sang et les autres fluides 

corporels. La transmission peut être verticale, c'est-à-dire que la mère enceinte 

peut le transmettre à son enfant in utero ou à la naissance (241). La transmission 

peut également être horizontale ce qui implique tout contact avec le sang de 

personnes infectées ou toutes relations sexuelles non protégées avec des 

personnes infectées. Les personnes à risque sont évidemment celles résidant 

avec des gens infectés, mais également les travailleurs du domaine de la santé, 

les personnes transfusées, les homosexuels, les utilisateurs de drogues 

intraveineuses, etc. (241 ). 



L'infection par HBV peut être totalement asymptomatique. Toutefois, quand 

les symptômes apparaissent, ils sont typiques de l'hépatite virale, soit la présence 

de nausées, de vomissements, de fatigue extrême, de douleurs abdominales et le 

tout est suivi d'une jaunisse. La période d'incubation du virus avant l'apparition de 

ces symptômes peut varier de 2 à 5 mois. L'infection par HBV peut être aiguë et 

dans 1% des cas peut survenir une fulminante entraînant la mort du patient 

(tableau 1 . l )  (241). L'infection peut également devenir chronique. Chez 33% des 

adultes infectés se développera une jaunisse alors que seulement 5 à 10% 

deviendront des porteurs chroniques (241 ). Chez les enfants en bas de 7 ans c'est 

l'inverse, très rare sont ceux qui développeront une jaunisse, mais 25 à 30% 

d'entre eux deviendront des porteurs chroniques. Tandis que chez les enfants 

infectés avant l'âge d'un an, le pourcentage d'apparition de chronicité atteint les 

90% (241). Statistiquement. il a été démontré que l'infection chronique augmente 

de 100 fois la possibilité de développement de carcinomes hépatocellulaires (250). 

L'incidence de cirrhose est également plus elevée chez les porteurs chroniques. 

Pour la forme aiguë aucun traitement n'est disponible. Le médecin conseille 

du repos et de surveiller sa diète afin d'éviter de surtaxer le foie. II faut donc éviter 

I'alcool, les médicaments, les drogues, les aliments gras, etc. Pour la forme 

chronique, le seul traitement approuvé est celui à l'interféron a (IF), appelé 

commercialement Interféron Alpha-2B ou lntron A, et dont l'efficacité est faible (40- 

50%) (251-253). Des études statistiques démontrent tout de même que t'IF 

diminue et ralenti ['incidence de CHC (254, 255). 

Plusieurs autres produits sont également à l'étude. La plupart sont des 

analogues de nucléosides ou de nucléotides: Lamivudine (3TC1 un analogue de 

cytidine), Lobucavir (un analogue de guanosine), Famciclovir (un analogue de 

guanosine), Adevfovir (un analogue de l'adénosine), L-FMAU (un analogue de 

thymine), etc. (256, 257). Des résultats encourageants ont été obtenus avec la 

Lamivudine et le Famciclovir qui sont présentement en test clinique de phase III 



(258-260). Finalement, la combinaison de médicaments est une des voies les plus 

prometteuses. Présentement, des études ont démontré de bons résultats en 

combinant l'IF avec la Ribavarine, la Lamivudine ou le Famciciovir (253, 261). 

Avec le faible rendement des traitements disponibles, la prévention devient 

la meilleure arme contre le virus. Le vaccin contre HBV est disponible 

commercialement (deux marques sont disponibles au Canada : I'Engerix-B de 

SrnithKline Beecham et le Recombivax HB de Merck Sharp et Dohme) et plus de 

700 pays l'ont inclus dans leur politique de vaccination des enfants et des 

personnes à risque. Le vaccin contient uniquement la protéine S (HBsAg) purifiée 

à partir de la surexpression de HBsAg dans la levure Saccharomyces Cerevisiae 

(pour I'Engerix-6). Ce vaccin possède une pénétrante (mesurée par la formation 

d'anticorps anti-HBsAg conformes) de 95% chez les enfants et de 90% chez les 

adultes (241). L'efficacité de ce vaccin pour contrer le virus est clairement 

démontrée et ce vaccin est considéré comme le premier vaccin anti-tumoral 

puisque les résultats des campagnes de vaccination démontrent une diminution de 

l'incidence de CHC (262). 

1.7.5 La biologie moléculaire de HBV 

La structure du virus 

Le virus de l'hépatite B fait partie de la famille des HepaDNAviridae. Cette 

famille de virus contient quelques autres membres, tous des homologues à HBV, 

mais infectant d'autres espèces. II y a HBV qui infecte les humains et certaines 

espèces de singes. II y a DHBV (Duck Hepatitis B Virus) qui infecte les canards, 

GSHV (Ground Squirrel Hepatitis Virus) qui infecte les écureuils, HHBV (Heron 

Hepatits B Virus) qui infecte les hérons et pour terminer il y a WHV (Woodchuck 

Hepatitis Virus) qui infecte les marmottes. Tout récemment a été identifié un 

nouveau membre de cette famille infectant les orangs-outangs (263). Ces virus ont 

tous un génome d'ADN circulaire partiellement double brin. Ils utilisent la 

transcription inverse pour se répliquer et possèdent un tropisme principalement 

hépatique (264). 



HBV possède donc un génome a ADN circulaire partiellement double brin 

d'une longueur de 3,2Kb. II possède un brin d'ADN négatif complet et un brin 

d'ADN positif partiel variant en longueur. C'est un virus enveloppé formant une 

particule sphédque de 42nm appelée particule de Dane (cc Dane's particle »). La 

nucléocapside, sans I'enveloppe, forme une particule de 27nm- Deux autres 

formes de particules virales, la forme sphérique (22nm) et la forme filamenteuse, 

sont détectées dans le sang de patients infectés. Ces particules proviennent de 

l'assemblage de protéines de I'enveloppe en surplus, sans noyau et sans ADN. II 

existe différentes souches de HBV (adw, adr, ayw et ayr). Cette division est basée 

sur les différences présentes dans la séquence des protéines de surface, ce qui 

entraîne des variations d'immunogénicités (264). 

A) L'enveloppe 

L'enveloppe de HBV est sphérique et contient trois protéines toutes issues 

du même gène (figure 1.7). 11 y a la protéine S majeure (S-HBsAg ou S), qui est la 

plus petite, possédant 226 acides aminés et qui représente environ 60 à 80% des 

protéines de I'enveloppe. La seconde proteine est la protéine S moyenne (M- 

HBsAg ou M) qui elle possède 281 acides aminés et qui représente environ 10 à 

20% des protéines de I'enveloppe. La troisième protéine, c'est la protéine S large 

(L-HBsAg ou L) dont la taille varie entre 389 à 400 acides aminés dépendant de la 

souche du virus et qui représente également 10 à 20% des protéines de 

I'enveloppe. L'enveloppe contient environ 400 sous-unités protéiques au total. Ces 

protéines possèdent toutes deux variants de glymsylation faisant changer leur 

poids moléculaire. Ainsi. la protéine L possède des poids de 43KDa et de 46KDa, 

la protéine M possède des poids de 33KDa et de 36KDa et la protéine S possède 

des poids de 25KDa et de 28KDda (264). 

Les protéines de I'enveloppe possèdent plusieurs fonctions. Leur fonction 

primaire est structurale et consiste évidemment à former I'enveloppe virale. Ces 

protéines sont également impliquées dans quelques autres fonctions essentielles 



au virus. Les protéines S et L sont indispensables pour la fornation de I'enveloppe 

complète (265) et les trois protéines, L, M et S, sont essentielles pour la sécrétion 

do virus (265-267). La présence de la protéine L est obligatoire pour l'assemblage 

de I'enveloppe (268, 269) et ses acides aminés en N-terminal (3 à 77) sont 

essentiels pour I'infection d'hépatocytes primaires en culture (270). De plus, 

certaines hypothèses mentionnent que la protéine L serait impliquée dans la 

liaison de récepteurs à la surface des hépatocytes (271). La myristylation de la 

protéine L est importante pour I'infectivité du virus, mais n'est pas impliquée dans 

la formation des particules virales (272). Les protéines S et L interagissent avec la 

protéine de la nucléocapside (protéine C) et cette interaction est impliquée dans 

I'encapsidation du virus (273). II a été démontre que la protéine M, lorsqu'elle est 

tronquée à l'acide aminé 167 (MHBstl67), possède une fonction coactivatrice 

puisqu'elle est capable d'induire la transcription sans toutefois se lier à l'ADN. 

Cette forme tronquée est fréquemment produite suite à I'intégration du virus dans 

le génome cellulaire au cours de I'infection chronique. Cependant, il faut noter que 

l'intégration n'est pas préalablement nécessaire à l'établissement de l'infection 

chronique. MHBstl67 est capable d'augmenter l'induction d'un gène rapporteur 

contrôlé par NFKB (274). Elle influence également l'activité de l'amplificateur 1 de 

HBV via ses sites pour les facteurs SPI, API et NFKB. Par contre, elle n'a aucun 

effet sur les autres éléments régulateurs du virus (275). Finalement, I'ARN 

messager codant pour la protéine S, lorsque raccourci aux nucléotides 129 à 620, 

possède un effet répresseur sur l'expression des gènes de HBV et cette répression 

pourrait être impliquée dans le contrôle de la réplication du virus (276). 

B) La nucléocapside 

La nucléocapside est composée à partir d'environ 180 sous-unités 

provenant d'une seule protéine, soit la protéine du noyau (HBcAg ou C), 

assemblée dans une symétrie icosaèdrale (figure 1.7). Cette protéine possède une 

longueur de 185 acides aminés et un poids moléculaire de 21 KDa (264). 
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Figure 1.7. Schéma reprksentant les diffbrentes protéines du virus de l'hépatite B. 1) l'enveloppe 

est constituée des protéines de surface majeures (S), moyennes (M) et larges (L); 2) la 

nudéocapside de forme icosahèdrique est composée uniquement par la protéine C; 3) la 

polymérase virale demeure encapsidke suite à la réplication; 4) I'ADN génomique est circulaire et 

partiellement double brin. (Figure créée à partir des différentes références citées dans ce chapitre.) 



La protéine C est une protéine phosphorylée sur plusieurs résidus sérines 

(ser-157, -164 et -172) (277)- Elle possède une activité kinase 

d'autophosphorylation (278) et peut également être phosphorylée par la 

glycéraldhéhyde-3-phosphate déshydrogénase protéine kinase (GAPD-PK) (279) 

et une nouvelle kinase appelée CAK (Core Associated Kinase) (280). La 

phosphorylation de la protéine C est une étape essentielle au cycle de vie du virus 

car sans celle-ci la migration du génome viral au noyau est impossible. Ainsi, lors 

de l'infection, le virus, pour se rendre au noyau, utilise le signal de localisation 

nucléaire présent dans la protéine C et si cette dernière n'est pas phosphorylee le 

signal n'est pas disponible et le virus demeure dans le cytoplasme (281). La 

phosphorylation et la déphosphorylation de la protéine C sont également 

impliquées dans I'encapsidation du messager prégénomique et dans la réplication 

du génome. Ainsi, sans la phosporylation de la protéine C (sur les ser-164 et ser- 

172) I'encapsidation de I'ARN prégénomique est impossible, de même si la 

protéine C n'est pas déphosphorylée suite à I'encapsidation, la réplication du 

génome n'est pas supportée (277). 

Le rôle principal de la protéine C est évidemment de former la 

nucléocapside. La protéine C peut aussi contribuer au processus de réplication 

(277, 282)' elle est également impliquée dans l'incorporation de I'ARN dans la 

nucléocapside (277) et dans la reconnaissance des protéines de l'enveloppe (280). 

C) La protéine E 

La protéine E (HBeAg) a été, pendant un certain temps, une protéine 

mystérieuse, jusqu'au moment où elle a été identifiée comme étant la protéine C à 

laquelle est additionnée une portion N-terminale (pre-C). Cette portion ajoutée 

contient un peptide signal entraînant la sécrétion de la protéine E (ou preC/C) dans 

le serum. HBeAg sert de marqueur, tout comme les protéines de surface, pour 

évaluer de façon clinique le stade d'infection du patient. Elle est produite sous la 

forme d'un précurseur contenant 212 acides aminés et ayant un poids moléculaire 



de 24KDa. Puis, pendant sa maturation, le peptide signal est tronqué ainsi qu'une 

portion riche en arginine en C-terminale. le tout pour donner une protéine de 

18KDa (264). Depuis sa découverte en 1972 (283). la fonction de la protéine E 

demeure énigmatique. II a été démontré que cette protéine possède un rôle de 

régulation négative sur la réplication du virus (284, 285). De plus, elle aurait un rôte 

d'inducteur d'immunotolérance (286). 

D) La polymérase virale 

La polymérase constitue la plus grosse protéine du virus. Elle possède un 

poids moléculaire de 94KDa. II s'agit d'une polyrnérase à ADN indépendante de 

l'amorce (elle utilise autant des amorces d'ARN que d'ADN) (282). Elle possède 

donc une fonction transcriptase inverse lui permettant de produire I'ADN 

génomique viral à partir du messager pregénomique. Elle possède également une 

fonction RNAse H qui est responsable de la dégradation du messager 

prégénomique lorsque le brin négatif de I'ADN viral se fait synthétiser (264). En N- 

terminal de la polymérase se retrouve un polypeptide, appelé protéine terminale. 

qui s'attache à I'ARN prégénomique pour servir d'amorce à la polymérase et 

permettre ainsi à la polymérase de rester attachée de façon covalente avec le 

nouveau brin synthétisé (287)- La polyrnérase est essentielle à I'encapsidation du 

messager prégénomique dans la nucléocapside où se passe tout le processus de 

réplication (264). 

E) La protéine X et les carcinomes hépatocellulaires 

La protéine X (HBx) est ta plus petite protéine produite par le virus. II s'agit 

d'une protéine possédant 154 acides aminés et un poids moléculaire de 17KDa. 

Sa fonction principale est encore assez obscure, mais elle est essentielle à la 

réplication du virus (288). Elle est capable d'activer le sentier mitogénique de Ras 

(289-291) et de la protéine kinase C (PKC) (292). Elle est phosphorylée (293) et 

elle posséderait une activité serinehhréonine kinase (294). Elle possède également 

une fonction coactivatrice puisqu'elle est capable d'activer la transcription sans lier 

I'ADN (295, 296). Elle-est donc capable de transactiver l'amplificateur 1 de HBV 



(297), le « core promoter » (298) et elle protège ce dernier contre l'action 

répressive de p53 (299, 300). Elle est capable d'interagir avec des facteurs de la 

machinerie transcriptionnelle (301-303) et pourrait activer ou réprimer plusieurs 

gènes cellulaires (IGFI, IGFII, TNFa, c-myc, c-fos, MDRI, etc.) par des interactions 

protéine-protéines avec des facteurs de transcription (C/EB P, p53, API , NFKB, 

NFAT, CREBlATF2 , etc.) (292, 297, 304-320). 

Les personnes atteintes de façon chronique par HBV sont beaucoup plus 

susceptibles au développement de CHC. Parmi les mécanismes proposés pour 

expliquer cette augmentation, il y aurait la capacité de la polymérase virale de 

transcrire de façon inverse des messagers cellulaires (321). La propriété 

transactivatrice de la protéine de surface moyenne tronquée (MHBst167) pourrait 

également être impliquée dans l'apparition de CHC (274, 275). Toutefois, c'est la 

protéine X qui retient l'attention avec ses multiples interactions et ses effets 

activateurs ou répresseurs sur plusieurs gènes. II est a noter que l'intégration du 

virus dans le génome cellulaire n'est pas essentielle au virus et ne se produit pas 

toujours, de plus lorsqu'elle se produit elle se fait de façon totalement aléatoire, par 

conséquent elle n'est pas considérée comme un mécanisme potentiel pour 

l'induction de CHC (322). 

II faut noter que l'effet oncogénique de HBx n'est pas aigu car, entre 

l'infection et I'apparition de CHC, il y a une langue période de latence (323). Des 

résultats controversés ont été obtenus avec la protéine HBx au niveau de son 

potentiel oncogénique. Alors que HBx est capable d'induire la transformation de 

certaines lignées cellulaires (324-327), dans d'autres lignées elle n'a aucun ou un 

léger effet (324. 328). Le même phénomène se produit également en transgénèse 

puisque certaines souris transgéniques surexprimant HBx voient se développer 

plusieurs tumeurs (329-331) alors que d'autres n'en développent aucune (332- 

335). Un point commun est cependant remarqué pour toutes les lignées 

transgéniques, elles sont toutes plus susceptibles aux hépatocarcinogènes (31 1, 

336, 337). Ainsi la protéine X est probablement impliquée dans la formation de 



CHC, mais I'amvée d'un second événement oncogénique est probablement 

nécessaire. 

Les fonctions de la protéine X les plus susceptibles d'être impliquées dans 

la formation de CHC sont : 1) sa capacité de bloquer l'action de p53 (338-340)' 11) 

sa capacité d'induire des gènes contrôlant la croissance cellulaire tels que ras 

(289-291), PKC (292). AP1 (292, 304, 305, 310, 317) , c-myc (341), EGFR 

(epidemiial growth factor receptor) (342) et les IGFI/II (insulin-like growth factor 1 et 

11) (343, 344), 111) son action négative sur la machinerie de réparation de I'ADN 

(318, 340, 345), IV) ses interactions avec la machinerie transcriptionnelle (303, 

346,347) et V) ses influences sur I'apoptose (348-351). 

a Le processus infectieux 

Tout d'abord, il y a l'entrée du virus dans les hépatocytes (figure 1 BA). Le 

tropisme de HBV est majoritairement hépatocytaire. Néanmoins, il est connu que 

le virus peut se répliquer légèrement dans le pancréas (352). La trace de certaines 

protéines du virus ou de I'ADN viral est également détectée dans d'autres types 

cellulaires tels que la peau, les reins, les spermatozoïdes et les épithéliums 

biliaires (352, 353). 11 est possible qu'il existe un récepteur spécifique à la surface 

des hépatocytes pour permettre la reconnaissance et l'incorporation spécifique de 

HBV. Cependant, aucun récepteur n'a encore été clairement identifié (354, 355). 

C'est d'ailleurs en raison de ce manque que l'hypothèse la plus répandue à l'heure 

actuelle mentionne que la spécificité hépatocytaire de HBV se ferait via sa 

régulation transcriptionnelle plutôt que par son intégration. Ainsi, le virus pourrait 

pénétrer dans plusieurs types cellulaires, mais se répliquer uniquement au foie via 

l'utilisation de facteurs hépatospecifiques. Les résultats en faveur de cette 

hypothèse sont: 1) la spécificité hépatique de la part des protéines virales 

surexprimées dans des souris transgéniques. Les gènes de ces protéines sont 

ainsi présents dans tout le génome, mais sont exprimés plus fortement dans le foie 
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Figure 1.8. Schéma représentant le cyde de vie du virus. A) la reconnaissance de la cellule dont le 

mécanisme, encore inconnu, n'est probablement pas spécifique B) l'entrée du virus dans la cellule 

(par endocytose); C) la migration de la particule virale au noyau cellulaire via l'intermédiaire des 

signaux de localisation nudéaire présents dans les protéines de la nudéocapside; D) la réparation du 

génome pour son éventuelle transcription; E) la transcription des divers messagers produits par le 

virus; F) I'encapsidation primaire du messager prégénomique et de la polymérase virale pour effectuer 

la r6plication du virus; G) l'enveloppement de la particule virale mature; H) la sécrétion du virus hors de 

la cellule via le sentier de séaétion standard de la cellule.(Figure c r6k  partir des différentes 

références citées dans ce chapitre.) 



que dans tous les autres tissus (356-358), 2) la présence de protéines ou d'ADN 

viral en moindre quantité dans d'autres tissus lors d'une infection (352, 353) et 3) 

la perte de spécificité aux lignées hépatiques d'un virus dans lequel le « core 

prornoter » a été remplacé par un promoteur étranger, celui de la métallothionéine 

Ila. Ce virus peut alors se répliquer dans une lignée cellulaire non hépatique (359). 

L'entrée du virus se fait par endocytose (figure 1.88) et, lors du transport à 

I'intérieur de la cellule, le virus perd ses protéines de surface exposant ainsi la 

nucléocapside et ses protéines C qui, elles, contiennent un signal de localisation 

nucléaire (360). L'exposition de ce signal a pour effet de diriger la vésicule de 

transport au noyau. Ainsi arrivé, le génome viral est libéré à I'intérieur du noyau 

(figure 1.8C) et est réparé pour prendre la forme d'un génome à ADN 

complètement double brin (figure 1.8D). C'est à cette étape que commence la 

transcription et la réplication du virus, ces deux processus reliés entre eux seront 

discutés plus en détail dans les sections suivantes. Mentionnons seulement qu'à 

ce moment tous les messagers du virus sont produits, que leurs protéines 

correspondantes sont synthétisées dans le cytoplasme et que le génome se 

réplique. Le tout se retrouve donc dans le cytoplasme (figure 1.8E) où il y a 

encapsidation (figure 1.8F) puis enveloppement du virus (figure 1.8G) qui est par la 

suite sécrété hors de la cellule (figure 1.8H). L'encapsidation se fait grâce au signal 

d'encapsidation présent dans la région preC du messager prégénomique. A ce 

moment, les protéines C entourent le messager prégénornique et l'enferment dans 

la capside pour qu'il puisse être transcrit inversement par la polymérase virale. 

L'enveloppement se fait par une association entre les protéines C et les protéines 

de surface qui se retrouvent au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE) (figure 1 -8F). Ainsi la nucléocapside se rapproche des 

protéines de surface, crée une invagination du RE et se fait entourer de protéines 

de surface pour se retrouver à I'intérieur du RE (figure 1.8G). Par la suite, cette 

particule virale, maintenant complète, emprunte le sentier cellulaire de sécrétion. 

Elle passe donc par l'appareil de Golgi et est sécrétée hors de la cellule (figure 

1.8H). 



Au niveau sérique, lors d'une infection aiguë, les premiéres protéines 

détectées, après 1 mois d'infection, sont les protéines de surface. Puis 2 semaines 

plus tard, apparaît la protéine C (HBc) contre laquelle des IgM apparaissent 

immédiatement (1 semaine après). Au cinquième mois d'infection apparaissent les 

IgG anti-HBc suivis. environ 1 semaine plus tard, des IgG-antiHBs. A ce moment, 

les HBc et HBsAg ne sont plus présents dans te sérum et l'infection est résorbée. 

Lors d'une infection chronique, la synthèse de HBsAg ne s'arrête pas et se 

maintient assez élevée. En fait, une infection est considérée chronique lorsque les 

protéines de surface sont détectés pendant plus de 6 mois. De plus, peu ou pas 

d'anti-HBs sont détectes. Dans les deux cas d'infection toutefois, l'apparition de 

HBeAg indique une grande infectivité de la part du virus (241 ). 

La replication 

La réplication de HBV est assez surprenante pour un virus à ADN (figure 

1.9). Elle nécessite la transcription du génome complet en ARN. Puis une 

transcription inverse similaire à celle des rétrovirus se produit via la polymérase 

virale pour synthétiser un génome d'ADN. Le messager contenant le génome 

complet est appelé messager prégénomique. II s'agit d'un messager de 3'5Kb 

contrôlé par le « core promoter ». En plus de servir de gabarit pour la réplication, 

ce messager code pour deux protéines soient la protéine C et la polymérase virale. 

Lorsque ce messager est produit (figure 1.9C). il est prêt à entrer en réplication, il 

se retrouve alors encapsidé par les protéines de la nucléocapside en compagnie 

de la polymérase virale pour former une nucléocapside immature (figure 1.8F). La 

polymérase commence alors à synthétiser, par transcription inverse, le brin d'ADN 

négatif en utilisant comme amorce la protéine terminale et comme gabarit le 

messager prégénomique (figure 1.9D et E). La présence, en N-terminal de la 

polymérase, de la protéine terminale (l'amorce) assure qu'il y aura une 

encapsidation simultanée de la polymérase et du messager prégénomique. Une 

séquence redondante (R) a été identifiée dans le messager prégénomique. Elle est 
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Figure 1.9. Représentation graphique de la réplication du génome du virus de l'hépatite B: A) entrée du 

génome au noyau; B) réparation du génome pour le rendre complètement double brin; C) transcription 

du messager prégénomique; D) lorsque le messager pr6génomique est encapsidé avec la polymérase 

virale, if y a initiation de la réplication; E) elongation du brin (-) par fa fonction de transcription inverse de la 

polymérase virale; F) Synthèse compléte du brin (-) et dégradation par la fonction RNAse H du messager 

prégénomique; G) déplacement de la portion de I'ARN prégénomique correspondant à la région DR1 

vers fa région DR2 dans le but de seWirdgam~fce; H) initiation de la synthèse du brin (+) par la polymérase 

virale à I'aide de cette amorce ÇL'ARN; 1) dès que la polymérase dépasse la portion DR1, iI y a 
circularisation du gknome; J) synthèse partielle du brin (+); K) la paiticule virale est mature, elfe est donc 

enveloppée et sécrétée hors de la cef lule.(Figure adaptée à partir de : McLachlan, A. Mdecular Biology 

ofthe Hepatitis B virus. CRC Press R n c a  Rafnn Anrr A b r  mm&-- 1 --a-- 4--- 



produite lors de la transcription de celui-ci; c'est-à-dire qu'au cours de la 

transcription du messager prégénomique, la polymérase cellulaire dépasse 

quelque peu son site d'initiation créant ainsi une redondance à chaque extrémité 

du messager. Par conséquent, dans les portions 5' et 3' du messager, sont 

retrouvées deux séquences identiques appelées DR1 (Direct Repeat 1). De même, 

une séquence DR2, complémentaire à la séquence DR1, est retrouvée en 3' du 

messager prégénomique. Au cours de la synthèse du brin négatif, la polymérase, 

grâce a son activité RNase H, dégrade le messager prégénomique générant de 

petits fragments d'ARN (figure 1.9E et F). Le fragment de l'extrémité 5' du 

messager prégénomique, qui possède le K cap D et qui contient une séquence 

DRA, se déplace par un mécanisme inconnu vers la séquence DR2 du brin négatif 

d'ADN (figure 1.9F et G). Ainsi déplacé, ce fragment sert d'amorce pour l'initiation 

de la synthèse du brin d'ADN positif (figure 1.9H). Au moment où la synthèse du 

brin positif atteint la seconde séquence DRI, une circularisation du génome se 

produit via le déplacement du brin nouvellement synthétisé vers la séquence DR1 

de l'autre extrémité (figure 1.91). Puis la synthèse partielle du second brin est 

effectuée (figure 1-94  pour former une nucléocapside mature contenant le génome 

d'ADN partiellement double brin et la polymérase virale, qui est toujours présente 

dans la nucléocapside (figure i.7). Ainsi, le virus est prêt à être enveloppé et 

sécrété hors de la cellule (figure 1.8H et 1.8K). 

a La transcription des gènes de HBV 

Au niveau de sa transcription le virus produit 5 types de messager (figure 

1.8) (264). il y a tout d'abord le messager prégénomique de 3,5Kb, contrôlé par le 

<< core promoter D, qui est responsable de la production de la protéine C et de la 

polymérase virale et qui est égaiement essentiel pour la réplication du génome 

viral. Par la suite, il y a le messager pre-CIC de 3,55Kb contrôlé par le promoteur 

pre-C qui est retrouvé dans la région du c core promoter ». Ce messager est 

responsable de la production de la protéine E (HBeAg) et probablement de 

polymérases virales (361). Un messager de 2,4Kb. responsable de la production 

de la protéine S large, est également retrouvé. L'expression de ce dernier est 



régulée par le promoteur SPI (S promoteur 1). Le quatrième messager est celui de 

2,1 kb contrôlé par le promoteur SPI1 (S promoteur 2) et qui est responsable de la 

production des protéines S moyennes et majeures. Finalement, un transcrit de 

0.65Kb est produit sous le contrôle du promoteur X (Xp), ce messager est 

responsable de la production de la protéine X. Deux amplificateurs, activant tous 

deux la plupart des promoteurs viraux, ont été identifies dans le génome du virus. II 

s'agit des amplificateurs I et II (ce dernier se retrouvant dans la région du core 

promoter »). Pour compléter le tout, un élément de régulation négative (NRE) a été 

localisé dans la région en aval du a core promoter )> (figure 1.1 0). 
1 
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Figure 1.10. Le "core promoter" de HBV contient deux sites de haute affinité pour le 

récepteur nucléaire FTF. Ce schéma expose la structure principale et les éléments 

régulateur du génome de HBV. La séquence représente le "core promoter" (Cp): les 

points marquent les nucléotides présents dans la séquence de liaison consensus de FTF. 

S, SI, S2, Spl, Spll représentent les gènes de l'enveloppe et leurs deux promoteurs; 

XKp,  X représentent le gène X et son promoteur; P correspond à la polymérase virale; 

ClpreC représent le gène de la nucléocapside et sa région ajoutée pour former l'antigène 

E; AMPI, AI1 sont les amplificateurs 1 et II; N correspond à une région de régulation 

négative (NRE); les flèches représentent les sites d'initiation de la transcription identifiée 

pour le "core promoter"(1745.1751,1818-1822) et pour le promoteur preC (1 785-1 793). 

A) Les promoteurs X, SPI et SPI1 

Le promoteur de la protéine X chevauche la fin de l'amplificateur I (figure 

1 .IO). 11 n'a pas de boîte TATA et possède trois sites majeurs d'initiation de la 

transcription situés à 1310, 1332 et 1340 (362). Les facteurs de transcription 

impliqués dans sa régulation sont encore peu connus. Un site de liaison pour une 

protéine non-identifiée a été caractérisé dans une région de 16pb du Xp (de 1102 

à 11 17) et cette protéine est appelée X-PBP (X-Promoter Binding Protein) (363- 



365). L'amplificateur I est essentiel pour l'activation du Xp (362, 366. 367). 

L'élément LSR, situé à la fin de l'amplificateur 1, fait partie du promoteur X et les 

facteurs de transcription HNF3. HNF4 et RXR seraient impliqués dans s a  

régulation (368). La protéine X peut s'autorég uler et cette autorégulation passe p a r  

les éléments E et EP de I'amplificateur 1 qui sont essentiels pour I'activatiorn 

maximale du Xp (365, 366, 369-371). 11 a été démontré que p53 bloque l'action d e  

la protéine X sur son promoteur (365). 

II existe également un second promoteur produisant une protéine X plus 

courte. II se situe dans la portion codante de la protéine X (372). Deux facteurs 

liant ce promoteur ont été identifiés. Tout d'abord une protéine de 33KDa (p33) q u i  

se lie plus en 5' et qui active ce promoteur et une protéine de 11OKDa (pl  10) q u i  

se lie plus en 3' et qui le réprime (373). De même, le facteur de transcription ATF-2 

est capable d'activer ce second promoteur alors qu'il réprime Xp via le site API d e  

I'amplificateur 1 (374). Ainsi, il semble que ces deux promoteurs soient régulés d e  

façon différentielle. 

Les promoteurs SPI et SPI1 se situent respectivement aux alentours des 

nucléotides 2780 et 31 52 dans le génome de HBV (figure 1 . I O )  (375). SPI contient 

une boîte TATA alors que SPII, qui possède un élément initiateur, n'en contient 

pas. Cependant, il a été démontré que TBP était capable de lier une séquence d e  

SPI1 similaire à la boîte TATA (TAAGAGA) (375-378). Plusieurs sites d'initiation d e  

la transcription sont retrouvés dans SPI et trois le sont dans SPII. Les trois sites d e  

SPI1 sont situés à 3196, 3216 et 5 (ou 3226, car le nucléotide 3221 est aussi le 

nucléotide 0). Celui à la position 5 produit un messager qui ne contient pas Le 

premier ATG de la protéine S moyenne (M). Par conséquent, deux messagers su r  

trois sont aptes à produire les protéines S et M et un sur trois ne produit que 1 a 

protéine S (379, 380). 

Quelques facteurs de transcription impliqués dans la régulation de ces deux 

promoteurs ont été identifiés. Pour SPI, il a été démontré que ce promoteur 



fonctionne uniquement dans des lignées d'hépatomes bien différenciés (381). Des 

sites de Iiaison pour les facteurs de transcription HNFI et HNF3 ont été identifiés 

(382-384). Pour le promoteur SPII, les facteurs NF-1, NF-Y, Spl et CBF (CCAAT 

Binding Factor) sont impliqués dans sa régulation (376, 379, 385). Toutefois, il est 

connu que ce promoteur possède une activité largement restreinte aux 

hépatocytes. ainsi l'identification d'un site de Iiaison pour un facteur enrichi au foie, 

soit HNF3, a été importante pour [a compréhension de sa régulation (385). La 

dexaméthasone (un analogue des hormones glucocorticoïdes) semble posséder 

un effet activateur de SPI1 via le site NF-1 (386). L'amplificateur I de même que la 

protéine X sont capables d'induire l'activité des deux promoteurs (375, 387). 

Finalement, la surexpression de la protéine S large (L) a pour effet d'induire le 

promoteur SPI1 et cette induction se ferait via I'intermédiaire de l'induction d'un 

stress causé par l'excès de protéine L sur le réticulum endoplasmique (388). Le 

virus aurait ainsi un mécanisme de contrôle permettant de produire plus de 

protéines moyennes et majeures lorsque la protéine L est en excès pour ainsi 

réguler la formation d'enveloppes virales complètes. 

6) L 'ampll'ficateur 1 

L'amplificateur 1 (figure 1.10) possède un effet activateur sur tous les 

promoteurs du virus (389). Cet amplificateur fonctionne aussi bien dans les lignées 

hépatiques que dans les lignées non hépatiques (390, 391). 11 est situé entre les 

nucléotides 966 à 1308 (figure 4.1) (392, 393). 11 peut être divisé en trois parties, 

tout d'abord en 5' une partie modulatrice dans laquelle sont retrouvés des sites de 

Iiaison pour CIEBP. Ensuite, au centre, il y a la partie appelée noyau de 

l'amplificateur qui contient des sites pour NF-1, HNF3a,Ply, PBF (un facteur non- 

identifié enrichi au foie), EF-CIRFX-IIMIBPI , AP-1, CREBIATF-2, eH-TF, HNF4, 

RXRaPPAR, COUP-TF1 et CIEBP (297, 374, 390, 393-402). Finalement, il y a la 

portion 3' dont I'activité dans l'amplificateur I est faible. Cette portion serait plutôt 

impliquée dans une fonction promotrice pour le gène de la protéine X et contient 

des sites pour CIEBP et NF-1 (390, 394). 



C/EBP fait partie de toutes les portions de I'amplificateur 1. Cependant, seul 

le site présent dans le noyau de I'amplificateur semble être un activateur car 

lorsque CIEBP est présent en faible concentration il induit I'amplificateur 1 alors 

qu'en forte concentration il le réprime par compétition avec des facteurs importants 

pour l'induction tels que EF-CIRFX-1 et NF1 (390, 393, 394). Par mutagenèse 

dirigée, il a été démontré que NF1 est essentiel à l'activité de I'amplificateur I 

(395). Le récepteur nucléaire HNF4 induit l'amplificateur I de façon dépendante de 

la présence de EF-C (397)' tandis que I'hétérodimère RXRcdPPAR, qui lie le 

même site, active I'amplificateur I de façon indépendante de EF-C (396-398). 

COUP-TFI, quant à lui, lie également ce site, mais réprime l'activité de 

l'amplificateur 1 (397, 398). La protéine p53 lie l'amplificateur 1, mais possède un 

effet répresseur sur celui-ci et cet effet est dépendant de la présence de EF-C 

(403). Le facteur de transcription HNF3P induit I'amplificateur I en collaboration 

avec PBF (399-402). 11 a été démontré également que la protéine X est capable 

d'activer I'amplificateur I via les sites CREB/ATF-2 (297). La dexaméthasone 

possède un effet activateur sur I'amplificateur I via un site GRE situé aux 

nucléotides 341 à 370 de HBV (404). Ainsi, ce GR€ n'est pas contenu dans 

I'amplificateur 1, mais possède une action activatrice sur celui-ci. De plus, ce site 

GRE seul ne possède pas d'activité amplificatnce intrinsèque (404, 405). 

Finalement, l'interféron a combiné à l'interleukine-1 ou au TNFa réprime l'action de 

I'amplificateur 1 (406) alors que l'interleukine-6 l'active (407). 

C) Le <c core promoter D ,  le promoteur pre-CJ IJamplificateur II et le NRE. 

Le K core promoter » est situé dans une région du virus où plusieurs 

éléments de régulation ont été localisés. Tout d'abord, deux promoteurs distincts 

contrôlant la transcription de deux messagers différents y sont retrouvés. soit le 

« core promoter » (figure 1 . I O )  qui régule l'expression du messager prégénomique 

(408) et le promoteur pre-C (figure 1 .IO) qui contrôle la transcription du messager 

minoritaire pre-C (409, 410) dont la fonction majeure est de produire l'antigène E 

(HBeAg). Ces deux promoteurs possèdent chacun leur boîte TATA et leur boîte 

C A M  (409, 410). La régulation du core promoter » du virus de l'hépatite B est 



essentielle au cycle de vie du virus. Plusieurs facteurs de transcription enrichis au 

foie ont été décrits comme étant impliqués dans sa régulation. II y a le récepteur 

nucléaire HNF4 (41 1, 412) qui y possède deux sites de liaison soit le site # l  (figure 

1.10) qui est restreint à HNF4 uniquement et le site #2 (figure 1-10) qui est plus 

permissif et qui permet la liaison de quelques autres récepteurs nucléaires tels que 

I'hetérodimère PPAR/RXR, COUPTFI, ARP? et TR2 (409-412). Deux sites de 

liaison pour HNF3 (413, 414). 2 sites pour ClEBP (415-417), 3 sites pour SPI 

(418) et deux sites de forte affinité pour FTF (qui sont démontrés importants au 

chapitre 4) y sont également retrouvés (figure 1.10). Le « core promoter » est 

également influencé par la protéine X du virus et cela via deux mécanismes 

distincts. Tout d'abord par un mécanisme de protection puisque HBx est capable, 

en se liant à p53, de bloquer l'action répressive de p53 sur le « core promoter N 

(300). Le second mode d'action de HBx consiste en une activation du « core 

prornoter » et cela en se liant par un contact protéine-protéine avec CfEBP. Ce 

complexe HBx et C/EBP devient alors un inducteur fort (298). Tout récemment, un 

facteur de transcription de type bZlP appelé E4BP4 a été démontré comme étant 

un répresseur du « core promoter » et de I'amplificateur II, le tout probablement 

par interférence de liaison avec d'autres facteurs, dont FTF et HNF4 (419). 

II a été démontré que le promoteur pre-C et le « core promoter » répondent 

de manières différentes aux facteurs de transcription présents. Alors que HNF4 

augmente la production du messager prégénomique, il réduit la production du 

messager pre-C (409,410). En ce qui concerne TR2, il réprime le promoteur pre-C 

et n'a aucun effet sur le c core promoter » (410). C'est le contraire pour 

PPARRXRa qui n'a pas d'effet sur le promoteur pre-C, mais qui induit le « core 

promoter » (410). Cependant COUP-TF1 possède une activité répressive sur les 

deux promoteurs (41 0). 

Dans cette région se situe également l'amplificateur II (nucléotides 1646 à 

1774; figure 1.10) (420, 421) qui possède la capacité d'induire tous les autres 

promoteurs du virus sauf le « core promoter » et le promoteur pre-C (389). 



Certains facteurs de transcription capables de lier cette région peuvent avoir des 

fonctions dans l'amplificateur II eüou dans le « core promoter ». C'est le cas de 

CIEBP (non combiné à HBx) qui semble impliqué uniquement dans I'amplificateur 

11 (416, 417) et pour HNF3 qui, lui, est impliqué dans les deux fonctions (413, 414). 

Finalement, en 3' de cette région se retrouve un élément de régulation 

négative (NRE) (nucléotides 1403 à 1626; figure 1.1 0) qui serait impliqué dans le 

contrôle du « core promoter » (422, 423) et de I'amplificateur 11 (424). Ce NRE est 

divisé en trois parties (a, p et y) et des facteurs encore non-identifiés ont été 

démontrés comme liant ces domaines (422-424). 

1.8 Aperçu du projet 

Il a été démontré, dans le laboratoire, que I'amplificateur intergénique, situé 

à environ 2'6 Kb en 5' du site d'initiation de la transcription de l'AFP, dont l'activité 

est stage-spécifique (ouvert uniquement dans le foie fœtal), est contrôlé entre 

autres par C/EBP (7, 11 1, 112). Cet amplificateur porte le nom d'amplificateur 

intergénique du fait qu'il est situé entre les gènes de l'albumine et de I'AFP et qu'il 

possède, en transfection, une activité inductrice sur ces deux gènes (65, 1 15, 116). 

Au moment de mon arrivée dans le laboratoire, l'étude du promoteur de I'AFP était 

en cours avec comme facteurs connus HNFI et NF1 de même que deux facteurs à 

identifier, soient FTF et LF. 

En plus de la connaissance de ces différents facteurs, Ie laboratoire croyait 

qu'il existait probablement en 3' du gène de I'AFP d'autres éléments régulateurs 

importants, responsables de l'ouverture initiale du locus. C'est pourquoi une 

marche sur le chromosome avait été entreprise pour découvrir à une dizaine de 

kilobase en aval de I'AFP un nouveau gène nommé alpha-albumine (21). Ce gène. 

tout comme I'AFP, code pour une protéine sérique membre de la famille de 

I'albumine, mais celle-ci est exprimée uniquement chez l'adulte avec un patron 

d'expression réciproque à celui de I'AFP. Dans les 10Kb d'ADN intergénique entre 



I'AFP et ALF aucun élément régulateur autre que le promoteur de ALF n'a été 

identifié (140), annihilant l'hypothèse voulant que d'autres éléments régulateurs 

soient présents en 3' immédiat du gène de I'AFP. Cette marche sur le 

chromosome ayant été exécutée chez le rat, il était important de vérifier si ALF 

était également présent à la même position chez d'autres espèces. Les chapitres 2 

et 3 de cette thèse présentent le clonage et l'identification de la localisation 

chromosomique de ALF humain et de souris ainsi qu'une brève caractérisation de 

ALF accompagnée d'une analyse de la régulation différentielle existant entre I'AFP 

et ALF- 

Dans la poursuite de I'étude de la régulation du gène de I'AFP, FTF, encore 

inconnu, a été identifié dans le laboratoire. FTF est un nouveau récepteur 

nucléaire orphelin membre de la famille FTZ-FI et exprimé principalement au foie 

et au pancréas (1 30). Cette identification ouvrait de nombreuses possibilités quant 

aü rôle possible de FTF soit comme inducteur précoce et sélectif du programme de 

différenciation hépatique ou soit comme régulateur plus général de gènes 

hépatiques (ou pancréatiques). Ma contribution dans I'étude de la caractérisation 

de FTF s'est tout d'abord orientée vers la recherche de cibles potentielles pour 

FTF dans des promoteurs de gènes hépatiques adultes afin de savoir si FTF était 

fonctionnel dans le foie adulte. L'inspection de séquences promotrices a alors 

suggéré que FTF pouvait être impliqué dans la régulation d'un promoteur critique 

dans le cycle de vie du virus de l'hépatite 6 (HBV), soit le « core promoter ». Le 

chapitre 4 de cette thèse présente des résultats. soumis pour une publication, en 

ce qui concerne le rôle de FTF dans le contrôle du « core promoter » de HBV. 

En parallèle, d'autres cibles pour FTF (HNF3, HNF4, HNFI) ont été 

identifiées dans le laboratoire. suggérant fortement que FTF joue un rôle 

prépondérant dans la cascade initiale d'événements moléculaires conduisant à la 

différenciation hépatique (224, 425). En plus, le laboratoire faisait la démonstration 

que FTF etlou son facteur associé LF (encore inconnu à ce moment) était la cible 

directe de la répression du locus AFP par le récepteur des hormones 



glucocorticoÏdes (1 40). Le laboratoire s'est alors intéressé aux interactions 

fonctionnelles et physiques entre FTF et d'autres facteurs clés dans le contrôle de 

la prolifération et de la différenciation hépatocellulaires, dont HNFI, HNF4, AP1 et 

GR. Au chapitre 5 de cette these est exposée la mise au point d'un protocole de 

rétention sur colonne (a pull down ») pour l'étude des interactions protéine- 

protéines avec FTF ainsi que la description des résultats obtenus de même qu'une 

étude préliminaire de l'action de coactivateurs sur FTF. 



Chapitre 2 

Identification du produit du gène de l'alpha-albumine de rat et 

clonage de I'ADNc de son orthologue humain 

Note : Ma contribution à cet article consiste au cribblage de l'ADN complémentaire 

de ALF humain à partir de la banque d'ADN complémentaire de foie humain. J'ai 

également effectué toute la séquence de cet ADNc. L'hybrydation de type Northern 

ainsi que I'imrnunodétection ont été réalisés par M. Denis Allard qui est celui qui a 

généré les anticorps anti-ALF de rat. J'ai également participer au montage de 

l'article. 



2.7 Résumé 

L'ARN messager de l'alpha-albumine de rat encode pour une protéine 

plasmatique de 80KDa (avec un taux sérique d'environ 20 pg/ml). L'ADNc de son 

orthologue humain montre une bonne homologie de séquence, cependant 

quelques divergences sont constatées dans la portion C-terminale de la protéine. 
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A rat r-albumin mRNA encodes an  80-kDa plasma protein (approx. 20 pg:ml in adult rat serumr. Its 2-kb human 
o n h o l o ~  dispiays extensive ligand-'ùindins core sequence hornology. but striking divergence in the C-terminal domain- 

We recently uncovered a new albumin-encoding locus 
I O  kb downstream from the z,-fetoprotein (AFP)-  
encoding gene on rat chromosome 14. and we identified 
a cognats mRNA transcrïpt in rat. mouse and human 
liver ( Bélanger et al.. 19941. The new iocus. r.4 Li3 for 
r-albumin, appeared phylogenetically closer to -4 FP than 
to albumin (.4 LB) and was predicted to encode a sscreted 
dycoprotein of >69 kDa. we have cloned a 40s-nt rat - 
x 4 L B  cDN.4 fra-ment (aa  S to 143. Fig. 1C) in p r o k a s -  
otic expression vector pMAL-c (New England Biohbs. 
BeverIy. blA. USA). Antisera againsr the r A L B  hybrid 
protein detected an  S 1 ;77-kDn doublet in Western blors 
of adutt rat serum ( Fig. LA). suggesting a heterogeneous 
secretion product more giycosylated than AFP. Semi- 
quantitative Western reactions indicated that r A L B  cir- 
culates at appros- 30 p,c;rnl in normal adult rat serum 
(Fig. 1A) (nu r.4LB was detected in fetal rat serurn o r  rat 
arnniotic fluid, consistent with deveIopmenta1 expression 
of the x4LB mRN.4: Bélanger et al., 19941. 

Corrrspon~irnce ro- Dr. L. EIanger. Research Centre. L'Hôtel-Dieu de 
Québec. Quibec Ci LU X6. C a n r i d ~  Tel. 1 1 - I I  9 ) 691-528 1: Fax I 14 I Y  ) 
69 1-1479: ct-mÿik 202W 1 S@saphir.uliwül.czt 
*On rquest. the authors will supplv detailed experimentril tvidrnce for 
the concIusions rtxched in this B r i d  Note. 

Abbreviaiions: ria m i n o  acid(sl; AFP. 2,-fctoprotcin: AFP, gcne 
encoding AFP: ALB. albumin: -4LB. gene encoding ALB: bp. base 
pair(s1; Humut. human chromosornc 4 microsritcllitc D N A  marker STS 
UT5131: kb, kitobax(s) or 1 0 0  bp: nt. nucleotide~s~: STS. sequznct- 
raggcd site(s). 

-4 database srarch for rat 1.4f.B scquence homologies 
retrieved a D Y A  marker (HumutSI37) of .-ILB .4FP 
human chromosome 4 (Gerken et al., 19931. .4 133-nt 
stretch of the *?-nt Humut marker matched the 1 3 h t  
third eson of the rat r.4LB gene (Bi-ianser et al.. 1993) 
with SI % nt identity and S9?& aa similarity, strongly 
suggesting that the Humut sequence feu into the human 
z 4 L B  gene ortholog. When used to probe Northern blcits 
of human liver mRhrA. the 133-nt Humut fragment a b  
detected a single 2-kb band. at the same position with 
rat x.4 LB cDN.4 probes. The Humut probe \vas used ro 
screen a human Iiver cDNA libraq-. oligo(dT)-primed in 
thc Uni-i.Z.ZP XR vcctor (Stratagene. La Jolla. CA. USA. 
Critalog No. 937324). lnsens were charactsnzed [rom 53 
positive clones: 48 inserts ranged from 1.95 to 1.05 kb. 
the O thers were shorter. Ten inserts were sequenccd (as 
More:  Bélanger et al., 1994) to a total cDNA length of 
approx. I kb and showed 76% nt  identity \rith rat r.-iLB 
cDNA and 100% identity with chr Humut probe. Fivc 
inserts were sequenced from their 5' end throu_ghcut 
doubIe-loop domain 1 Iaa 1 to 207. Fig. I C; Peters. 1985 1: 

al1 five inserts starred within 13 nt upstream from the 
start codon and they werc 100Y0 identical. Four inserts 
were sequenced from their 3' end. al1 starting from 
an appros. 1s-A stretch through coding domain 3. also 
with 100% nt identity. The human cDNA inserts gave 
the same 2-kb sisna1 ivith adult human liver mRNA 
in Northern blots and no signal with fetal-type HepG2 
hepatoma cells ( Fis. I B). 



Fig. 1. Xnal>sis of rALB. ( A )  L'éstern bIot of bactrrially exptisscd rat 
XXLB fusion protein t 60 kDa) and normal duit Spra_ruc-Dawlq rrit 
serurn i 0.1 ",O sodium Jodccyl sulfate-10% polyacr) lamide gels. rabbit 
anti-rat rALB antixrum and the .-\mrrsham çnhanccd chtlmilumrnrs- 
cence systcrni. No  reaction HU obscrvcd with preimmunr rALR x r u m  
o r  anri-rat AFP serum lnor between anti-rai ? A t 5  and aduli mouse 
o r  human srrurn); anti-rat AFP gavr a 73 70-kDa doublct in fetd rat 
ssrum and anti-nt  A L B  grive a 66-kDa band in iidult rat serum. ( B )  
Sorthrrn blot r 1.2" agarose gels) of total R S Â  ( 20 pp, from normal 
adulr hiirnrin I Hl. rat ( RI and  mousr I 5f I Iivcrs. and from hi-@-AFP- 
proriucrng human HcpG1 heparobIastama cclls (GZI. The samc filter 
\vas hybndizcd with a rat L ~ L B  c D S X  probe ctopi. or  with a fuit- 
lenprh human x.-lLB Ç D S X  probe I bottom). tC) Alignmrnt of rat IALB 
i RI and rk putative human onholog tH)t Bclringcr et a!.. 1994: Gcrken 
et (il.. 1393. Lichenstàn cc al-. 1994; CienBank acct~sion No. L35486). 
Astrriski mark the position of hydrophobic ra iducs  ln thc two ligand- 
binding wnt i e s  of aibumin ( H c  et al.. 19921. Cys bridges 5 and 16 a r t  
indicated and potrntinl A m  g1~'coiylrition srtes are boxrd. 

Sequence and Northern analyses provide compelline 
evidsnce that Humut-derived cDNA is thc human 
ortholog of rat 2.4LB. Recently, a sequence u-as presented 
of rt human albumin-related cDNA. 2.3-kb long and 
detecting a 2.3-kb transcnpt in human liver mRNA 
(Lichcnstein et al.. 1994): that sequence matches our 
human r.4i.B cDNh with 100?/o nt identity (including 
the 173-nt 3'-noncoding sebment J, escept for an extra 
300-nt leader sebernent ( Lichenstein et al.. 1994). Technical 
grounds must be examined for these mRNA size discrep- 
ancies as it seems most unlikeiy that two human loci 
~vou ld  encodc the same gene producl; also. rat rALB is 
a single-copy gene. ffanked by a typical liver promoter 

with a TATA box 68 bp upstream from the open readîng 
frame and matching a tigh t DNrtse 1-hypersensitive 
domain in x.4 LB-active chromatin ( Bélanger et al,, 1994): 
and furthermore serum IeveIs of human (Lichenstein 
et al.. 1994) and rat (Fie-  1X) gene products are in the 
sarne range, 

The predicti-d structure of the rat and human proteins 
( Fie. LC) indicates stringent conservation of ligand- 
binding dornains 2A:f I3 and 3A.'3B ( He et al-, 1992) ( 74% 
aa identity with the same arrangements of hydrophobic 
pockets. Cys bridges and i\--glycosylation sites) but strik- 
in_e differcnces outsidc these domains: trvo Cys bridges ( 5  
and 16) are missincg in rat rA L B. there arc fewer Y-giycan 
sites in fhc human protein. dornain 3C drops to  34% aa 
identity with a 9-aa truncation at the human C terminus. 
and potentialty reactive Trp. fres thiol and His residues 
are not consemeci. [ t  has been rtqued that rALB might 
be a phylogenetic progenitor of AFP t BSIanger et al.. 
1994). Diltergences between r A L B  orthologs may suggest 
vest~gial o r  involutin loci. but consen-ed specificities of 
rALB ligand-binding dornains couid reflect differenrial 
selective pressure and highly specidized functions for this 
low-levei plasma componenr. It is perhaps sigificanr that 
r A L B  is devoid of 3'-&clin sites in ligand-binding 
pocket one (wherc AFP is gl~cosylated). ivhereas AFP is 
ung1ycos';latcd in pocket two (where xXLB presurnably 
is). 

This work was supporccd by the Medical Research 
Council of Canada. 
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Chapitre 3 

Analyse de la structure, de la fonction et de la régulation de 

l'alpha-al bumine 

Note : Ma contribution à ce travail est d'avoir produit des ancticorps anti-ALF 

humains, d'avoir fait exprimer ALF humaine de façon procaryote et eukaryote, 

d'avoir fait le cribblage et la séquence de I'ADNc de ALF de souris et d'avoir fait 

toutes les analyses théoriques sur la séquence protéique de ALF. L'identification 

du point isoelectrique de ALF et l'analyse de diverses pathologies ont été 

réalisées par Mme. Diane Hamel avec mon aide. L'analyse des conditions 

affectant I'expression de l'AFP ont été fait par M. Alain Lamontagne. Le FISH a 

été réalisé par le Dr. Achilles Dugaiczyk et le gel à champ pulsé a été fait par 

Mme. Sylvie Roy avec ma collaboration pour l'hybridation. 



Chapitre 3 

Analyse de la structure, de la fonction et de la régulation de 

I'alphaal bumine 

3- 1 Introduction 

La famille de I'albumine comporte quatre membres : I'albumine (ALB), 

l'alpha-foetoprotéine (AFP), la protéine de liaison de la vitamine D (VDBP) et le 

tout dernier membre identifié, l'alpha-albumine (ALF). La caractéristique majeure 

de cette famille de protéines sériques se situe au niveau de leur structure et 

consiste en la conservation d'un patron de cysteines responsables via la 

production de 17 ponts disulfures, de la formation de la structure quaternaire. La 

fonction majeure des protéines de cette famille est de lier différents ligands, de 

les transporter et de [es distribuer aux différents organes les nécessitant. 

L'alpha-albumine de rat a été découverte dans le laboratoire d'accueil en 

1994 (21). grâce à une marche sur le chromosome en 3' de I'AFP. À la suite de 

cette découverte, le laboratoire s'est demandé si ALF était également conservée 

en 3' de I'AFP chez l'humain et chez la souris. De même, il s'est intéressé à sa 

fonction et à sa régulation. II était également intéressant de savoir si I'expression 

de ALF affectait celle de I'AFP et pouvait ainsi être impliquée dans la régulation 

développementale de I'expression de I'AFP. Dans ce chapitre, sont présentés les 

résultats obtenus lors du criblage pour ALF de souris ainsi que des résultats sur 

la localisation chromosomique et la régulation de ALF. De plus, une brève 

caractérisation (évolution, pl, structure, etc.) de ALF est présentée. 



3.2 Matériels et Méthodes 

3.2.1 Clonage pour la surexpression de ALF à l'aide de systèmes de 

surexpression procaryotes et eukaryotes. 

A) Production du sous-clone #IO1 à partir du clone #11 obtenu par criblage 

La production du sous-clone #IO1 a été nécessaire pour la production 

ultérieure de plusieurs vecteurs. Le clone # I l  , qui provient du criblage de ALF 

humain (chapitre 2) et qui contient ALF humain au complet (426) a été digéré par 

Xhol et EcoRI, ce qui a extrait un fragment de 1,9Kb contenant I'ADNc de ALF 

en entier. Ce fragment a ensuite été rempli par le fragment large de la 

polymérase (klenow) pour générer des bouts francs et a été cloné dans 

pBluescript+ (SK+, Stratagene) au site Smal, ce qui a généré le sous-clone 

#101. 

B) Clonage dans pGEX-2T de ALF complet @GEX-2T/ALF) 

Le clone # I l  a tout d'abord été digéré par Xhol, puis ce site a été rempli 

par la klenow. Par la suite, ce clone partieliement digéré a été digéré par Smal, 

ce qui a généré un fragment de 1,9Kb franc, contenant tout I'ADNc de ALF. Ce 

fragment a ensuite été cloné dans pGEX-2T (Pharmacia) au site Smal. Ceci 

insérait I'ADNc de ALF en phase avec la protéine GST (Glutathione-S- 

Transférase). 

C) Clonage du fragment N-terminal de ALF dans pGEX-2T et dans pMAL-C 

Le fragment contenant la portion N-terminal de ALF est un fragment de 

500pb généré par une digestion BarnHl du sous-clone #101. Ce fragment a donc 

été cloné soit dans le site BamHl de pGEXT-2T (pGEX-2TIALFs) ou de pMAL-C 

(New England Biolab) (pMAL-CIALFs), l'insérant ainsi en phase des protéines 

respectives GST ou MBP (Maltose Binding Protein). 



D) Clonage de A LF pleine longueur dans pSVK3 (pSVK3/ALF) 

Le clone # I l  a été digéré par Xbal et Xhol. Ceci a généré un fragment de 

1,9Kb contenant I'ADNc complet de ALF. Celui-ci a été inséré dans les sites Xbal 

et Xhol du vecteur pSVK3 (Pharmacia). Ainsi, ALF se retrouvait sous le contrôle 

du promoteur des gènes précoces de SV40. 

E) Clonage de ALF pleine longueur dans pRC/RSV (pRC/RSV/ALF) 

Le sous-clone #IO1 a été digéré par HinDII II puis rempli partiellement par 

deux nucléotides (A et G) via l'utilisation de la klenow. Ensuite, ce clone a été 

digéré par Spel. Ceci a généré un fragment de 1,9Kb contenant I'ADNc complet 

de ALF. Ce fragment a été cloné dans pRC/RSV (Invitrogen) qui avait été digéré 

tout d'abord par Xbal puis rempli partiellement avec deux nucléo;tides (C et T) et 

ensuite digéré par Spel. Ceci insérait donc I'ADNc de ALF sous le contrôle du 

LTR (long terminai repeat) du virus du sarcome de Rous. 

F) Clonage de ALF pleine longueur dans pCI (pCI/ALF) 

Le cbne # I l  a été digéré par EcoRl et Kpnl pour obtenir un fragment de 

1'9Kb contenant I'ADNc complet de ALF. Ce fragment a ensuite été inséré dans 

les sites EcoRl et Kpnl de pCI (Promega). Ceci plaçait donc I'ADWc de ALF sous 

le contrôle du promoteur des gènes précoces de SV40 comme dans le cas du 

vecteur pSVK3, cependant pCI a l'avantage de fournir un intron entre le 

promoteur et le site de clonage, intron qui sera épissé et qui fournira ainsi une 

plus grande stabilité au messager produit. 

G) Génération du vecfeurpCI/ALFA 

La séquence de polyadénylation comprise dans I'ADNc de ALF cloné 

dans pCI a été enlevé, tout en consewant le signal d'arrêt de la traduction de 

ALF. Cette modification entraîna l'utilisation du signal de polyadénylation de 

SV40 fournit dans le plasmide. Le vecteur pCI/ALF a donc été digéré par SmaI et 

Pvull, rempli par la klenow et recircularisé pour obtenir le clone pCIfALFA. Par 

conséquent, un fragment d'environ 240pb a été enlevé au vecteu r pCI/ALF. 



H) Génération du vecteur pGl/ALFA K 

La séquence Kozak fourni par IyADNc de ALF dans le vecteur pCVALFA a 

été modifié par une séquence Kozak optimale (427). Deux oligonucléotides, un 

complémentaire à ALF (5'-TTCCTCTGGCAACTTC-3') et un oligonucléotide 

correspondant à la séquence Kozak de ALF, mais mutée pour obtenir une 

séquence Kozak parfaite (5'-CAGGAATTCGGCACGAGCCACCATGAAACTAC- 

3') ont été synthétisé. Un PCR a ensuite été exécuté avec les conditions 

suivantes : activation: 94OC 2rnin, puis 25 cycles de dénaturation à 94OC 40sec.. 

d'appariement à 45OC 40sec. et d'élongation à 72OC 40sec. le tout suivi par une 

période de 10min à 72OC. Le fragment de PCR obtenu a ensuite été digéré par 

EcoRl et BamHl et cloné dans le vecteur pCI/ALFA préalablement digéré par 

EcoRl et partiellement par BamHI. 

1) Transfert du fragment ALFA K de pCI a pClNeo 

Dans le but d'augmenter la sélection lors des transfections stables, le 

fragment ALFAK a été cloné dans le vecteur pClNeo (Promega). Pour obtenir le 

fragment ALFAK, le vecteur pCI1ALFAK a été digéré par Notl et EcoRl et ce 

fragment a ensuite été inséré dans le vecteur pClNeo digéré par Nofl et EcoRI. 

3.2.2 Surexpression via les systèmes procaryotes 

Pour la surexpression dans les systèmes procaryotes, le processus est 

identique pour tous les systèmes utilisés dans cette thèse. Tout d'abord, il faut à 

chaque fois inoculer la culture qui sera induite avec une culture bactérienne 

fraîche, telle une culture de nuit des bactéries contenant le vecteur à 

surexprimer. Un volume X de LB est inoculé avec X f I O O  volume de cette culture 

de nuit (exemple : 500 ml de culture seront induits avec 5mI de la culture de 

nuit). Ces inoculâts sont ensuite incubés à 37OC sous agitation le temps 

nécessaire pour que la culture atteigne une densité optique, à 600nm, entre 0'4 

et 0,7. À ce moment, un millilitre de culture est prélevé et servira de contrôle 

avant induction (TO) puis la production de la protéine de fusion est induite en 



ajoutant au milieu de culture de I'IPTG pour obtenir une concentration de 0,ImM. 

et la culture est incubée le temps désiré. 

Une fois l'induction terminée, les bactéries sont centrifugées à basse 

vitesse (1500 RPM) une dizaine de minutes pour séparer les bactéries du milieu 

de culture. Ensuite, c'est l'étape de l'extraction. Celle-ci peut être faite de 

plusieurs façons. II y a tout d'abord le gel-dégel à répétition. II s'agit d'incuber, en 

alternance, les bactéries, qui ont été resuspendues dans du PBS lx, 5 minutes 

dans un bain de glace sèche - éthanol et 5 minutes dans un bain à 37OC et cela 

3 à 4 fois, dans le but de faire éclater les membranes bactériennes pour qu'elles 

libèrent leur contenu protéique. Le second procédé est d'utiliser les lysozymes 

qui digèrent la membrane bactérienne afin de libérer le contenu protéique de la 

bactérie. Les lysozymes sont dilués par un facteur 11100 à partir d'une solution 

préparée à 5pg/ml, la réaction se fait à 4OC pendant environ 10 minutes. 

Régulièrement ['utilisation des lysozymes est combinée à I'ultrasoniquation qui 

peut également s'effectuer seule. L'ultrasoniquation consiste à faire éclater les 

membranes bactériennes par l'utilisation d'ultrasons en utilisant la microsonde, à 

sa limite maximale d'utilisation pendant 10 secondes. 

Une fois l'extraction terminée, I'étape suivante c'est la migration sur gel. 

La plupart du temps des gels SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate - 
polyacrilamid gel electrophoresis) de 8,5% ou de 10% ont été utilisés, avec un 

gel d'empilement de 3%. La migration s'effectue à 100 volts dans le tampon 

d'électrode (25mM tris-base, 200mM glycine, O , l %  SDS). Après la migration, le 

gel est démoulé puis fixé 5 minutes (fixateur: 40% méthanol, 10% acide 

acétique), pour être coloré par la suite au bleu de Coomassie 15% pendant une 

vingtaine de minutes et décoloré suffisamment de temps pour bien distinguer les 

protéines (décolorant : 10% méthanol ou éthanol, 10% acide acétique). 



3.2.3 Purification de la protéine de fusion GSTlALFs 

La purification de la protéine de fusion GST/ALFs a été assez ardue car 

celle-ci demeurait dans la portion insoluble de l'extrait. Ainsi. de grandes 

quantités d'extraits bactériens induits ont été déposées sur des gels SDS-PAGE 

préparatifs à 8.5% (avec un gel d'empilement de 3%) et de 1,5mm d'épaisseur 

migrés à 100rnA. Par la suite, les gels étaient colorés au CuCI2 0,3M pendant 

30min. et décolorés 4 x 30min. dans le tampon de décoloration (0.25M Tris 

pH9.0 et EDTA 0.25M). La bande correspondant à la protéine GSTfALFs était 

ensuite découpée et homogénéisée dans le tampon d'élution (50mM TrislHCI 

pH8.0; 0,15M NaCI; 0.1% SDS) et maintenue à 4OC toute la nuit sous agitation. 

Par la suite, les protéines purifiées subissaient une dialyse de 4 x 1 heure dans 1 

litre de PBS, puis, celles-ci étaient concentrées sur des centricons (Milipore). 

3.2.4 Production de l'anticorps anti-ALF humain 

À l'aide des protéines de fusion GST/ALFs purifiées, des anticorps anti- 

ALF humain ont été générés en immunisant un lapin. Ce dernier a donc été 

immunisé avec 100 pg de protéines purifiées lors de la première injection et avec 

200pg les quatre injections suivantes, et les injections se faisaient en présence 

d'adjuvant de Freund complet. Chacune des injections a été exécutée avec un 

intervalle de trois semaines. 

3.2.5 L'immunodétection (le a western ») 

Les conditions des différentes immunodétections sont en général 

semblables. Pour les sérums, 5p1 d'une dilution 1/25 étaient déposés sur des 

gels SDS-PAGE migrés à 100 volts. Les gels étaient ensuite transférés sur des 

membranes de Nylon (immobilon P, Millipore) par électrotransfert dans le 

tampon de transfert (25mM tris, 0,2M glycine, 0,02% SDS et 20% méthanol) 

pendant une nuit à 20 volts (ou 2 à 3 heures à 75 volts) avec réfrigération. Les 

membranes étaient ensuite asséchées pendant une dizaine de minutes à l'air 

libre. Une fois sèches, ces dernières étaient réactivées par une incubation de 

5min dans le méthanol et ensuite par 3 incubations de 3min dans le TBS-tween 



(20mM Tris-base, 20mM ThlHCI, 0.2M NaCl et 0,1% Tween20). Par la suite, les 

membranes étaient bloquées 1 heure dans le TBS-tween additionné de 0'5% de 

lait en poudre (TBS-tween+lait). Ensuite, les membranes étaient incubées dans 

le TBS-tween+lait pour une période d'au moins 2 heures en présence d'une 

dilution 7/70 000 de l'anticorps anti-ALF humain ou rat. Après cette incubation, 

les membranes étaient lavées dans le TBS-tween 4 x 20rnin puis elles étaient 

incubées i heure dans le TBS-tween+lait en présence d'une dilution 1/70 000 

d'un second anticorps, un anti-lgG de lapin couplé à la peroxidase (Amersham). 

Finalement, les membranes étaient à nouveau lavées 4 x 20rnin dans le TBS- 

tween et étaient révélées à l'aide d'une trousse de cherniluminescence 

(Renaissance ou Dupont). 

3.2.6 Transfections stable et transitoires 

La culture des cellules a été effectuée dans les mêmes conditions pour 

toutes les lignées cellulaires utilisées (Morris 7777v.7-6, H4l IECII 1, HepG2, 

HeLa. 293). Elles ont toutes été cultivées dans du milieu de culture K DMEM low 

glucose D (Gibco) avec 10% de sérum de bœuf fœtal (FBS, Wisent) et 1% de 

pénicilline/streptomycine (Gibco), à 37OC dans 5% de CO*. Lors des expériences 

de surexpression de ALF en milieu minimal, aucun sérum n'était ajouté au milieu 

de culture toutefois 25nM d'insuline et 3.3nM dYEGF (epidermal growth factor) 

étaient ajoutes. 

Les transfections transitoires et stables ont été réalisées par la technique 

du précipité calcium-phosphate tel que décrit auparavant par Guertin et Al. (144). 

Toutes les transfections transitoires ont été exécutées avec 5pg ou IOpg de la 

construction à exprimer et 2,5pg de pRSVlacZ comme standard interne pour 

évaluer l'efficacité de transfection. Dans les transfections transitoires les cellules 

étaient étalées a 2,5x106 par flasque de 75cm2. L'expression de protéines et 

l'activité CAT étaient mesurées 48 à 72 heures après la transfection avec un 

lavage à I'Hepes 1 OmM après 16 heures. 



Pour les transfections stables, les cellules étaient étalées à 0 . 5 ~ 1 0 ~  par 

flasque de 75cm2. Les transfections stables se faisaient avec 10pg du vecteur 

contenant le gène de résistance à la néomycine (Neo) et le gène à exprimer. 

Lorsque le vecteur ne contenait pas le gène Neo, il était cotransfecté en ajoutant, 

à 20pg du vecteur contenant le gène à exprimer, 0.4pg de pRC1RSV. Les clones 

stables ont été sélectionnés en ajoutant du G418 (Gibco) dans le milieu de 

culture à une concentration de 350pg/ml pour les Hela et les H4llECIII, de 

250pglml pour les Morris 7777v.7-6 et de 500pg/ml pour les 293. La sélection 

durait en moyenne une dizaine de jours. 

3.2.7 Le criblage de ALF de souris 

Une banque dlADNc de foie de souris mâle Balb/c cloné dans h g t l l  de 

Clonetech (ML 1001 B, Lot #7801) (qui a été fournit par le Dr. Robert Tanguay) a 

été criblée avec une sonde provenant de I'ADNc de ALF de rat (S22; 1 ,6Kb1(21)). 

Un total de 120 000 pfu ont été criblées dans cette premiére ronde et 8 clones 

ont été obtenus dont 2 différents (1,6Kb et 850pb). Un deuxième criblage a été 

entrepris avec cette même banque 480 000 pfu ont été criblées avec une 

nouvelle sonde (w3) extraite des clones issus du premier criblage et contenant 

les exons 3 à 5 de ALF de souris, 2 clones identiques ont ainsi été obtenus 

(1.6kb). Le dernier criblage a été exécuté exactement comme le précédent 558 

000 pfu ont été criblées et 7 clones (tous identiques aux 2 clones de la ronde 

précédente) ont été obtenus. Au total, 3 criblages différents ont été exécutés où 

1 158 000 pfu ont été criblées, 17 clones ont été obtenus et 3 se sont révélés 

différents. Cependant aucun de ces clones ne s'est avéré contenir le gène de 

ALF de souris complet et tous étaient en fusion avec un autre gène. 

3.2.8 FlSH - Hybridation sur chromosomes mécaniquement allongés 

Le FlSH a été réalisé par le Dr Achilles Dugaiczyk et le tout est décrit dans 

la publication : Nishio et Al. 1996, J. Mol. Bio 259(1), p.113-9. 



3.2.9 Gel à champ pulsé 

La migration. sur gel à champ pulsé, d'ADN génomique, a pour avantage 

de permettre de bien séparer les fragments d'ADN de grande taille. Pour 

procéder, il faut tout d'abord digérer l'ADN par des enzymes de restriction ne 

coupant pas trop fréquemment dans le génome de l'espèce étudiée. Dans ce 

cas-ci, les enzymes de restriction : BssHI, BstEi, Narl et Sstl ont été utilisées. La 

digestion se fait dans des blocs d'agarose LMP (low melting point) à 1% dans 

lesquels est ajouté 80pg d'ADN génomique. Les blocs d'agarose sont traités à la 

protéinase K pe~dant 36 heures à 55OC puis lavés 30min à 55OC sous agitation 

dans du TE+PMSF (0.1mM) suivi de 4 à 5 lavages de 20min dans le TE seul à 

55OC. Par la suite, les blocs sont incubés dans le tampon de restriction 

correspondant à l'enzyme de restriction qui sera utilisé, pendant 30rnin à 4OC. 

Puis le tampon est changé, 50U de l'enzyme de restriction désiré sont ajoutées 

et le tout est incubé à la température recommandée pour cet enzyme pendant 

une nuit (16 heures). La réaction est ensuite arrêtée avec 100mM EDTA. 

Ensuite, les blocs sont mis dans un gel d'agarose LMP de 1 % migré à 200 volts 

avec des pulsations variant entre 0.2 et 1.3 sec. durant 24 heures à 14OC. Par la 

suite, le gel est transféré comme pour un Southern (428) et hybridé avec les 

sondes désirées. 

3.2.10 Logiciels utilisés pour les analyses d'homologie, de phylogénie et 

leur présentation. 

Pour les comparaisons de séquence, deux logiciels ont été utilisés, soit 

clustalW 1.7 (429) et Lalign (http://vega.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi). Pour la 

présentation de la comparaison, le logiciel Boxshade 3.2 (disponible sur le site 

web http://mic7. hensa.ac.u kfmirrorsliu bio/mo bio/align/oxshade/) a été utilisé. 

Pour l'arbre phylogénique, la compilation a été effectuée à l'aide de deux 

logiciels soit clustalw 1.7 (429) et Phylip 3.5 ((430) disponible : ftp://ftp.bio. 

indiana.edu/molbio/evolve/phylip3.5/) et pour la présentation de l'arbre le logiciel 

Drawtree a été utilisé via le site web Biology Workbench 3.1 Beta 

(http://sif. ncsa. uiuc.edu/). 



3.2.1 1 Calcul du point isoélectrique 

Le calcul des points isoélectriiques théoriques a été effectué avec le 

logiciel pl du GCG 8.0. Pour les valeurs expérimentales. une électrophorèse 

bidimensionnelle a été exécutée. Un échantillon de sérum humain (1.5pI) ou de 

rat (1,5pI) a tout d'abord été déposé sur des carottes de 3.3% d'acrylamide. Ces 

carottes étaient d'une longueur et d'un diamètre de 10cm et de 2mm 

respectivement, elles contenaient 4% d'ampholine allant du pH 3 à 10. Ces 

expériences ont été faites en présence ou en absence d'urée (9M). Ces carottes, 

qui avaient préalablement subit une pué-électrophorèse de 15min. à 200 volts et 
9 

de 45min. à 300 volts, ont donc migrées toute la nuit à 250 volts avec comme 

tampon supérieur du NaOH 0,02N et comme tampon inférieur de l'acide 

phosphorique 0,Ol M. Pour la migration dans la seconde dimension, les carottes 

(équilibrées auparavant dans le tampon d'électrophorèse) étaient déposées sur 

un gel SDS-PAGE de 8,5% avec un gel d'empilement de 3%. Puis, le tout a 

migré à 150 volts environ 3 à 4h. Ces gels ont ensuite été démoulés et une 

immunodétection et une coloration stamdard ont été effectuées. 



3.3 Résulta fs 

3.3.1 Surexpression de ALF dans des systèmes procaryotes 

Les différents clones obtenus lors du criblage de I'ADNc de ALF humaine 

ont été décrits au chapitre 2. Dans cette section, sont présentées les 

constructions effectuées avec ces clones afin d'obtenir une surexpression de 

l'alpha-albumine. 

Différents clonages ont été effectués pour surexprimer ALF humaine à 

t'aide de systèmes de surexpression procaryote, dans le but d'obtenir une 

protéine pure afin de générer des anticorps anti-ALF humain. Et si la quantité 

surexprimée le permettait, faire quelques essais préliminaires pour caractériser 

la fonction de ALF. Le gène ALF pleine longueur a donc été inséré dans 

plusieurs vecteurs commerciaux, soit : pTRCH is, pGEX-2T, pMal-Cl pMAL-P et 

pETl5b. Parmi ces vecteurs, la production d'une protéine complète n'a été 

détectée qu'avec le vecteur pGEX-2T mais en très faible quantité et 

accompagnée de beaucoup de dégradation (figure 3.1A). Alors, ALF a été 

tronquée (ALFs) pour surexprimer uniquement sa portion N-terminale (les 150 

premiers acides aminés) puisque l'efficacité de la surexpression bactérienne est 

inversement proportionnelle à la taille de la protéine surexprimée. Ainsi. plus la 

protéine à exprimer sera petite plus sa production sera bonne. La portion N- 

terminale a donc été clonée dans les vecteurs pMAL-C, pMAL-P et pGEX-2T. A 

la figure 3.1, il est possible de voir une bonne sutexpression pour pGEX-2TIALFs 

(figure 3.1 8) et pMAL-CIALFs (figure 3.1 D,E). Dans les deux cas cependant. les 

protéines de fusion demeuraient, lors de l'extraction, dans la portion insoluble. 

Cette insolubilité des protéines de fusion serait due à la présence dans celles-ci 

du peptide signal de ALF qui est très hydrophobe. Malgré plusieurs variations 

dans la méthode d'extraction, ces protéines demeuraient toujours bloquées dans 

les membranes bactériennes. C'est pourquoi la protéine a été purifiée 

mécaniquement, en déposant de grandes quantités d'extrait induit sur des gels 
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Figure 3.1. Surexpression de la protéine ALF complète ou partielle via l'utilisation de systèmes d'expression 

procaryote et purification de la forme partielle. A) Surexpression de GST/ALF complet à partir du vecteur pGEX- 

2T/ALF. Une légère expression de ALF complet est detectée à environ 11OKDa et beaucoup de dégradation à 

environ 5OKDa. TO, T l ,  T2 et T3 correspondent aux temps O, ? ,2  et 3 heures après l'induction et M correspond au 

marqueur de poids moléculaire. 8) Surexpression de GST comme contrôle de surexpression et de GSTIALFs qui 

contient un fragment N-terminal de ALF fusionné à GST. La production de protéines à 27,SKDa pour GST et à 

42KDa pour GST/ALFs est détectée confirmant la surexpression du fragment N-terminal de ALF. C) Purifkation de 

GSTIALFs à partir du temps 3 heures (T3). La purification est bonne puisque aucune autre protéine n'est présente 

et qu'aucune trace de dégradation n'est décelée (piste: Pur). D) Surexpression de MBP comme contrôle 

d'expression et de MBPALFs produit par le vecteur pMAL-C/ALFs. La surexpression est bonne pour MBPALFs qui 

ne contient qu'une portion N-Terminale de ALE En E) est présentée une image traitée par ordinateur pour permettre 

une meilleure illustration de l'expression de MBPALFs. 



préparatifs et en découpant la bande de prokéine correspondant a la protéine de 

fusion visualisée grâce à une coloration au CuCI2. Par la suite, les protéines que 

contenait cette bande étaient homogénéis&es, dialysées et concentrées. Le 

choix de purifier la protéine de fusion GSTALFs (soit celle obtenue à partir de 

pGEX2T-ALFs) plut& que celle provenant d e  pMAL-C/ALFs a été fait pour deux 

raisons. Premièrement parce que la portion de fusion GST est plus petite 

(27,5Kda) que celle de pMAL (MBP=42,5Kda) ce qui était préferable pour 

I'imrnunisation et deuxièmement parce que ce système (GST) était avantageux 

pour d'éventuelles expériences de liaison. Le résultat de cette purification est 

présenté à la figure 3.1C. La protéine de h i o n  n'est pas dégradée et elle est 

bien purifiée car aucune autre protéine n'est présente. Un lapin a donc été 

immunisé avec cette protéine afin d'obtenir des  anticorps anti-ALF humain. 

3.3.2 Mise au point de I'immunodétection avec les anticorps anti-ALF 

humain 

Après 3 injections avec 100pg de protéines pour la première et 200pg 

pour les injections suivantes, une première saignée provenant du lapin immunisé 

a été testée en ce qui a trait à la présence d'anticorps polyclonaux anti-ALF 

humain. Avec cette saignée ont été mis au point les conditions pour effectuer des 

immunodétections avec les anticorps qumelle contenait (figure 3.2A). Une 

première immunodétection a été faite en dépiosant sur les gels des sérums de rat 

(R) et d'humain (H), de la protéine de fusiom ALF (P) et un contrôle négatif (N) 

(consistant en un extrait protéique de celluiles de la lignée Morris 7777v.7-6). 

Plusieurs dilutions de la première saignée -nt été utilisées et deux dilutions du 

sérum pré-immun. Les anticorps contenus dans le sérum du lapin immunisé 

reconnaissent bien la protéine de fusion, ils n'hybrident pas avec des protéines 

non spécifiques dans le contrôle négatif et ils reconnaissent de façon spécifique 

ALF humaine car ALF de rat n'est pas reconnu (figure 3.2A). Ainsi les anticorps 

de cette première saignée peuvent être utilisés avec une dilution de 1/3000 pour 

obtenir une immunodétection claire et précise. Avec le sérum pré-immun aucune 
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réaction n'est détectée a une dilution de 11250, confirmant la spécificité des 

anticorps (figure 3.2A). En regardant ALF humaine, il est possible de remarquer 

que cette dernière ne possède qu'une seule forme, possédant un poids 

moléculaire d'environ 77KDa, alors que chez le rat deux formes sont présentes 

(figure 1A du chapitre 2) avec des poids d'environ 77 et 81KDa. Les anticorps de 

cette première saignée sont cependant incapable de reconnaltre la forme native 

de ALF (figure 3.26). 

L'immunisation du lapin a donc été poursuivie avec deux injections 

supplémentaires, puis une saignée totale du lapin a été exécutées. Une 

vérification à savoir si ces nouveaux anticorps étaient encore spécifiques, s'ils 

étaient plus concentrés et s'ils avaient plus d'affinité a été exécutée. Ces 

anticorps sont encore très spécifiques à ALF humaine (figure 3.2C,D) car aucune 

immunodétection ne se fait avec ALF de rat ou de souris. Ils sont également plus 

concentrés car des dilutions de l'anticorps de 115000 et même de 1/10000 

suffisent pour la visualisation de ALF de façon claire et précise (figure 3.2C,FYG). 

En condition native, les anticorps provenant de cette saignée totale sont 

capables de reconnaître la forme native de ALF en solution lors 

d'immunoprecipitation (figure 3.2D) et en irnmunodétection sur le sérum humain 

et plus fortement sur des fractions enrichies par chromatographie sur colonne de 

ConA sépharose (figure 3.2E). Ainsi les anticorps provenant de cette saignée 

totale sont encore spécifiques, plus concentrés et possèdent une plus grande 

affinité pour ALF. Par conséquent, les conditions optimales pour une 

immunodétection de ALF humaine sont d'utiliser un gel de SDS-PAGE de 8'5% 

avec un gel d'empilement de 3'36, de migrer et de transférer de façon standard. 

Pour I'immunodétection, tout Ie protocole est standard et l'utilisation d'une 

dilution 1/10000 de I'anti-ALF humain provenant de la saignée totale est 

conseillée pour une exposition de 30 secondes à 1 minute. 



3.3.3 Surexpression de ALF humain dans des cellules eukaryotes 

Ces anticorps anti-ALF humain sont alors devenus un outil de vérification 

important pour la poursuite du projet qui était de surexprimer ALF humain en 

culture cellulaire dans le but de la purifier afin de faire des analyses de liaison 

avec différents ligands. Pour ce faire, I'ADNc complet de ALF humaine a été 

inséré dans plusieurs vecteurs d'expression eukaryote. Tout d'abord, il a été 

inséré dans pSVK3. ce qui le plaçait sous le contrôle du promoteur des gènes 

précoces de SV40. Des transfections transitoires et stables respectivement dans 

la lignée HepG2 et dans les lignées Morris 7777v.7-6 et Hela ont été faites avec 

ce vecteur. Aucune de ces transfections n'a permis la surexpression de ALF. 

L'ADNc de ALF a donc été cloné dans un autre vecteur soit pRCIRSV, ce qui le 

mettait sous le contrôle du LTR (Long terminal repeat) du virus du sarcome de 

Rous. Des transfections ont été effectuées dans les mêmes lignées que 

précédemment sans toutefois obtenir plus d'expression. 

Le vecteur pC1, dans lequel I'ADNc de ALF humain est inséré sous le 

contrôle du promoteur des gènes précoces de SV40 a été utilisé. À la différence 

de pSVK3. pCI possède un intron situé entre le promoteur de SV40 et le site de 

clonage multiple. L'ajout de cet intron augmente la stabilité et la durée de vie du 

messager produit car la présence de celui-ci entraîne une prise en charge du 

messager produit par la machinerie d'épissage. Le vecteur pCI1ALF a été 

transfecté de façon transitoire dans les HepG2 et de façon stable dans les Morris 

7777v.7-6. Toutefois, encore aucune expression détectable n'a été obtenue. 

Pour poursuivre, le signal de polyadénylation de ALF a été enlevé afin d'utiliser 

celui fourni par le vecteur pCI et ainsi obtenir le vecteur pCI/ALFA. Ce vecteur a 

été transfecté de façon stable et transitoire sans obtenir de surexpression. Par la 

suite la séquence Kozak du cDNA de ALF n'étant pas optimale (427) une 

mutation de celle-ci a été effectuée, pour la remplacer par une séquence parfaite 

(427) et ainsi obtenir le vecteur pCI/ALFAK. Entre temps, la lignée 293 originant 

de cellules de rein embryonnaire transformées et démontrées comme étant la 

meilleure lignée pour l'expression avec pCt (Promega Notes #49) était obtenue 



par le laboratoire. Ce nouveau vecteur a donc été transfecté de façon transitoire 

dans les HepG2 et les 293 et de façon stable dans les Morris 7777v.7-6, les 

Hela, les H411ECIII et les 293. Finalement, une expression a été détectée lors 

des transfections transitoires dans les lignées HepG2 et 293 (figure 3.2F), alors 

que de façon stable aucune expression n'a été détectée (figure 3.2G). Une 

ultime modification a donc été faite pour tenter une dernière fois d'exprimer ALF 

de façon stable. Le fragment ALFAK a &é transféré de pCI à pClNeo pour ainsi 

augmenter l'efficacité de la sélectiori des clones stables. Toutefois, aucune 

expression n'a été obtenue et les tentatives de surexpression en culture 

cellulaire ont été arrêtées. 

3.3.4 Criblage de I'ADNc pour ALF de Souris 

Le criblage d'une banque d'ADNc de foie de souris a été effectué pour 

obtenir ALF de souris. 120 000 pfu ont tout d'abord été criblés avec une sonde 

correspondant à ALF de rat (s22) (21) et 8 clones dont deux différents ont été 

obtenus. Un second et un troisième criblage ont été exécuté, avec une sonde 

issue des clones du premier criblage. Un total de 1 038 000 pfu ont été criblés 

dans ces deux autres criblages et 19 clones identiques ont été obtenus. 

Néanmoins, ces clones identiques étaient différents de deux autres clones 

obtenus auparavant. Au total, 3 clones différents ont donc été obtenus. 

Toutefois, aucun de ces 3 clones n'était pleine longueur et ces ADNc étaient tous 

en fusion avec des ADNc encodant d'autres gènes. Avec ces 3 clones 80% de la 

séquence de ALF de souris a pu être déterminée. Au niveau de la séquence 

protéique, il ne manque que les 55 premiers acides aminés et un fragment 

interne de 50 acides aminés situé entre les acides aminés 245 et 294 

inclusivement (figure 3.3). Deux années plus tard, soit en 1998, la séquence 

complète de ALF de souris a été soumise à la GenBank (numéro 

d'accession :AJ011080). La séquence protéique complète de ALF de souris est 

présentée à la figure 3.3, dans celle-ci sont soulignées les portions obtenues lors 
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Figure 3.3. Séquence protéique de ALF de souris. Les segments soulignés 

correspondent aux portions de ALF commune entre ma séquence et la 

séquence soumise à la GenBank (numéro d'accession: AJOl IOBO). Les 

acides aminés sous la séquence indiquent les quelques différences entre 

les séquences. Les sites potentiels de N-glycosylation (N-x-S/T où x n'est 

pas une proline) sont encadrés. Les tryptophanes sont en gras et la 

cystéine libre est identifiée par un astérisque. Le site de divage potentiel du 

peptide signal pendant la sécrétion est également indiqué. 



de la séquence des clones issus des criblages et les quelques variations 

d'acides aminés existant entre les deux séquences sont également indiquées. La 

différence majeure entre celles-ci se situe à la fin de la protéine. La séquence 

obtenue prédit une protéine de 608a.a., alors que la séquence publiée présente 

une protéine de 61 1 a.a. (figure 3.3). Il semble que cette variation est due à une 

différence au niveau de la séquence nucléotidique représentant deux formes 

différentes de la protéine. 

3.3.5 Localisation de ALF en 3' de L'AFP chez I'humain et la souris 

Sachant que ALF, chez le rat, est situé en 3' de I'AFP sur le chromosome 

14, il était important de savoir s'il était conservé en 3' de I'AFP chez l'humain et 

la souris. Ainsi, le Dr Achilles Dugaiczyk, a fait une hybridation sur chromosome 

allongé (FISH) avec ALF humaine, l'albumine et I'AFP (figure 3.4A-B). II est clair 

que ALF est bel et bien située en 3' de I'AFP qui, elle, est située en 3' de I'ALB 

(Figure 3.4A). La polarité de ALF est également la même que chez le rat car 

lorsque des sondes ALF 5' (ALF9) et ALF 3' (ALFI 5) sont utilisées. il est possible 

de voir que ALF9 se situe plus près de l'AFP que ALFI5 confirmant ainsi la 

polarité 593' de ALF (figure 3.48). Pour la souris, ALF se situe également en 3' 

de I'AFP et ceci a été démontré à l'aide de gels à champ pulsé (figure 3.4C). 

L'hybridation de ces gels avec des sondes pour I'AFP et pour ALF montre que 

des fragments de restriction communs sont hybridés. Ainsi, un fragment BstEl de 

38,7Kb contient des portions codant pour ALF et I'AFP (figure 3.4C). Également 

un fragment de 9,8Kb obtenu par digestion avec Sstl cohybride avec les sondes 

ALF et AFP (figure 3.4C). Par conséquent, il est possible d'affirmer que ALF se 

situe à une distance d'un maximum de I O  Kb de I'AFP et que ALF se situe en 3' 

de I'AFP car les sondes utilisées ne pourraient pas cohybrider des fragments 

aussi petits que 38,7 et I O  kb, si ALF était située en 5' de I'AFP. De plusl il est 

connu que c'est l'albumine qui se retrouve en 5' de I'AFP chez la souris. Ainsi 

ALF est située en 3' de I'AFP sur le chromosome 14 du rat, 4 chez I'humain et 5 

chez la souris. 



Sonde mAFP Sonde mALF 

Figure 3.4. Démonstration de la liaison sur le chromosome entre I'AFP et ALF chez l'humain et 

la souris. A-B) images digitales de clones h fluorescents hybridés à des ctiromosornes 

mécaniquement étirés. (tir6 de la publication: Nishio et Al. 1996. J. Mol. Bio 259(1), p.113- 

9) A) Hybridation des sondes h ALB 5 (rouge). AFP 41 (rouge et verte = jaunâtre) et ALF 2 

(verte). B) Hybn'dation des sondes h AFP 41 (rouge et verte =jaunâtre) . ALF 9 (rouge) et ALF 

15 (verte). C) Gel à champ pulsé généré à partir de digestions avec les enzymes de restriction 

BssHI, B e l .  Nari et Ssfl d'ADN génomique de soufis. Les sondes utilisées sont: une sonde 

correspondant aux exons 9 à 13 de I'AFP de souris (sonde mAFP) et une sonde 

correspondant auxexons 3 a 5 de ALF de souris (sonde mALF), 



3.3.6 Comparaison des séquences des différents membres de la famille 

Regardons maintenant les séquences protéiques de ALF chez l'humain, le 

rat et la souris et comparons les entre elles et avec celles des autres membres 

de la famille. Au niveau de l'homologie, ALF possède une homologie plus forte 

avec I'AFP (35,2% en moyenne dans les trois espèces) suivi de I'ALB (en 

moyenne 32,7% dans les trois espèces), puis avec VDBP (en moyenne 19,9% 

dans les trois espèces) (tableau 3.1). Ainsi, I'AFP et ALF seraient les gènes les 

plus rapprochés de façon évolutive. Ces pourcentages d'homologie sont faibles 

pour une famille de gène, mais il faut se remémorer que c'est une homologie 

structurale qui caractérise cette famille. Cette homologie structu raie provient de 

fa formation des ponts disulfures conférant la structure quaternaire adéquate à la 

protéine. Ainsi, chez ALF de rat 15 des 17 ponts disulfures sont présents, alors 

que chez la souris et I'humain sont retrouves respectivement 16 et 17 ponts 

(tableau 3.2). ALF est le seul membre de la famille dont le nombre de ponts 

disulfures varie avec les espèces, alors que dans toutes les espèces I'ALB 

possède 17 ponts, I'AFP en a 15 et VDBP en a 13 (tableau 3.2). 

Tableau 3.1. Comparaison des pourcentages d'identité en acide 

aminé des différents membres de la famille de l'albumine chez 

l'humain, le rat et la souris 
Humain (%) Rat (%) Souns (%) Moyenne(%) 

ALF vs AFP 39.5 32,7 33,4 35,2 

ALF vs ALB 35,3 30,2 32.7 32.7 

AFP vs ALB 40,O 32,6 34,7 35,8 

ALF vs VDBP 20,7 19,7 19,4 19,9 
AFP vs VDBP 19,4 21 ,7 22,4 21,2 

ALB vs VDBP 23,3 23,O 22,2 22,8 

Chez les membres de la famille de l'albumine deux structures appelées 

les poches hydrophobes sont retrouvées celles-ci apparaissent dans leur 

structure quaternaire et sont responsables de la liaison de plusieurs ligands (23). 

Trente-trois acides aminés hydrophobes ont été identifiés comme étant impliqués 

dans la formation de ces poches hydrophobes (23). ALF humaine et de rat 

possèdent 31 de ces 33 a.a. alors que ALF de souris n'en possède que 30 



(figure 3.6, tableau 3.2). Pour I'albumine et la VDBP le nombre d'acides aminés 

hydrophobes est conservé entre les espèces soit respectivement 33 et 13. Chez 

l'AFP. les variations sont du même ordre que chez ALF, c'est-à-dire que 30 des 

33a.a. sont retrouvés chez I'humain, 31 chez le rat et 29 chez la souris (tableau 

3.2). Au niveau de la glycosylation. il est bien connu que l'albumine n'est pas une 

protéine glycosylée, mais ce n'est pas le cas pour les autres membres de la 

famille. Sur ALF humaine 4 sites potentiels de N-glysosylation sont retrouvés 

(figure 3.5) alors que 5 sont présents sur ALF de rat et de souris (tableau 3.2, 

figure 3.3). Chez l'AFP et VDBP le nombre de site potentiel de N-glycosylation 

est le même, la forme humaine en possède 1 alors que 2 sont retrouvés chez le 

rat et la souris (figure 1.3, 1-4 et tableau 3.2). 

Tableau 3.2. Caractéristiques protéiques des membres de la famille de I'albumine 

chez l'humain. le rat et la souris 
Longueur Ponts S-S A.A. Hydrophobe Glycosylation Autres 

(a-a.) ( 11 7) ( 133) 

ALF 

Humain 599 17 31 4 O CYS. OTrp 

Rat 608 15 37 5 3 Cys. 2Trp 

Souris 608 ou 61 1 16 30 5 2 CYS. 5 Trp 

AL6 
Humain 

Rat 

Souris 

AFP 

Humain 

Rat 

Souris 

O 1 Cys. lTrp 
O 1 Cys, ITrp 

O 2 Cys. 1Trp 

VDBP 
Humain 474 13 12 1 2 QS. 1 Trp 

Rat 476 13 12 2 2 Cys. O Trp 
Souris 476 13 12 2 2 CYS. O Trp 

Présentation de quelques caractéristiques protéiques des membres de la famille de 

l'albumine chez l'humain, le rat et la souris: la longueur de leur protéine, le nombre 

de ponts disulfures conservés, le nombre d'acides aminés hydrophobes conservés, 

le nombre de sites potentiels de N-glycosylation et le nombre de cystéines libres et 

de tryptophanes présents dans la protéine. 



Figure 3.5. Représentation schématique de l'alpha-albumine humaine sous forme 
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aminés en noir correspondent aux sites potentiels de N-glycosylation. Les traits 

noirs représentent les ponts disulfures.(Figure adaptée de : Peters, T., Jr. Adv 

Protein Chem. 37:161-245, 1985 avec la séquence protéique provenant de la 

GenBank, numéro d'accession: # NM-001133) 
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Figure 3.6. Comparaison inter-espèce des séquences protéiques de ALF. Cette 

comparaison a été générée, pour l'alignement, par le logiciel clustalW 1.7(6) et pour la 

présentation, avec le logiciel Boxshade 3.2. Les portions en noir correspondent aux 

audes aminés identiques et les portions en gris correspondent à une identité de 66% 

(Z3) des acides aminés. (Numéro d'accesion de la GenBank pour ALF humaine 

:NMO01133; ALF de rat :X76456; ALF de souris : AJ011080) 



Les membres de la famille de l'albumine possèdent une homologie 

structurale comprenant trois domaines (1, 2, 3) pouvant être subdivisé en trois 

sous-domaines (a, b, c) (figure 3.5). La comparaison de ces différents domaines 

et sous-domaines entre les espèces indique quels domaines sont les plus 

conservés au travers de l'évolution et par le fait même lesquels sont 

probablement les plus importants au niveau fonctionnel pour la protéine. Ainsi, 

au niveau de l'homologie interne de ALF chez le rat, la souris et l'humain 

(tableau 3.3) il est possible de voir une bonne variation entre I'humain par rapport 

au rat et à la souris avec une conservation de seulement 67,9% et 67,3% 

respectivement (figure 3.6, tableau 3.3). Ces pourcentages semblent faibles pour 

un même gène à travers les espèces, mais les pourcentages d'homologie pour 

l'AFP sont similaires et même inférieurs (tableau 3.3). Toutefois, I'ALB et 

Tableau 3.3. Pourcentage d'identité en acide aminé entre I'humain, le rat et la souris pour les 

différents membres de la famille de l'albumine 

- - - - - - - - - - -- 

Comparaison en acide aminé des protéines complète, par domaine (dom.), par sous domaine ainsi que 

par poches hydrophobes (poche). Les -sont dus a l'absence de domaines 3a et 3b dans VDBP. Hum 

= Humain, Sour =Souris 

VDBP ont de meilleurs pourcentages de conservation inter-espèces (tableau 

3.3). Évidemment, lorsque les versions de rat et de souris sont comparées les 

pourcentages d'homologies sont beaucoup plus élevés. Cependant. l'AFP et ALF 

demeurent les deux protéines les moins bien conservées. Au niveau de la 



famille, le gène qui se conserve le plus au travers des espèces est la VDBP, 

suivie par I'ALB, ALF et I'AFP. Au niveau des domaines, celui le plus conservé 

chez ALF entre les formes humaine et murines est le domaine 2 et surtout le 

sous-domaine 2b, tandis qu'entre le rat et la souris le domaine le mieux conservé 

est le premier et le sous-domaine 3a est celui le plus conservé (tableau 3.3). 

Notons également que le sous-domaine 3c de ALF est celui qui est le plus 

dégénéré de toute la famille de l'albumine (tableau 3.3). Pour I'AFP et I'ALB au 

travers des espèces. le domaine 3 est le pius conservé. Cependant, il y a 

quelques variations au niveau du sous-domaine. Chez ALB, le sous-domaine 3b 

est le mieux conservé entre l'humain et les formes murines, alors que le sous- 

domaine 2c est le mieux conservé entre le rat et la souris. Pour I'AFP, le sous- 

domaine 3c est le plus conservé, entre ['humain et les formes murines, alors que 

le sous-domaine 3a est le mieux conservé entre le rat et la souris. Finalement, 

entre toutes les espèces le domaine et le sous-domaine les mieux conservé pour 

VDBP sont le domaine 1 et le sous domaine 1 b (tableau 3.3). 

Certains acides aminés tels que la cysteine et le tryptophane, lorsqu'ils 

sont présents dans une protéine, sont des acides aminés réactifs et susceptibles 

d'interagir avec d'autres acides aminés ou divers ligands. Chez ALF de rat 3 

cystéines libres et 2 tryptophanes sont retrouvés. Chez la souris seulement 2 

cystéines sont libres mais 5 tryptophanes sont présents, alors que chez I'humain 

aucune cystéine n'est libre et aucun tryptophane n'est présent (tableau 3.2 et 

figure 3.6). En 1998, une publication a démontré que ALF humaine était en fait 

une protéine identifiée auparavant à partir de gel de protéine sérique (431), soit 

I1a1T-glycoprotéine originalement nommé tryptophan-poor al-protein (432). 

3.3.7 Phylogénie de la famille de l'albumine 

Au niveau de l'évolution, d'après ces homologies de séquence, il semble 

que ALF et I'AFP sont les gènes les plus rapprochés et qu'ils doivent être 

apparus à partir d'un ancêtre commun différent de l'albumine. VDBP est celui qui 

s'est dupliqué le premier de l'ancêtre commun aux membres de la famille de 



I'albumine ce qui explique sa plus faible homologie avec les autres membres de 

la famille et sa perte de deux exons internes. Ainsi, en utilisant les séquences 

protéiques humaines, de rats et de souris de tous les membres de la famille de 

I'albumine pour les compiler à l'aide d'un logiciel de phylogénie (Phylip 3.5 et 

Clustalw 1.7). il est possible de créer un schéma évolutif. Ce schéma montre 

bien que VDBP s'est dupliqué en premier, puis une seconde duplication a donné 

naissance à I'albumine et à un ancêtre commun à I'AFP et ALF. Finalement, cet 

ancêtre commun s'est dupliqué un dernière fois pour donner ALF et AFP (figure 

3.7). 

- ALF rat 

r ALF souris 

I - ALF humain 

AFP Rat 

AFP Souris 

AFP Humain 

AL6 rat 

AL6 Souris 

ALB Humain 

VDBP Rat 

VDBP Souris 

LVDBP Humain 

Figure 3.7. Arbre phylogénique de toute la famille de I'albumine réalisé à partir des 

séquences protéiques incluant toutes les séquences de la famille provenant de l'humain, du 

rat et de la souris. Cet arbre démontre que I'AFP et ALF se sont dupliqués à partir d'un 

ancêtre commun différent de l'albumine. Cet arbre a été généré à partir des logiciels clustalW 

1.7 (6) et Phylip 3.5 (7) puis la présentation a été effectuée avecle logiciel Drawtree. 



Sérum de rat Sérum humain 

Figure 3.8. Calcul des points isoélectriques pour ALF de rat et humaine en présence de 9M d'urée. 

Ces images sont obtenues par la superposition de la membrane ayant servi à I'immunodétection 

colorée au bleu de coomassie avec I'autoradiogramme de I'immunodétection obtenu avec cette 

même membrane, permettant ainsi d'illustrer sur la même image ALF et I'ALB. Les fractions 

correspondent à des portions de 5mm de la carotte utilisée. Le pH de ces fractions ayant été 

mesuré ceci permet d'attribuer un point isoélectrique à ALF et ALB. M = marqueur de poids 

moléculaire. Le pi obtenu pourALF de rat est de 6.4 alors que pourALF humaine il est de 5.0. 

Tableau 3.4. Compilation des points isoélectriques théoriques, publiés et expérimentaux 

~heor ique~  Litterature Expérimentale 
ALF humain 5,8 --- 5 2 4  (5,o) 

AFP humain 6 2  4,75 (5,~) '  --- 
AFP rat 5,5 4,8 (4.8; 5,05)~ ---- 

VDBP humain 5,3 4,8 ' ---- 
VDBP rat 5,9 5,2 ---- 

Tableau compilant les points isoélectriques calculés, des pl parus dans la littérature et des pl obtenus 

dans cette thèse pour les différents membres de la famille de l'albumine. Les données entre 

parenthèse correspondent aux points isoélectriques mesurés en présence d'urée (9M). a) points 

isoélectriques théoriques calculés avec le logiciel isoelectric du GCG 8.0 b) Candiano G., Ghiggeri 

G.M., Delfino G., Queirolo C., Vecchio G., 1986, J- Chromatogr. 374(2) p279-88 c) Pardridge V.M., 

Triguero D., Buciak J., Yang J., 1990, J. Pharmacol. Exp. Ther., 255(2) p.893-9 d) et e) Bélanger, L. & 

Dufour, D., Étude de la microhétérogénéité de l'AFP du rat. p25-56 in Masseyeff. R. (ed.) C.R. Conf. 

Int. L'Alpha-foetoprotéine, INSERM Paris, 1974, f) Imawari M., Kida K., Goodman D.S., 1976, J. Clin. 

lnvest., 58(2) p514-23 g) Cooke, N.E., 1986, J. Biol. Chem., 261(7) p3441-50. 

96 KDa 

66 KDa 

45KDa 

31 KDa 



3.3.8 Détermination du point isoélectrique de ALF 

La détermination du point isoélectrique (pl) de ALF humaine et de rat a 

tout d'abord été réalisé en conditions dénaturantes (en présence de 9M d'urée), 

un pl de 5'0 a été obtenu pour ALF humaine et de 6.4 pour ALF de rat (figure 3.8 

et tableau 3.4). Avec les mêmes gels, un pl de 5.8 a été obtenu pour I'ALB 

humaine et de 6.6 pour I'ALB de rat (figure 3.8 et tableau 3.4). Dans la littérature, 

le point isoélectrique de I'ALB humaine en condition dénaturante est de 6,1 (433) 

(tableau 3.4). corrélant avec notre résultat. En condition native (en absence 

d'urée), un pl de 5,24 a été obtenus pour ALF humaine et de 5.35 pour ALF de 

rat. 

3.3.9 Analyses de diverse pathologies 

Grâce aux anticorps anti-ALF humaine et de rat, un criblage du niveau 

sérique de ALF dans plusieurs sérums normaux et dans différentes pathologies 

humaines a été entrepris en collaboration avec Mlle. Diane Hamel. Dans les 

sérums de personnes en santé, il n'y a pas de variation du niveau de ALF (figure 

3.9A). Suite à l'obtention de sérum provenant de plusieurs patients atteints de 

différentes maladies, des imrnunodétections ont été exécutées afin de vérifier si 

une variation de l'expression de ALF pouvait être associée à ces diverses 

pathologies. Des sérums provenant de patients atteints de leucémie, de colite, 

d'hyper- et d'hypo-thyroïdisme et d'insufisance rénale ont été obtenus. Seule 

une légère baisse a été aperçue dans plusieurs cas d'insuffisance rénale (figure 

3.98). 

Par la suite, il était intéressant de vérifier si ALF variait dans 

I'analbuminérnie. L'absence de sérum de gens analbuminémiques a amené 

l'utilisation de sérums provenant de plusieurs rats Nagase, qui sont des rats 

analburninémiques (434). Le taux sérique de ALF est augmenté dans le sérum 

de ces rats (figure 3.9C), mais cette augmentation n'est pas suffisamment 

substantielle pour être considérée importante car chez ces rats 



analburninémiques toutes les protéines sériques sont quelques peu augmentées 

(435) et ALF ne fait pas exception. 

Sérums # 

A) SBrums humains 
normaux - - - - . C F - - -  

Pa- # 
H 72 73 74 75 

B) Sérums humains 
insuffisance rénale 

Rat # 
R I 2 3 4 5  

C) Rats Nagase --*S, 

Figure 3.9. Études de la variation de ALF dans différentes conditions chez l'humain et 

le rat. A-C) Immunodétection avec @ I  des sérums de rat ou humain dilués 1/25, et avec 

I'anti-ALF humain ou de rat utilisé à une dilution 1/10000 A) Sérums humains normaux. 

Les chiffres correspondent chacun a une personne normale qui nous a fourni du sang. 

Aucune variation significative du taux sérique de ALF n'est détectée. B) Sérums 

provenant de patients atteints d'insuffisance rénale. Les numéros correspondent au 

numéro de chaque patient. Une légère baisse du tauxsérique de ALF est détectée chez 

certains patients. C) Sérums provenant de 5 rats Nagase qui sont des rats 

anaibuminémiques (12)- L'augmentation du taux sérique de ALF n'est pas significative 

puisque toutes les protéines sériques de ces rats sont légèrement plus élevées. 

L'expression au cours du développement de I'AFP et de ALF possède un 

patron réciproque, à savoir que lorsque I'AFP s'éteint (quelque jours après la 

naissance) ALF, pour sa part voit son expression débuter pour atteindre son 

maximum au moment où I'AFP a presque entièrement disparue. Pour vérifier si 

cette réciprocité pouvait être due au fait que I'AFP et ALF utilisent des éléments 

de régulations communs, tel que l'amplificateur intergénique ou des facteurs de 

transcription communs dont les concentrations disponibles seraient limitées, une 

hépatectomie partielle chez des rats adultes et le traitement de rats nouveau-nés 

a la dexaméthasone, deux conditions ayant pour effet de faire varier l'expression 



de I'AFP, ont été exécutés par Alain Lamontagne. Suite à I'hépatectomie partielle 

ALF, tout comme I'ALB et contrairement à I'AFP (13), voit tout d'abord sont 

expression diminuer pour, par la suite, revenir à son niveau normal et un peu 

plus élevé, alors qu'il est connu que l'expression de I'AFP est réactivée lors de la 

réinitiation de prolifération hépatique (12, 13). Finalement, il est bien démontré 

que la DEX réprime le promoteur de I'AFP (1 10, 130, 141, 144, 146). Par contre 

elle n'a pas d'effet sur l'expression de ALF. 



3.4 Discussion 

L'alpha-albumine est le tout dernier membre de la famille de l'albumine à 

avoir été identifié et cela dans le laboratoire d'accueil (21, 426). À mon arrivée 

dans le laboratoire, seule ALF de rat avait été identifiée. II était alors intéressant 

d'aller cloner la forme humaine de ALF. C'est dans ce but qu'a été entrepris le 

criblage d'une banque d'ADNc de foie humain (chapitre 2). Ensuite, à l'aide des 

clones obtenus, la surexpression de ALF dans des systèmes procaryotes et 

eukaryotes a été tentée. Une expression du gène complet de ALF a été obtenue 

avec le système procaryote GST (pGEX-2TIALF. figure 3.1A) et avec des 

transfections transitoires dans les lignées cellulaires eukaryotes HepG2 et 293 

avec le vecteur pCI1ALFAK (figure 3.2F). Les quantités de protéines exprimées 

dans les deux cas étaient toutefois trop faibles pour penser à les purifier afin de 

faire des analyses fonctionnelles. Pour obtenir une quantité suffisante de ALF 

pure, il faudrait améliorer la production à partir des systèmes procaryotes en 

utilisant des systèmes plus permissifs pour l'expression de longues protéines tels 

que les systèmes n'ajoutant que 6 histidines en fusion avec la protéine a 

exprimer. Cependant, I'expression dans de tels systèmes est un peu risquée 

pour faire des études fonctionnelles puisqu'il a été démontre que l'AFP de rat 

produit chez E.coll' n'est plus capable de lier i'estradiol et ceci serait occasionnée 

par la formation d'une mauvaise structure quaternaire (mauvais appariement des 

ponts disulfures) (436). Pour éviter ce problème, il faudrait améliorer les 

systèmes d'expression eukaryotes utilisés pour ainsi obtenir des protéines 

produites dans une lignée hépatique, assurant ainsi la bonne fonctionnalité de 

ALF. Récemment, le laboratoire a obtenu un système d'expression bicistronique 

(437). Ce système a pour avantage d'augmenter le nombre de clones stables 

positifs car le gène de résistance est situé sur le même messager que le gène à 

surexprimer. Ainsi lors de la sélection, les cellules résistantes sont celles 

exprimant de façon stable le gène de résistance donc exprimant également le 

gène désiré. Ce système pourrait donc être une option à envisager pour tenter 

de surexprimer ALF. L'utilisation des systèmes de surexpression chez la levure 



qui sont des systèmes produisant de grandes quantités de protéines pourrait 

également être envisagée. II a été démontré que I'AFP produit dans ces 

systèmes est totalement fonctionnelle (436). Toutefois, I'AFP est une protéine 

faiblement glycosylée, alors que ALF possède plusieurs sites potentiels de N- 

glycosylation et il est connu qu'il y a des différences au niveau de la glycosylation 

en ce qui concerne la composition et le nombre de sucre d'un tissu à l'autre et 

d'une espèce à une autre (123). Ainsi, il serait possible que ces systèmes 

fournissent une grande quantité de protéines dont les fonctions seraient quelque 

peu différentes de celles produites de façon endogène par le foie. II en va de 

même avec des systèmes plus productifs tels que les Baculovirus (438), qui 

produisent des protéines à partir de cellules d'insecte. Par conséquent, si ces 

systèmes sont employés, l'étude devra être fait avec beaucoup de précaution. 

Avec les systèmes d'expression procaryotique, une grande quantité de la 

portion N-terminale de ALF, soit les 150 premiers acides aminés fusionnés a 

GST a été exprimée. Avec ces protéines de fusion, des anticorps anti-ALF 

humain ont été produits via l'immunisation d'un lapin. La caractérisation de ces 

anticorps permet d'affirmer qu'ils sont capables de reconnaître les formes 

dénaturées et natives de ALF et cela de façon spécifique ne reconnaissant que 

la forme humaine sans hybridation croisée avec ALF de rat (figure 3.2A,D) ou de 

souris (figure 3.2C). Ces anticorps sont donc devenus un outil de vérification 

indispensable lors des tentatives de surexpression. De plus, grâce à ceux-ci, un 

criblage préliminaire de différentes pathologies a été entrepris dans le but de 

déceler une corrélation entre des variations de I'expression de ALF et une 

maladie. Pour l'instant, quelques pathologies ont été testées et dans certains cas 

dlinsufFisance rénale I'expression de ALF est plus basse (figure 3.98). Toutefois 

avant de poursuivre un tel criblage, il serait important de mettre au point un test 

de type R.I.A. (428) pour ainsi posséder un test quantitatif du taux sérique de 

ALF et par conséquent obtenir des corrélations fiables qui pourraient servir pour 

dépister ou pour suivre la progression de ces pathologies. Un tel test permettrait 

d'approfondir la corrélation avec I'insufFsance rénale. Dans le cas de 



l'insuffisance rénale, il a été démontré que le niveau de l'albumine est diminué 

(439). mais celle-ci n'est pas un marqueur fiable (440). Toutefois, les petites 

protéines gIycosyIées avec une courte demi-vie seraient de bons marqueurs du 

métabolisme protéique au cours de l'insuffisance rénale (441). Afin de continuer 

ce criblage, d'autres pathologies devraient être ciblées telles que toutes 

complications reliées au foie : l'hépatite, la cirrhose, I'hépatocarcinome, la 

tyrosinémie héréditaire, la maladie de Wilson etc. En prenant en considération 

que les membres de la famille de l'albumine possèdent tous comme fonction de 

transporter divers ligands, tels que les acides gras et la bilirubine, il serait 

également intéressant d'étudier des pathologies telles que, entre autres, 

I'hyperlipidémie, I'adenoleukodystrophie, I'hyper-cholesterolémie et la jaunisse. 

Pour ['instant, environ 150 sérums différents ont été testés et tous contenaient 

ALF. Cet échantillon est trop petit pour affirmer que ALF est toujours présente 

donc essentielle chez l'adulte, mais cela abonde en ce sens. 

Deux formes (77Kda et 81Kda) de ALF de rat sont visualisées par 

immunodétection (figure I A  du chapitre 2). Ces deux formes sont fort 

probablement des variants de glycosylation car : 1) le poids moléculaire calculé 

(69,3Kda) de ALF ne correspond pas a son poids moléculaire réel (-77Kda ou 

81Kda) (donc environ 10% de son poids provient des carbohydrates) 2) lors 

d'une chromatographie sur une colonne de concanavalin A (ConA) sépharose 

(qui a pour propriété de retenir les protéines glycosylées) ALF est retenue (figure 

3.2E). Lorsque ALF humaine est détectée par irnrnunodétection (figure 3.2)' 

contrairement à son orthologue de rat, elle ne possède qu'une seule forme et 

celle-ci correspond à la forme de 77Kda. Cette différence est probablement due 

au fait que la forme humaine ne possède que 4 sites potentiels de N- 

glycosylation, soit un de moins que le rat (figure 3.5). Ainsi chez le rat, le 

cinquième site doit subir une glycosylation partielle, amenant une glycosylation à 

4 ou 5 endroits sur la protéine. Par conséquent, la conservation de seulement 4 

sites chez l'humain et l'utilisation partielle d'un cinquième site chez le rat laisse 

croire que les quatre sites conservés sont essentiels a la fonction de ALF. 



La comparaison de séquences de tous les membres de la famille de 

I'albumine ensemble et entre leurs orthologues d'humains, de rats et de souris, 

amène la conclusion que ALF et I'AFP sont les gènes les plus rapprochés, que 

ce soit au niveau de leur homologie de séquence protéique (tableau 3.1) ou 

promotrice (car le promoteur de ALF a plus d'homologie avec celui de I'AFP 

qu'avec celui de I'ALB) (figure 1.5) ou au niveau de la conservation des acides 

aminés formant leurs poches hydrophobes (tableau 3.2). La compilation des 

différentes séquences de la famille et la génération d'un arbre phylogénique 

démontrent ce lien évolutif entre I'AFP et ALF (figure 3.7). Ainsi, au cours de 

l'évolution, suite à la duplication des domaines 1, 2 et 3 ayant mené à la 

formation de l'ancêtre commun à toute la famille (24)- il y aurait eu une première 

duplication. Celle-ci aurait donné naissance à VDBP, qui ne subira aucune autre 

duplication par la suite, et à une albumine ancestrale. Cette première duplication 

aurait eu lieu il y a environ 560 millions d'années (24). Par la suite, cette 

albumine ancestrale aurait subit une duplication donnant naissance à I'albumine 

et à une alpha-albumine ancestrale (ancêtre de ALF et AFP). En considérant que 

I'AFP aurait divergé de I'albumine il y a environ 280 millions d'années (24)' il est 

alors fort probable que cette seconde duplication donnant naissance à cette 

alpha-albumine ancestrale a eu lieu peu de temps avant. Toutefois, cette alpha- 

albumine ancestrale a dû subir une duplication assez rapidement après son 

apparition pour donner naissance a I'AFP et à l'alpha-albumine car les 

divergences existant entre I'AFP et I'ALB (qui ont servit à estimer ce temps) sont 

à peu près équivalentes à celles entre ALF et I'ALB. Il est estimé que I'AFP est 

apparue après la séparation entre les amphibiens et les reptiles (24). ALF est 

donc aussi apparue suite à cette division, par conséquent, le couple ALFIAFP ne 

devrait pas être retrouvé dans les espèces issues des amphibiens, mais 

uniquement dans les espèces issues de la branche des reptiles. Ceci est 

démontré pour I'AFP: alors que I'AFP est détectée dans les oiseaux (442)' les 

poissons (443) et les mammifères (444)' il n'en est pas retrouvé chez les 

grenouilles (445) qui contiennent cependant de I'albumine (24,445). 



L'expression réciproque entre I'AFP et ALF au cours du développement 

amène l'hypothèse que la duplication de l'alpha-albumine ancestrale a eu lieu 

pour permettre à ALF et à I'AFP de partager certaines fonctions chez l'embryon 

et chez l'adulte. L'apparition, dans la branche des reptiles, du sac vitellin (446) 

pourrait avoir créé une demande énergétique plus élevée. L'apparition de I'AFP 

est alors venue améliorer le transport des nutriments chez l'embryon pour ainsi 

contribuer à combler cette demande. Après la duplication, I'AFP aurait donc 

évolué de façon à voir son expression devenir uniquement embryonnaire. Ainsi, 

son promoteur, qui à ce moment devait être équivalent à celui de ALF, a vu 

apparaître certains éléments régulateurs couplant sa régulation à la prolifération 

cellulaire, restreignant ainsi son expression a l'embryon (7, 130, 144). Si I'ALF et 

I'AFP partagent des fonctions des régions homologues devraient être retrouvées 

dans la séquence des deux protéines. Plusieurs segments protéiques dont 

l'homologie atteint les 60% sont retrouvés. De plus, deux segments de la 

protéine situés à la fin de la première poche hydrophobe sont très bien 

conservés chez toutes les espèces présentées (7/7 et 8/9 a.a. identiques). Ainsi, 

ces deux segments pourraient être des sites de liaisons pour des ligands 

communs entre ALF et AFP. II est intéressant de noter que chez I'AFP humaine 

se retrouve qu'un seul site potentiel de N-glycosylation et que celui-ci se situe 

dans la première poche hydrophobe (figure 1.4), alors que chez ALF humaine se 

retrouvent 4 sites potentiels de N-glycosylation, dont 2 situés dans la seconde 

poche hydrophobe et aucun dans la premiere (figure 3.5). 11 est alors possible 

que la glycosylation crée un encombrement stérique atténuant l'activité des 

poches hydrophobes puisque la seconde poche hydrophobe de I'AFP, celle non 

glycosylée, est la plus active quant à la liaison de différents ligands (88, 447). 

Par conséquent, ALF aurait évolué de façon à maintenir son expression chez 

l'adulte et aurait conservé une ou des fonctions de la première poche 

hydrophobe alors que les fonctions menées par sa seconde poche ne seraient 

plus essentielles chez l'adulte, d'où sa glycosylation. La comparaison de ALF au 

travers les espèces montre que son domaine 2 (qui contient la premiere poche 



hydrophobe) est le domaine le mieux consewé entre l'homme et les formes 

murines (tableau 3.3). De même, le sous-domaine 3c de ALF est très dégénéré 

entre les espèces (tableau 3.3), alors que chez l'AFP ce sous-domaine est le 

plus conservé (tableau 3.3). Ainsi, ALF aurait divergé de I'AFP pour maintenir les 

fonctions de la première poche hydrophobe. La comparaison des sites de Iiaison 

connus pour I'AFP et pour I'ALB dans cette première poche hydrophobe par 

rapport à ALF, montre que cette dernière conserve les sites de Iiaison pour la 

bilirubine et pour les acides gras (28). Également, le faible taux sérique de ALF 

chez l'adulte (-20pgImi) par rapport à I'AFP chez l'embryon (-3mglml) 

s'expliquerait par le fait que les fonctions communes à I'AFP et à ALF n'ont pas 

besoin d'une grande concentration de protéines pour être exécutées. Ces 

fonctions pourraient être de transporter des ligands de faible concentration qui ne 

peuvent demeurer libres dans le sérum adulte. De plus, de façon indépendante. 

ALF pourrait avoir évoluée une fonction de transport d'un ligand spécifique 

transporté par aucun autre membre de la famille, comme c'est le cas pour VDBP 

(liaison de la vitamine D et de I'actine (71. 74)). 

II a été démontré que I'AFP était le gène de la famille qui évoluait le plus 

rapidement (24, 38). ALF doit sûrement évoluer aussi rapidement que I'AFP car 

les pourcentages d'identité de ALF inter-espèces sont aussi faibles que ceux de 

I'AFP (tableau 3.1). De plus, plusieurs différences majeures sont retrouvées 

entre ALF de souris et de rat qui sont deux espèces assez rapprochées : ALF de 

souris et de rat ne possèdent pas la même longueur, n'ont pas le même nombre 

de ponts disulfures et possèdent un nombre différent d'acides aminés réactifs 

(tableau 3.2). 

II est connu que les AFP de rat et de souris sont capables de lier 

I'estradiol, alors que I'AFP humaine ne le peut pas (100). Au niveau de 

l'homologie inter-espèce de I'AFP (tableau 3.3) entre la forme humaine et les 

formes rnurines, le sous-domaine 3c est le sous-domaine le mieux consewé, 

alors qu'entre les deux formes murines, le sous-domaine 3a est le mieux 



conservé. II a été démontré que le site de liaison de l'estradiol se situe justement 

dans ce sous-domaine 3a (97). Ainsi, les différences d'homologies qui existent 

chez ALF entre la forme humaine et les formes murines ainsi qu'entre les formes 

murines entre elles (le domaine 2 est le domaine le mieux conservé entre 

humain et murin, alors que le domaine 1 est le mieux conservé entre les formes 

murines (tableau 3.3)) pourraient laisser croire que ALF murin possède 

également des fonctions différentes de ALF humain. 

Au niveau de la régulation de I'expression de ALF, Alain Lamontagne 

démontre dans ses travaux que I'expression de ALF est régulée positivement par 

HNFl et CIEBP et qu'il n'existe pas d'amplificateur, dans la région 5' du locus, 

régulant son promoteur (140). Ainsi, il était intéressant de vérifier si I'expression 

de ALF ne pouvaient pas influencer la régulation de I'AFP et vice-versa, soit en 

partageant certains facteurs de transcription qui seraient en quantité limitée ou 

en partageant des éléments de régulation communs tels que l'amplificateur 

intergénique. L'intoxication au C C 4  a pour effet d'induire, après 48 heures de 

traitement, l'apparition de I'AFP (12) alors que I'expression de ALF n'est pas 

affectée par ce traitement (140). Par conséquent, si les facteurs de transcription 

communs à I'AFP et à ALF (HNFI et C/EBP) étaient en quantité limitée, une 

baisse de I'expression de ALF au moment de la réexpression de I'AFP aurait été 

détectée, ce qui n'est pas le cas. Dans le même ordre d'idée, I'hépatectomie 

partielle a pour effet de réinitier la prolifération hépatique, ce qui occasionne la 

réouverture du locus AFP (12). Ainsi, lors de la régénération hépatique suite à 

une hépatectomie partielle, l'AFP est réexprimée. ce qui devrait avoir pour effet, 

si ALF et AFP utilisent des facteurs de transcription communs présents en 

quantité limitée, de réprimer I'expression de ALF. Mais ce n'est pas le cas non 

plus (140). Ainsi les promoteurs de ALF et de I'AFP ne s'influencent pas quant a 

l'utilisation de facteurs de transcription. La même conclusion est obtenue lorsque 

I'AFP est réexprimée chez les rats Buffalo atteints d'un hépatome. Car malgré la 

réexpression de I'AFP, le niveau de ALF se maintient. II restait à savoir si 

l'amplificateur intergénique était capable d'influencer le promoteur de ALF. 



L'injection de dexaméthasone à des rats nouveau-nés a pour effet de réprimer 

I'expression de I'AFP via la fermeture du site DHI qui correspond au promoteur 

de I'AFP. Cependant le site DHII, qui correspond à l'amplificateur intergénique, 

demeure ouvert et est donc disponible pour d'autres promoteurs (1 30, 144, 146). 

Ainsi, si cet amplificateur possède une action positive sur I'expression de ALF, 

dans ces conditions, une augmentation de I'expression de cette dernière devrait 

être détectée. Ce n'est pas le cas, I'expression de ALF n'a pas été induite par le 

traitement à la DEX et celle-ci est même légèrement réprimée. Ainsi, les locus 

AFP et ALF sont régulés de façon indépendante. Le maintien, dans toutes les 

espèces testées, de la présence de ALF en 3' de I'AFP au cours de l'évolution 

n'est donc pas dû à une pression sélective impliquant un partage d'éléments 

régulateurs comme cela est proposé pour I'ALB et I'AFP (21)' qui eux partagent 

probablement l'amplificateur intergénique (65). 



Chapitre 4 

The Hepatitis B viral core prornoter is strongfy activated by the 

liver nuclear receptor fetoprotein transcription factor (FTF) or by 

ectopicaily expressed steroidogenic factor 1 (SF1) 

Note : Ce projet était mon projet principal de doctorat, j'ai donc fait toute la 

recherche bibliographique ainsi que la planification des expériences. J'ai fait la 

plupart des expériences présentées dans ce papier. J'ai eu de l'aide de Mme. 

Sylvie Roy pour les mutations et les gels de retardements. La mise en évidence 

de la présence de SF1 dans la lignée cellulaire HepG2 a été faite par M. Luc 

Galarneau. Les transfections avec FTFALBD ont été réalisées par M. Alain 

Lamontagne. J'ai fait la rédaction complète de la première version du manuscrit 

et participer à la lecture critique des versions suivantes. 



Résumé 

Le récepteur nucléaire orphelin FTF a été précédemment identifié comme 

étant un régulateur spécifique du gène de l'alpha-foetoprotéine durant le 

développement hépatique précoce et dans la réponse aux signaux hormonaux 

(Galarneau, L., J.-F. Paré, D. Allard, D. Hamel, L. Lévesque, J. D. Tugwood, 

S. Green, and L. Bélanger. 1996, Mol. Cell. Biol. 16:3853-3865). Une analyse 

fonctionnelle des interactions de FTF avec le promoteur de la nucléocapside de 

HBV est présentée dans ce manuscrit. Des gels de retardement montrent que le 

K core promoter )> de HBV contient deux sites de liaison de haute affinité pour 

FTF et un troisième, de faible affinité, partagé avec d'autres récepteurs. 

t'utilisation en transfection, dans les lignées d'hepatomes HepG2, Hep3B et 

PLCIPRFIS, d'un gène rapporteur CAT sous le contrôle du K core promoter », 

avec ou sans l'amplificateur 1, montre que FTF est un activateur potentiel de ce 

promoteur et cela plus efficacement que HNF4a, HNF3a, HNF3P ou CIEBPa, Le 

facteur stéroïdogénique 1 (SFI), un homologue de FTF liant Ie même motif 

d'ADN et exprimé de façon ectopique dans les HepG2, semble posséder un effet 

inducteur supérieur à FTF. Des mutations dirigées des sites de liaison de FTF 

indiquent que FTF utilise directement ces séquences pour activer le promoteur et 

qu'il utilise ces deux sites pour l'obtention d'une interaction productive entre te 

K core promoter )> et I'amplificateur 1. Des essais de coexpression indiquent que 

FTF et HNF4a sont les partenaires les plus efficaces pour la coactivation du 

G core promoter », ce qui pourrait être largement impliqué dans le tropisme 

hépatique et dans l'amplification précoce de l'infection de HBV. Un FTF tronqué 

en C-terminal possède une fonction dominante négative qui désactive fortement 

les interactions du c core promoter » avec l'amplificateur I : ceci suggère une 

nouvelle voie pour interférer avec I'infection de HBV. 
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ABSTRACT 

Orphan nuclear receptor FTF was previously identified as a specific regulator of 

the ai-fetoprotein gene during early Iiver development and in response to 

hormonal signals (Galarneau, L., J.-F. Paré, D. Allard, D. Hamel, L. Lévesque, 

J. D. Tugwood, S. Green, and L. Bélanger. 1996. Mol. Cell. Biol. 16:3853- 

3865). Here we report a functional analysis of FTF interactions with the HBV 

nucleocapsid promoter. DNNprotein-binding ' assays show that the HBV core 

promoter contains two high-affinity FTÇ-binding sites, and a third lower-affmity 

site shared with other receptors. Transfections in HepG2, Hep3B and PLC/PRF/S 

hepatoma cells, using CAT reporter genes with the nucleocapsid promoter linked 

or not to enhancer 1, indicate that FTF is a potent activator of the HBV core 

prornoter, more efficient than HNF4a, HNF3a, HNF3P or CfEBPa. Steroidogenic 

factor 1 (SFA), a close FTF homolog which binds to the same DNA motif and is 

expressed ectopically in HepG2 cells, seerns a yet stronger inducer than FTF. 

Point mutations of the FTF-binding sites indicate direct FJF activatory effects on 

the core promoter, and the use of both high-affinity sites for productive interaction 

between the core promoter and enhancer 1. Coexpression assays further 

indicate that FTF and HNF4a are the rnost efficient partners for coactivation of 

the pregenomic core promoter, which may largely account for the hepatic tropism 

and the early amplification of HBV infection. Carboxy-terminus-truncated FTF 

behaves as a dominant negative mutant to compete al1 three FTF sites and 

strongly deactivate core promoter interactions with enhancer 1: this suggests 

possible new ways to interfere with HBV infection. 



INTRODUCTION 

Viral hepatitis B is a leading cause of liver disease and primary hepatocellular 

carcinoma (HCC), and a leading cause of cancer deaths in endemic populations 

of HBV carriers (3,7,24). Vaccination has proven remarkably effective in 

preventing HBV infection (and hence HCC) in some high-nsk cornmunities (9), 

but efforts are also pursued towards pharmacological and other means of 

controlling the virus. Molecular biological studies have advanced considerably 

our understanding of how the HBV genome operates, providing important new 

clues on the natural history of HBV-related diseases, and potentially new 

therapeutical avenues. The HBV genome (Fig. 1) consists of ~3.2 kb of circular 

DNA encoding four overlapping reading frames driven by promoter and enhancer 

elements which operate in a highly liver-restricted manner. The HBV 

nucleocapsid promoter has been especially targeted for detailed molecular 

analysis, for its pivota1 role in the hepatotropism and eariy life cycle of HBV. The 

nucleocapsid promoter contains a basic core segment which carries two 

genetically distinguishable promoters, the preC and core pregenornic promoters, 

coordinateiy activated by an upstream regulatory domain (devoid of intrinsic 

promoter activity) extending from nt 1636 to 1744 (44,47). The cumulative data 

on the nucleocapsid promoter (and other HBV promoter and enhancer elements 

as well) clearly indicate that HBV hepatotropism basically reflects the combined 

need of several Iiver-enriched transcription factors in order for the HBV genorne 

to replicate effkiently: HBV transgenes are transcribed mostly in liver (1,2,23), 

transfected HBV transcribes and replicates better in well differentiated 

hepatocellular lines (8,19,37,39), and some especially virulent strains of HBV 

contain mutations that convert nucleocapsid promoter sequences into novei, 

high-affinity sites for Iiver-type transcription factors (1 5,20,26,33); chronic HBV 

hepatitis culminating in HCC (1 1) also implies that HBV makes sustained efficient 

use of liver transcription factors. 



Like for the HBV genome, expression of the albumin-related genes is highly 

restricted to hepatocytes. Amongst its close relatives of this four-mernber family 

(5). the al-fetoprotein (AFP) gene is also differentially regulated in response to 

developmental and hormonal signals (4.6.13). In our analysis of AFP-specific 

gene regulation, we have pinpointed a critical promoter element, absent from the 

other albumin genes and activated by the "Fetoprotein Transcription Factor" 

(FTF)' (6.13,14), a nuclear receptor expressed selectively in liver, pancreas and 

intestine (13.35). FTF is a novel member of the drosophila fushi tarazu F I  (FTZ- 

F I )  family of orphan receptors, and a close homolog of steroidogenic factor 1 

(SFI) expressed in steroidogenic ceIl lineages (17). FTF is part of a 

transcriptional liver differentiation cascade that involves HNF3P (35). HNF4a and 

HNFIa (32), and FTF emerges as the key rate-limiting factor for AFP gene 

activation in response to Iiver growth and metabolic signals. 

In Our initial survey of  potential FTF gene targets (13), we noted that the HBV 

nucleocapsid promoter contained two apparent high-affinity FTF-binding sites 

(FTF#I and FTF#2 in Fig. 1). This seemed of particular interest to us regarding 

FTF reactivity to developrnental signals in a different promoter context, and also 

because HBV functions rnight perhaps be down-regulated using FTF-directed 

strategies. The results presented here indicate indeed that FTF is a potent 

activator of the HBV pregenornic core promoter. Furthermore, molecular 

hindrance at the FTF binding sites strongly interferes with HBV promoter- 

enhancer functions, suggesting possible new opportunities to antagonize HBV 

replication. 

' The FTF gene symbol has been approved by the Genome Database Nomenclature 

Committee (accession number GDB:9837397); in a recently proposed 

nomenclature, FTF corresponds to NR5A2 (Nuclear Receptors Nomenclature 

Committee. 1999. A unified nomenclature system for the nuclear receptor 



MATERIALS AND METHODS 
Electrornobility shift assays 

EMSA analyses were conducted as described previously (6,13), using total 

nuclear protein extracts and "P-labelled HBV-FTF#2 oligonucleotide 

1 6 8 9 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ l T ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ' " 7  (with EcoRl overhangs) as a probe. 

Unlabelled oligonucIeotides (with EcoRl overhangs) HBV-FTF#2 and HBV- 

FTF#I ( 1 6 3 8 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 1 6 5 7 ) ,  the AFP promoter FTF-binding 

sequence TGUCAAGGACA (FTFa) or its nonbinding mutant TGTTCAATGAAA 

(FTFrn) (13) and the HBV-HNF4#2 sequence 1 7 n ~ ~ ~ T T ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 1 7 6 9  or its 

mutant AAATTAAAAATCT were used as competitors in EMSA reactions. 

Supershift assays (13) used human FTF (14) antisenrm raised in rabbits against 

the hFTF extra-DBD C-terminal domain (hFTF-GST fusion protein; Pharmacia 

pG EX4T3); anti-SF1 antibodies were obtained from Upstate Biotech I nc. 

Gene constructs 

HBV DNA segments from luciferase vectors ABluc and ABlucAe (29) (kindly 

provided by Dr. Aleern Siddiqui) were transferred into pBluescriptSK+ CAT- 

expression vector SKCAT (Stratagene; CAT insert at HinDIIIISamHI). The 522-nt 

Aval fragment (blunted) of ABlucAe (containing the HBV core promoter) was 

inserted at the HÏnDIII site (blunted) of SKCAT, to yield HBV promoter-CAT 

construct HP. The 343-nt HBV enhancer 1 DNA segment of ABluc was amplified 

by PCR, fitted with 5' Kpnl and 3' Sall sites, and cloned into vector HP digested 

with Kpnl and Sall, to generate HBV enhancerlpromoter-CAT construct HEP. 

Point mutations were introduced into HBV promoter sequences FTF#1, FTF#2 

and HNF4#2 using PCR-directed mutagenesis (PFU polymerase protocol of 

Stratagene). Nucleotide changes were inserted at G-contact points needed for 
1652 FTF binding to its AFP promoter site (13). Mutations m l  ( 1 6 4 4 ~ ~ ~ ~ ~ ~ l l T  - -  ), 

rn2 (1701 TCAATATTG'~'~) - -  and m4 (' 7 " ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ' 7 6 9 )  - - were in trod uced 

into vectors HP and HEP at either FTF#I (HPrnI, HEPml), FTF#2 (HPm2, 



HEPm2) or HNF4#2 (HPm4) sites, or at both FTF sites (HPml2, HEPml2) or at 

al[ three FTF and HNF4#2 sites (HPml24, HEPmi24); mutations were confirmed 

by sequencing. The core promoter domain was further dissected into a 127-nt 

DNA segment (see Fig. 3, vector HPA) leaving out the FTF#I and HNF4#2 

sequences and the major initiation sites for the C (1 81 8-1 822) and preC (1 785- 

1793) mRNA transcripts (42.44) but keeping two upstream C promoter initiation 

sites mapped by Siddiqui's group (29) (see Fig. 1): synthetic oligonucleotides 

overlapping within the targeted DNA region were annealed, filled with Klenow, 

fitted with 5'-Sa11 and 3'-HinDII I ends. and cloned into SalllHinDI II-digested 

SKCAT; vector HPAm2, carrying FTF#2 mutation m2 (above) was obtained by 

the sarne strategy. 

To obtain human expression vector pClhFTF, full-length human FTF cDNA (3.8 

kb) was retrieved from a UniZAP-XR library (Stratagene) (14). released frorn the 

cloning vector by digestion with EcoRl and Xhol, and transferred into EcoRIISall- 

digested vector pCI from Promega. Carboxy-terminus-tru ncated FTF vectors 

pClmFTFAAF2 and pClrFTFALBD are mouse FTFILRH-1 and rat FTF constructs 

pfA2 and pfA3 in ref. 1 3. 

Transfections 

Transient transfection assays were conducted in human hepatorna cell lines 

HepG2, Hep3B and PLC/PRF/S, or in HeLa cells (al1 lines obtained from 

American Type Culture Collection), using the calciu rn phosphate procedure 

previously described (6, 13). Cells (1.5 to 2.5 X 1 o6 in 1 O-cm petri dishes) were 

maintained at 3 7 O  with 5% CO2 in low-glucose DuIbecco's modified Eagle's 

medium (GIBCO) containing 10% fetal bovine serurn (Wisent) and 1% 

penicillinlstreptomycin. Cells were cotransfected with 5 pg of HBV-CAT reporter 

construct, 10 pg of transcription factor expression vector, and 2.5 pg of 

pRSVlacZ to control for transfection efficiency (in Our assay conditions, titrations 

with 0.1 to 30 pg of transcription factor expression vectors have shown that 



maximal activatory effects are generally obtained with 5-10 pg of vector). Cells 

were washed with Hepes 10 mM 16 h after transfection. CAT activities were 

measured by thin-layer chromatography and phosphorimaging (Storm 860 

Molecular Dynamics system equipped with the Imagequant software) 48 h 

(HepG2, Hep3B. HeLa) or 72 h (PLCIPRFIS) after transfection. Expression 

vectors for transcription factors used viral enhancerlpromoter elernents from 

MSV (CIEBPa), RSV (HNFla), and CMV (FTF, FTFdF2, FTFALBD, HNF4a, 

HNF3cc, HNFSP, SPI, SFI). 



RESULTS 
The HBV core promoter contains two high-affinity FTF-binding sites 

A cornputer search for FTF recognition sequences in the HBV genome (using the 

GCG Wordsearch software) retrieved only the two candidate sequences we had 

noted (13) in the upstream regulatory region of the basic core promoter, one 

matching the FTF consensus binding site T/CCAAGGTCA/G (HBV-fTF#2), the 

other with one rnisrnatch (HBV-FTF#l, CCAAGGTCt) (see Fig. 1). To test these 

sequences for FTF binding in vitro, electrornobility shift assays were carried with 

an oiigonucleotide probe encompassing HBV-FTF#2, and total nuclear protein 

extract from Hep3B cells. Retarded proteinfDNA complexes formed as expected 

for hurnan FTF variants (13), and they were effkiently displaced with 20-fold 

molar excess of cold oligo HBV-FTF#I, HBV-FTF#2, or AFP-FTF (FTFa) (Fig. 1, 

lanes 3, 5, 7) but not by 100-fold excess of mutant AFP-FTF oligo FTFm (Fig. 1. 

lane 8); furthermore, the specific bands were supershifted by anti-FTF 

antibodies, with no effect by antibodies against the closely related SFI protein 

(Fig. 1, lanes 9-10). These results confirmed that the HBV core promoter 

contained two high-affÏnity FTF-binding sequences, in the close vicinity of binding 

sites for other liver-enriched transcription factors (CIEBP, HNF3 and HNF4) (see 

Fig. 1). The HBV-FTF#2 site displayed greater affinity for FTF than the HBV- 

FTF#I site or even the strong AFP-FTF site (Kd - 0.3 nM) (1 3), as shown in Fig. 

1 by bandshift displacements at low excess of competitor (lanes 2. 4 and 6). 

Similar EMSA results were obtained uçing nuclear protein extracts frorn 

PLC/PRF/S cells (data not shown). EMSA analysis of HepG2 cells, however, 

revealed that HepG2 cells contain relatively little FTF and instead, ectopically 

express abundant arnounts of steroidogenic factor 1 (SFI): this was shown in 

reactions using specific anti-FTF or anti-SF1 antibodies (Fig. 1, lanes 12 and 13; 

see also Fig. 9A in ref. 13), and confirrned by RT-PCR analyses (our unpublished 

results). As expected from their identical DNA-binding protein dornains (13), FTF 

and SFI had similar specificity and affinity for HBV-FTF#1 or HBV-FTF#2. 



1640 FTF#1 1660 HNF4gi 1680 HNF3#ï F T F ~  
1630 CCATCAGATCCTGC~CGGG~CTTACATAAC~AGGACTC~GGACTCCCAGCMTGTCMCGAC$GA~C~GAGGCCTA 1707 

CIEBP CIEBP 
HNF3#2 1744c C* HNF 2 C 

1708 cmmGAcTGTGTGmAAGGAcTGGGAGGAGcT~GGGGAGGAGAndTTGTAmAGGAGGcTG i 785 
SPl SPI 

FTF =t SF1+ 

Figure 1 : The HBVcore promoter contains two high-affinity binding sites for nuclear receptor FTF 

(or its close relative SFI). The upper diagram displays the main structural and regulatory 

components of the HBV genome, and a partial nucleotide sequence of the core promoter (Cp): 

dots mark nucleotides present in the consensus FTF binding site. S, S l ,  S2, Spl, Spll: envelope 

genes and promoters; XMp, X gene and promoter; P, DNA polymerase; ClpreC, nucleocapsid 

gene and upstream region; ENHI, EIl: enhancers 1 and II; angled arrows, transcription initiation 

sites reported for the C (1745, 1751, 1818-1 822) and preC (1785-1793) mRNA transcripts 

(29,42,44). Autoradiograms show electromobility shift assays wnducted with 3 pg of total nuclear 
32 

proteins from Hep3B or HepG2 cells, using a P-labelled HBV-FTF#2 oligonucJeotide probe. 

Numbers above the fanes are fold molar excess of cornpeting cold oligonudeotide; HepG2 

readions used 50-fold molar excess of wmpetitors; FTF and FTFm: native and mutant FTF sites 

from the AFP gene promoter; HNF4#2 and mHNF4#2: wild-type and mutant HBV sequence 1757- 

1769; C. no mmpetitor. Lanes FTF and SF1 show supershift reactions using antibodies against 

FTF or SFI: note in the Hep3B reactions that FTF completely displaces the specifically retarded 

complexes towards an upper band (arrow, lane 9), whereas displacement is negligible with the 

HepG2 extract (lane 12) (a faint supershifted band was visible in other assays); conversely, 

specific bandshifts are strongly decreased by SF1 in the HepG2 extrad (lane 13) and not in the 

Hep3B extract (lane 10). These assays indicate highly specific occupancy of FTF#2 segment 

1689-1707 by FTF or SF1, and that FTF#l has slightly less affmity for FTFISFI than FTF#2, and 

HNF4#2 less affinity than FTF#i. 



FTF (or SFI ) strongly activates the nucleocapsid ptomoter 

The putative FTF regulatory effect on HBV core promoter activity was assessed 

by transient transfection assays in hepatorna cells HepG2, Hep3B and 

PLC/PRF/S, three human lines known to support transcription of the HBV 

genome (8, 19, 21, 37). We first tested the nucleocapsid promoter in a natural 

0.5-kb context of contiguous DNA, without enhancer I sequences (reporter 

construct HP, Fig. 2). ln al1 three hepatoma lines, cotransfection of HP with the 

FTF expression vector resulted in marked stimulation of HP activity (4.5 to 6.5 

fold, Fig. 2, lane 8). Transfection of SFI resulted in yet stronger induction (Fig. 2, 

lane 9). especially in HepG2 cells (16 fold) where ectopic SFI is already 

abundant (Fig. 1). Other transcription factors were then tested for coregulatory 

effects with FTF. Transcription factor HNF4a produced 4-fold enhancement of 

HP reporter activity in Hep3B or HepG2 cells, which is consistent with previous 

studies (16, 34), and in both lines activation by FTF and HNF4a was additive 

(Fig. 2, lanes 7, 8 and 10). In PLC/PRF/S cells (less differentiated than Hep3B or 

HepG2) the HP construct reacted poorly to HNF4a or to FTF + HNF4u (Fig. 2, 

lanes 7 and I O ) ,  and in HeLa cells only marginal stimulatory effects were 

observed with FTF and/or HNF4a (Fig. 2, lanes 7, 8, 10); a well differentiated 

hepatocytic environment seems therefore needed for efficient use of FTF and 

HNF4a. Factors C/EBPu, HNFla and HNF3a were tested in HepG2 and 

Hep3B cells, and factors HNF3p and SPI were tested in Hep3B cells. C/EBPa, 

HNF3a and HNF3P had some stimulatory effects (2 fold. Fig. 2, lanes 2.5.6). but 

none of the tested factors added significantly to the activation effect of FTF or 

HNF4a (Fig. 2, lane 11, and data not shown); instead, they generally resulted in 

lower activation by FTF andlor HNF4a (Fig. 2, lane 12, and data not shown). 

Thus, FTF and HNF4a were clearly the most efficient partners in coactivating the 

nucleocapsid promoter, which suggests productive cooccupation of their tandem 

binding sites (Fig. 1 ). 



pCI C l f B P a  HNFla SPI HNF3a HNF3B HNF4a FTF SF I  FTF 
11 12 

FTF FTF 

Figure 2 : Transient transfection assays using CAT reporter construci HP (5 pg) 

cotransfected with transcription factor expression vectors (each at 1 O pg). Results are 

averages of three or four sets of duplicate or tnplicate transfections, referred to control 

vector pCI run in parallel in each experiment and given a value of 1. Autoradiograms 

show CAT assays from HP cotransfection with void vector pCI (C) or expression vectors 

FTF (F), HNF4 (H) or FTF+HNF4 (F+H) (c, chlorampheniwl; ac, acetylated products) 

(basal HP activity in Hep3B cells, Iane Cl was easily detected with longer exposure). 



FTF directly activates the core promoter 

To establish if FTF (or SFI) induced the core promoter via sequences FTF#1 

andfor FTF#2, we used mutant reporter constructs HPml, HPm2 and HPml2. In 

Hep36 cells, basal prornoter activity of HPml or HPm2 was not significantly 

reduced, whereas HPml2 was inhibited by 30%. In HepG2 cells, HPml was 

unaffected while HPm2 was reduced by 50% and HPml2 by 80%. These results 

confirrned the use of FTFISFI by the core promoter in basal ceIl conditions, 

indicating a more active role for FTF#2, and the use of both FTF#I and FTF#2 

for optimal core promoter function. Mutation of fTF#1 or FTF#2 also reduced HP 

activation by exogenous FTF in Hep3B cells, while activation of HPm2 was 

slightly reduced in HepG2 cells, and double mutation of FTF#I and FTF#2 

inhibited the response to FTF by 65% in Hep36 cells and 45% in HepG2 cells 

(Fig. 3, lanes 2-3-4). These results indicated again that FTF#I and FTF#2 sites 

had to be simultaneously occupied for maximal activation by FTF, and also that 

FTF induction resulted largely from direct FTF action at its two promoter binding 

sites (with only one FTF site intact, the core promoter response to exogenous 

FTF was clearly less affected in HepG2 cells than in Hep3B cells: this might 

relate to abundant endogenous SF1 in HepG2 cells, allowing for greater 

saturation of a single site and perhaps more efficient use of SF1 coactivators 

present in HepG2; as noted, SFI induces the core promoter far more efficiently 

than FTF in HepG2 cells) (compare lanes 8-9 in Fig. 2). While residual basal 

activity of HPml2 was easily explained by its composite promoter activation 

domain, residual inducibility of HPml2 by FTF (Fig. 3, lane 4) suggested that 

FTF might also be acting indirectly via other promoter regulators, or that vector 

HP contained other functional FTF promoter sites. The most likely candidate for 

the latter was HNF4#2, a DR1 hormone response element (AGGTCA repeat with 

a 1-nt spacer): near canonical DR1 motifs such as HNF4#2 form avid binding 

sites for HNF4 and several other nuclear receptors (34, 45), but they are also 

recognized by FTF (EMSA reactions indicated about IO-fold Iower affinity of 

HNF4#2 for FTF or SFI, compared to FTF#I; see Fig. 1, lane 17). We then 
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Figure 3 : Transient cotransfection assays using 10 pg of FTF 

expression vedor and 5 pg of a r e  promoter reporter 

constructs. Results are averages I 1 SD from three sets of 

duplicate or triplicate transfections, referred to control 

cotransfections with vector pCI given a value of 1. 



tested HP vectors mutated in HNF4-2 (HPm4) or in FTF#I, FTF#2 and HNF4#2 

(HPrn124). Basal activity of HPrn4 was reduced by 40% in Hep3B cells and 85% 

in HepG2 cells, and HPm124 was reduced by 60% in Hep3B cells and to 

undetectable level in HepG2 cells. Induction of HPm4 by coexpressed FTF was 

also reduced by 60% in Hep3B cells (Fig. 3, lane 5) and FTF coexpression had 

only negligible effect on HPm124 in Hep3B cells and no effect in HepG2 cells 

(Fig. 3, lane 6). We further tested a minimal (1617-1755) upstream promoter 

construct lacking FTF#l and HNF4#2 (HPA, Fig. 3). HPA responded to FTF like 

construct HPml (Fig. 3, lanes 2 and 7); when HPA was further mutated at the 

FTF#2 site (HPAm2), al1 induction by FTF was again essentially eliminated (Fig. 

3, lane 8). These combined results confirrned the importance of FTF#2 and they 

were consistent with significant use of HNF4#2 by FTF/SF? when FTF is 

overexpressed and especially when its higher affinity sites are unavailable 

(HPrnl2). In Our assay conditions, it then appeared that al1 core promoter 

activation by FTF could be accounted for by its direct interaction with three FTF- 

binding sequences. The exact physiological role of FTF binding to HNF4#2 

rernains to be seen, given the abundance and higher affinity of alternate 

receptors competing for the DR1 motif in steady-state conditions (34,45). 

FTF effect on core promoter interactions with enhancer I 

FTF effects were also exarnined in the context of genomic transactions between 

the core promoter and its cognate enhancer 1 domain (19,36,38). While basal 

activity of construct HEP was about 1 O-fold higher than HP (in HepG2 or Hep3B 

cells) (autoradiograms in Fig. 2 and in Fig. 4), FTF induction of HEP or HP was 

essentially the same (5-6 fold) (Fig. 4, lane 1 vs Fig. 2, lane 8): this suggested 

that FTF induction of HEP was entirely due to FTF binding at the core promoter. 

Mutations of FTF#I andlor FTF#2 also reduced HEP induction by FTF (Fig. 4, 

lanes 2-34}, indicating that both FTF#1 and FTF#2 participated in the interaction 

between the core promoter and enhancer 1. Contrasting with FTF, coexpression 

of HNF4a resulted in 3-4 fold activation of HEP or its FTF sites mutants (Fig. 4, 
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Enhanceri H l FTF#l l HNF4#lI FTF#2 IHNFW21 -HEP 

HEP HEPml HEPm2 HEPml2 HEP HEPm1 HEPm2 HEPrnl2 HEP HEPm1 HEPm2 HEPm12 

FTF HNF4a FTF + HNF4cc 

Figure 4 : FTF effects on HBV core promoterlenhancer I activity. HEP reporters (5pg) 

were cotransfected with 1 Opg of FTF andlor 1 Opg of HNF4a expression vectors (HNF4a 

with HEP mutants was tested in Hep3B only; lanes 6-8 and 10-1 2). Results are averages 

I 1 SD from three sets of duplicate or triplicate transfections, referred to pCI transfection 

given a value of 1. Inset autoradiograms illustrate CAT activities recovered from HEP 

cotransfection with pCI (C), FTF (F) and/or HNF4a (H) (c, chlorampheniwl; ac, 

acetylated products). 



lanes 5 to 8); additive effects of FTF+HNF4a were also proportionately 

maintained with al1 HEP constructs (Fig. 4, lanes 9 to 12): these results cleariy 

showed that HNF4a induction of the core promoter can proceed independently 

from FTF/SFi. The induction by HNF4a was similar for HEP and HP constructs 

(Fig. 4, lanes 5 and 9; vs Fig. 2, lanes 7 and 10). also suggesting that HNF4a, 

like FTF, has little effect (direct or indirect) on the enhancer I segment: this is 

consistent with previous conclusions (34). While cotransfected FTF+HNF4a 

raised HEP activity two logs over basal HP activity, it is noteworthy that double 

FTF sites mutation m l 2  (reducing basal HP activity by as rnuch as 80%) had little 

effect on the basal enhancer-promoter activity of HEP (iess than 1 4-fold 

decrease): it is apparent that without FTFISFI, HBV can still mount highly 

productive transactions with enhancer I using other core promoter factors. 

AF24runcated FTF deactivates the core promoter 

The carboxy-terminus region of the FTF protein (the activation function 2 domain) 

contains the hexameric amino acid motif LLIEML found in many other nuclear 

receptors and critical for their activation. Previously, we found that AF2-truncated 

FTF (FTFAAF2, diagrarnmed in Fig. 5) strongly suppresses AFP promoter 

activity in transfection assays (presumably by competing out endogenous FTF 

with the transcriptionally inert FTF mutant) (13). FTFAAF2 was tested for simiIar 

dominant negative effects on basal HEP activity. In HepGP, Hep3B or 

PLClPRFl5 cells, FTFAAF2 strongly inhibited HEP activity, down to less than 

10% (Fig. 5A-B-C). To assess cornpetitive effects of FTFMF2 at the FTF binding 

sites, further assays were conducted with HEPml , HEPm2 and HEPrnl2. At a 

concentration of FTFAAFP decreasing HEP activity by 70% in HepG2 cells, 

double FTF site mutant HEPml2 was repressed only 20% (Fig. 58); in Hep3B 

cells, FTFAAF2 (20 pg) reduced HEP activity more than 90%. whereas HEPmi2 

activity was reduced Iess than 30% (Fig. 5B). These data thus support a 

cornpetitive mechanism for deactivation of the nucleocapsid promoter, 





su bstituting endogenous SFI /FTF with transcriptionally non functionai FTFAAF2 

bound to the core prornoter- Residuai repression of HEPml2 by FTFAAF2 

furthet- suggested that FTFAAF~ might also compete out activators frorn the 

HNF4#2 site : this was tested in HepG2 cells with vector HEPml24, which had 

low (= 3% of HEP) but measurable basal activity, and it showed no significant 

repression by FTFMFP (Fig. 58). Rernarkably, deactivation of HEP by 

FTFdF2 appeared unsaturated in Our assay conditions (Fig. 5A) and it cleariy 

exceeded the effect expected by eliminating FTFISFI from enhancer-promoter 

transactions (as noted from marginal change in basal levels of HEP vs HEPml2). 

Our interpretation is that defective R F  brought ont0 the core promoter disrupts 

alternative interactions of other promoter factors with enhancer 1: steric hindrance 

more than DM-binding perse seems to be at play, since a shorter FTF deletion 

mutant (FTFALBD) had no repressive effect and even enhanced HEP activity 

(Fig. 5C). 



This study identifies nuclear receptor FTF as one component operating the HBV 

nucleocapsid promoter, using two high-affinity FTF-binding sites for basal core 

promoter activity and its productive interaction with enhancer 1. This is in line with 

eariy findings (47) that basal activation of the core promoter is mainly provided by 

DNA segment 1636-1703 (carrying the two FTF sites), and that removing 

segments FTF#l (1 648-1668 or 1645-1 656) or FTF#2 (1 687-1 703 or 1679-1 71 9) 

markedly reduces basic core promoter activity (1 O,Z9,47). Other evidence 

supporting the use of both FTF#I and FTF#2 sites includes the observation that 

HBV strain variants seem to never mutate FTF#2, while FTF#I is also rarely 

mutated and segment 'i644/1666 (carrying FTF#I ) is frequently duplicated 

(15,33): this clearly indicates a selective advantage to keep or ampli@ the two 

FTF sites. [It can also be noted that in HCC samples obtained from endemic HBV 

populations, the most common gain of genetic material ( ~ 7 5 %  of the cases) 

occurs by amplification of chromosome l q  (22, 41). carrying the FTF locus (14, 

28): maintaining or enhancing FTF gene expression plausibly provides an 

advantage to HBV in neoplastic progression.] Recently, another group found that 

FTF#2 is footprinted by a liver-enriched nuclear factor, which led to the 

independent cloning of human FTF, and to transfection assays concluding that 

FTF#2 is the sole element used by FTF to activate the nucleocapsid promoter 

(28): these experiments, however, used a HBV reporter construct from which 

FTF#I was deleted and also, they used HeLa cells in which transfected FTF may 

not make efficient use of its lower-affinity site (HNFM2). Independent hFTF 

expression cloning was also achieved in a yeast one-hybrid screening with HBV 

segment 1640-1663 (carrying the FTF#1 motif), and transfection assays 

conducted in hepatoma cells were also consistent with activation of the 1640- 

1663 segment by FTF (1 8). 

Among other factors tested here, HNF4a was clearly the most efficient FTF 

partner for costirnulation of the core promoter: these two single factors, highly 



expressed together only in hepatocytes, may thus largely account for the 

hepatotropism of HBV infection. However, the core promoter also clearly needs 

other liver factors since FTF + HNF4a were pooriy effective in HeLa cells. The 

other factors tested had low activatory effects and in fact reduced the action of 

FTF andfor HNF4a. As suggested by others (29), this may refiect protein 

displacement from overlapping chromatin domains, and suboptimal use of the 

stronger FTF/HNF4 activatory sites: spacing between their four high-affinity 

binding sites would predictably avoid binding interference between FTF and 

HNF4, but not between most other combinations of factors tested (see Fig. 1). 

FTF action could then be exerted on three functional domains interhhlined in the 

1630-1820 HBV segment, the C and preC promoters and enhancer II (see Fig. 2) 

(30,39,43,46). Ting's group (47) has shown that DNA region 1636-1703 

coordinately enhances the synthesis of preC and C transcripts: therefore, it 

seemed likely that FTF would activate both the C and preC promoters, and this- 

was recently borne out in HBVIFTF cotransfection experiments conducted in 

HuH7 cells (18). One functional difference between the preC and C promoter 

domains is that the preC prornoter is repressed by HNF4 (presumably because 

HNF4#2 overlaps with the preC TATA-like sequence) (45). Additive effects of 

FTF and ffNF4a might thus be taken as FTF being principally involved with 

pregenomic core promoter funciion, and playing a particularly important role in 

the early Iife cycle and systemic load of HBV. This would also be consistent with 

the apparent lack of FTF recognition sequences in other HBV regulatory 

domains, and would not preclude that the core promoter could use altemate 

factors at later stages of infection to avoid excessive squelching of FTF or 

because new viral products would favor other factors (IO). The enhancer II issue 

is also intricate. Although evidence has been produced (46) for full enhancer II 

effects using segments 1646-1668 and 1704-1715 (i.e. bypassing FTF, HNF4 

and HNF3 sites), enhancer II has more generally been defined as carrying one or 

the two FTF recognition sequences (30,37,39,43); furtherrnore, point mutations 

have indicated that HNF3#2 is essential both to core promoter activity and to 



enhancer II effects on a heterologous promoter (27). It thus seemed reasonable 

to think that FTF rnight Iikewise serve bath core promoter and enhancer II 

functions, and again recent differential analyses of HBV transcripts following 

HBV/FTF cotransfections indicate that such is the case (18). 

The present work adds to growing evidence that HBV regulafory domains can 

use alternate sets of factors to adapt efficiently to changing hepatocytic states. It 

also illustrates some limits of HBV transfection analyses using hepatorna cells. 

Here, double FTF site promoter mutants were only marginally affected in the 

presence of enhancer 1, which rnay be quite rnisleading on the actuai role of FTF 

with intact functional sites at preneoplastic stages. Also, high SFI with low 

CIEBPa (12) in HepG2 cells might mimic high pregenomic activity at early viral 

stages, whereas a lower FTF to CIEBPa ratio in Hep3B cells could rather mirnic 

viral load conditions favoring alternate core activators, or enhancer II activity. The 

very finding of SF1 in HepG2 cells also illustrates how aberrant gene expression 

in tumor cells may obscure homeostatic processes occurring i n  hepatocytes. In 

spite of these intricacies, the bulk of current data seems to make a cornpelling 

case for a preponderant role of HNF4 and FTF in tightly controlling the 

pregenomic core prornoter and hence early amplification of HBV infection. In that 

regard, aggressive strains of HBV frequently convert HNF4#2 to a high-affinity 

HNFI site (1 5,20,26), also showing the selective advantage of a genetic element 

that escapes potential negative regulators of HNF4#2 (45). 

Whether receptor signalization pathways reaching HNF4 or FTF can now be 

effectively manipulated against HBV infection remains a challe nging prospect at 

this time, considering how HBV could switch activators and adapt to new liver 

conditions. Also, while specific signals conveyed by FTF to the AFP promoter 

might plausibly be sensed by the HBV core promoter, certainiy not al1 FTF- 

dependent AFP functions are reproduced in the HBV context: glucocorticoids in 

particular inhibit AFP via FTF (13) but had no discernible FTF-dependent effects 

on our HBV constructs. The increasing diversity of FTF inducible genes 



(25,31,32,35) also suggests that FTF rnay well respond to different signals to 

optimize its action at a given locus, none of which signals however may be 

sufficient to quench FTF activity if interrupted. The present work would also 

predict limited success of antisense or similar strategies simply removing FTF 

from action. More encouraging results were obtained here with mutant FTFAAF~, 

causing dramatic inhibition of HBV enhancer-promoter functions. This effect 

clearly differs from simply removing FTFISFI from action since no comparable 

decrease was incurred in basal HEP activity by mutation eliminating the two high- 

afinity FTF binding sites. Notably, the shorter FTFALBD mutant did not repress 

HBV whereas it totally suppressed AFP promoter activity (13) (presumably 

because FTF at the AFP locus is essential to couple the AFP promoter with its 

distal enhancer) (6,40). Our interpretation favors steric hindrance whereby the 

longer FTF mutant occupies the HBV core promoter as an inert complex that also 

hinders alternative protein interactions with the enhancer dornain. Dominant 

negative factors may thus create new opportunities to tackle functional 

redundancies of HBV regulatable functions; liver cells might also be spared from 

deleterious dominant negative effects by alternating HBV target sites. 

Conceivably, adenoviral or adeno-associated viral vectors could serve to drive 

dominant negative effectors into hepatocytes in vivo; a recently described 

preclinical murine model of HBV infection (23) might be particularly useful to 

address this type of therapeutical strategy. 
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Chapitre 5 

FTF et ses interactions protéine-protéines 

Note : Ce dernier chapitre comprend mes derniers travaux au laboratoire. Ma 

contribution est donc entière. La construction AFTF a été réalisée en 

collaboration avec le Dr. M. V. Govindan; le gel de retardement et la protéine de 

fuison GSTGRUFI  ont été fait par Mme. Sylvie Roy. 



Chapitre 5 

FTF et ses interactions protéine-protéines 

5.1 Introduction 

L'étude des interactions protéine-protéines de FTF avec différents facteurs 

de transcription ou avec différents cofacteurs est une voie prometteuse pour la 

clarification des processus impliqués dans la régulation développementale et 

hormonale du gène de I'AFP. Le facteur LF, qui est encore inconnu, possède la 

capacité d'interagir physiquement avec FTF. Cette interaction est démontrée par 

empreinte à la DNAse I puisque la compétition des empreintes, avec un 

oligonucléotide correspondant uniquement au site de liaison de FTF, fait 

disparaître celles de FTF et de LF (7). De plus, le récepteur des glucocorticoÏdes 

exerce son action répressive par le segment d'ADN correspondant aux sites de 

liaison de FTF et de LF (FTFILF) (140). La présence de LF est essentiel à cette 

régulation puisque dans le « core promoter » du virus de l'hépatite B sont 

retrouvés deux sites de forte affinité pour FTF sans site LF et que ce promoteur. 

qui est activé par FTF, n'est pas réprimé par [es hormones glucocorticoÏdes 

(chapitre 4). Ainsi, l'identification de LF est importante pour la compréhension de 

la régulation hormonale du gène de I'AFP. 

Ces analyses d'interactions protéine-protéines de FTF avec d'autres 

facteurs pourraient également amener une meilleure compréhension du 

développement hépatique puisqu'il est connu, maintenant, que FTF est essentiel 

au développement (car les souris mutantes pour FTF meurent vers 7 3  à 8,5 

jours de gestation (224)). Ainsi, la connaissance des facteurs avec lesquels 

interagit FTF est importante pour bien comprendre son implication dans ce 

processus. Au niveau de la différenciation hépatique, il est connu que celle-ci 

s'initie au moment où l'endoderme se rapproche du mésenchyme cardiaque, 

vers le 8,!jhe jour de la gestation (4). L'implication de FTF dans la différenciation 

hépatique n'est pas démontrée, mais la mortalité des souris mutantes coïncide 



avec l'initiation de I'hépatogénèse (224). 11 est connu que c-jun est important 

dans le développement hépatique car la mutation ciblée de celui-ci entraîne une 

malformation hépatique et la mort des embryons (448). De même. HNF4 (449, 

450) et HNF3 (451) sont des facteurs importants dans la différenciation 

hépatique. FTF interagit-il avec ces différents facteurs? Coopèrent-ils ensemble 

pour initier ou prolonger la différenciation? Autant de questions auxquelles ce 

chapitre tentera d'amener quelques éléments de réponse. 

II est démontré ici que FTF est capable d'interagir avec c-jun, mais pas 

avec HNF4a et plusieurs autres facteurs (RXRa,Coup-TF1 ,GATA-6, etc.), qu'il 

interagit également avec lui-même, avec GR, avec ER et que ces interacticns se 

font via son DBD. II est démontré également que FTF est un activateur incomplet 

et qu'il est possible de créer un activateur plus fort en lui ajoutant une portion N- 

terminale contenant un domaine d'activation 1 (AF-1). Finalement, il est 

démontré qu'en transfection Ripl40 et SRC-1 sont des coactivateurs potentiels 

pour FTF. 



5.2 Matériels et méthodes 

5.2.1 Constructions plasmidiques 

A) GST/DBD-FTF 

La construction GST/DBD-FTF provient tout d'abord d'un clonage de FTF de 

souris complet dans le vecteur pGEX4T3 (Phamacia). Le clone de FTF de 

souris a été digéré par EcoRl et Xhol et inséré dans le vecteur pGEX-4T3 digéré 

par les mêmes enzymes de restriction. Ceci insérait donc FTF pleine longueur en 

phase avec la protéine GST pour donner le vecteur GSTIFTF (figure 5.1). Par la 

suite, ce vecteur a été digéré par Stul et Xhol, puis les deux extrémités ont été 

remplies par le large fragment de la polymérase (klenow). Les fragments ont été 

séparés sur gel d'agarose et le vecteur a été recircularisé pour obtenir le vecteur 

GST/DBD-FTF (figure 5.1). La protéine de fusion générée par ce vecteur contient 

la courte portion N-terminale de FTF. son DBD et les 40 acides aminés suivants. 

B) GSTILBD-FTF 

Ce vecteur a été produit également à partir de la construction GSTIFTF en 

digérant cette dernière par BamHl et Stul et en remplissant avec la klenow les 

extrémités, pour être par la suite recircularisé. Ceci mettait en phase, suivant la 

GST, les 318 acides aminés C-terminales de FTF contenant le LBD st I'AF-2 

(figure 5.1). 

C) GST/c-jun 

Le vecteur SWc-jun a été digéré par Pm11 et Notl pour ainsi purifier un 

fragment d'environ 1.2Kb contenant toute la séquence codante pour c-jun. Ce 

fragment a ensuite été inséré dans le vecteur pGEX-4T3 digéré préalablement 

par Smal et Notl. Ce qui plaçait donc c-jun en phase avec la protéine GST. 

D) GSTfGRAAFI 

Le vecteur SKDBDGRMF1 fournit par le Dr M. V. Govindan a été digéré par 

EcoRl et Xhol. Cette digestion a généré un fragment de 1 Kb contenant le DBD 



de GR. Ce fragment a donc été purifié et a été inséré dans pGU(4T3 

préalablement digéré par EcoRl et Xhol pour générer le vecteur GSTIGRAAFI 

contenant le DBD de GR en phase avec la GST. 

E) Hybride FTF et GWAF-1 : AFTF 

Un fragment BamHl et EcoRV (contenant les acides aminés 1-420 de GR) 

provenant de SKGR (fournit par le Dr M. V. Govindan) a été inséré dans le 

vecteur pClFTF préalablement digéré par Bglll (rempli par la klenow) et par 

BamHI. Ceci entrait donc en phase les 420 premiers acides aminés de GR 

(contenant I'AF-I ) devant le DBD de FTF. 

5.2.2 Purification des protéines GST 

L'expression des protéines de fusion a été exécutée telle que décrit à la 

section 3.2.2 du chapitre 3. L'extraction et la purification diffèrent quelque peu 

cependant. Avant l'extraction, le culot de bactéries est tout d'abord lavé a 

I'Hepes 2OmMlNaCl 200mM. puis centrifugé à nouveau. Le culot est ensuite 

resuspendu dans le tampon A (Hepes 20mM pH7.5; PMSF ImM; Benzamidine 

0.1 mM; Leupeptine 1,5pM; Aprotinine 1 %; B-mercaptoéthanol 10mM; NaCl 

200mM) puis congelé dans l'azote liquide et transféré à -80°C pour la nuit. Le 

lendemain. la suspension est dégelée et les lysozymes lui sont ajoutés pour 

obtenir une concentration finale de 0,Bmglml. Le tout est incubé 10 minutes à 

4OC. Par la suite. du NonidetP40 est ajouté pour obtenir une concentration finale 

de 0,1% et la suspension est soniquée I O  secondes. Celle-ci est ensuite 

centrifugée 15 minutes à 15 000 rpm et le surnageant est conservé. Du triton X- 

100 est ensuite ajouté pour obtenir une concentration finale de 1%. Par la suite, 

la résine de glutathione sépharose (1/1000 du volume d'induction) préalablement 

préparée à 50% volume/volurne dans du tampon A est ajoutée. Le tout est mis 

sous rotation deux heures à 4OC. Suite à ces deux heures, la préparation est 

centrifugée (1500g, 5 minutes, 4OC) et les billes de sépharose sont lavées deux 

fois avec du tampon A puis resuspendues à 50% volume/volume dans le tampon 



A auquel est additionné 0,02% de sodium azide. Cette préparation est conservée 

5.2.3 Gels de retardement 

Le gel de retardement a été exécuté dans les conditions décrites 

auparavant (130). Les protéines utilisées pour le gel de retardement proviennent 

de la purification sur glutathione sépharose de la protéine de fusion GSTIDBD- 

FTF. Les sondes utilisées sont la sonde 017 qui contient la région 4 7 3  à -132 

du promoteur de I'AFP et la sonde 017 double FTF (017d) qui, elle, possède un 

second site FTF dans la même sonde. Les oligonucléotides compétiteurs utilisés 

sont: FTFa qui correspond au site FTF du promoteur de I'AFP (chapitre 4) et 

FTFm qui correspond au site fTF du promoteur de I'AFP, muté pour ne plus être 

lié par ce dernier (chapitre 4). 

5.2.4 Synthèse de protéines marquées in vitro 

La synthèse protéique in vitro a été exécutée avec la trousse de 

réticulocytes TNT de Promega. Le protocole est le suivant : 

TNT Lysat de réticulocytes 

TNT Tampon de réaction 

TNT ARN polymérase (Ti' ou T3 selon le vecteur) 

Mélange d'acides aminés sans méthionine 

Méthionine marquée au 3 5 ~  (1 OmCi/ml) 

RNAsin, Inhibiteur de ribonucléase (40U/pI) 

Vecteur contenant la protéine à produire (contenant au 

maximum 2pg d'ADN) 

H20 sans nucléase 

Le tout possède un volume final de 50p1 et est incubé 2 heures à 30°C. 

Puis la qualité des protéines produites est vérifiée en déposant ces dernières sur 

un gel SDS-PAGE (voir section 3.2.2 du chapitre 3). Le gel est mis à sécher et 

exposé pour une autoradiographie toute la nuit. Les plasmides qui ont été utilisés 



sont : SWGR, SWdGR, SWhER. SWGATA-6, pCllhFTF. pCI/CEBPa, SWc-jun, 

SK/HNF4a, pCk- OS, pCl/pFA3, pSG5/RXRa, pSGS/Coup-TFI, SWHNF1 (figure 

5.1 E). 

5.2.5 Expériences de rétention sur colonne (a Pull Down D) 

Les rétentions étaient toutes effectuées selon le même protocole. La searle 

variable a été la quantité de NaCl présente dans le tampon A, variant de 1 0 0  a 

300mM. Quarante microlitre d'une suspension 50% volume de tarnpon/volume 

de résine contenant la protéine de fusion désirée étaient déposés dans un tube à 

microfuge. Ensuite, le tube était centrifugé, puis le surnageant enlevé pour  

conserver les 20p1 de résine. A ces 20~1, était ajoutés entre 2 et 5p1 d'extrait de 

protéines marquées produites par le système des réticulocytes et Ie volume éftait 

complété pour obtenir un volume de 40pl avec du tampon A possédant la 

concentration de NaCl désirée. Ce mélange était ensuite incubé 3 heures à 4C°C 

sous rotation. Par la suite, le tout était centrifugé quelques secondes à 12 ODOO 

rpm. Le surnageant était conservé et le culot lavé 4 fois avec le tampon: A 

contenant la concentration de NaCl désirée. Finalement, 10pl du culot 

resuspendu 50% volume/volume dans le tampon A et I O p l  du surnageant 

conservé étaient déposés sur un gel SDS-PAGE (voir section 3.2.2 du chapitre 

3). Le gel était mis à sécher puis exposé toute la nuit pour autoradiographie. 

5.2.6 Transfections transitoires 

Toutes les transfections transitoires ont été effectuées telles que décrides 

dans les sections matériels et méthodes des chapitres 3 et 4. Les plasmides 

rapporteurs utilisés sont : le vecteur 5200, qui contient les 5200pb avant le site 

d'initiation de la transcription du gène de I'AFP placées devant le gène C A T  

(1 12), le vecteur HP qui correspond au « core promoter » du virus de l'hépatite B 

(chapitre 4) placé devant le gène CAT, le vecteur mUP qui contient 3 copies des 

nucléotides -171 à -1 14, provenant du promoteur de I'AFP, placés devana le 

segment TK40-CAT (1 30) et le vecteur 1 .l TK40 qui correspond au site de liaison 

de FTF multimérisé devant le segment TK40-CAT (130). Les plasmides 



contenant les facteurs de transcription sont pCI (Prornega), pRSVGR (452), 

pRSVlc-jun, pCllhFTF (chapitre 4) et pCI1AFTF (section 5.2.1E). Tous les 

plasmides contenant les coactivateurs (pCMVSRC-1, pCMVRipl40 et 

pCMVGRIP170) ont été fournis par le Dr M. V. Govindan. 



5.3 Résultats 

5.3.1 Préparation des rétentions sur colonne 

Pour arriver à mettre au point des essais de rétention sur colonne (« pull 

down ») il a tout d'abord fallu produire des protéines de fusion GST en quantité 

suffisante. Sur la figure 5.1A-C sont illustrées les productions et les purifications 

des protéines de fusion qui seront utilisées, soit GST seul (figure5.1A), 

GSTILBD-FTF (figureS.IA), GSTIDBD-FTF (figureo.IA), GSTlc-jun (figure5.lB) 

et GSTIGRMFI (figure5.lC). Toutes ces protéines possèdent un bon niveau 

d'expression et leur purification est bonne (la purification de GSTIGRMFI n'est 

pas présentée en raison du manque de bonnes images, mais la purification était 

également bonne). 

Par la suite, il a été vérifié si le DBD de FTF purifié dans ces conditions 

demeurait fonctionnel. Le gel de retardement (figure 5.1D) montre que la 

protéine de fusion GSTIDBD-FTF est capable de lier les sondes 017 et 017d. 

Ces liaisons sont compétitionnées par l'ajout d'un oligonucléotide correspondant 

au site FTF de l'AFP (FTFa), mais pas par un oligonucléotide possédant un site 

FTF muté (FTFm). Ainsi, la protéine GST/DBD-FTF est fonctionnelle. Par 

conséquent, les interactions protéine-protéines obtenues avec cette protéine ont 

eu lieu avec un DBD possédant la bonne conformation pour lier de façon 

spécifique son site de reconnaissance. Comme toutes les autres protéines de 

fusion ont été purifiées dans les mêmes conditions, il est probable que celles-ci 

soient également dans la bonne conformation pour mener leur action. 

Finalement, avant toutes expériences de rétention sur colonne, il faut 

vérifier la qualité des protéines produites en système de réticulocytes. À la figure 

5.1E sont présentées les différentes protéines marquées à la méthionine3% 

utilisées. Pour la grande majorité, la qualité est très bonne (CIEBPa, c-jun, c-fos, 

HNF4a, FTF, HNFI, RXRa, pFA3). Pour d'autres, cependant, il y a un peu de 
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Figure 5.1. Préparation pour les rétentions sur colonne. Le schéma représente les protéines de fusion 

utilisées pour les rétentions avec des portions de FTF. DBD = Domaine de liaison de l'ADN; LBD= 

Domaine de liaison du ligand. A ) C )  Gels SDS-PAGE de 8.5% contenant les protéines de fusion 

surexprimées qui seront utilisées pour les rétentions. TO = avant induction, T3 = 3 heures d'induction. B 

= billes de sépharose-glutathione sur lesquelles la protéine de fusion purifiée est liée, M = marqueur de 

poids moléculaire. A) Production et purification de LBD-FTF, DBD-FTF et GST. B) Production et 

purification de GST-c-jun. C)  Production de GSTIGRAFI. D) Gel de retardement démontrant que le 

DBD de FTF en fusion avec GST peut lier sa séquence consensus. Les deux sondes sont 017 et 017d. 

La protéine de fusion GSTIDBD-FTF purifiée a été utilisé et les compétiteurs sont FTFa qui correspond 

au site FTF du promoteur de l'AFP et FTFrn qui correspond au même site, mais muté pour ne plus être 

lié. E) Vérification des différentes protéines produites par le système de synthèse in vitro de 

réticulocytes. Ces protéines seront celles utilisées dans les expériences de rétention. DGR = DBD de 

GR, pFA3 = DBD de FTF. 



dégradation (GR, dGR, ER, SF?) ou une production plutôt restreinte (GATA-6, 

Coup-TFI). Toutefois, la qualité et la quantité de ces protéines sont satisfaisantes 

pour effectuer des expériences de rétention. 

5.3.2 Les rétentions sur colonne (a pull down ») 

Les premières protéines essayées dans les expériences de rétention 

étaient toutes des candidates pour la protéine LF. Les caractéristiques attendues 

pour qu'une protéine soit une candidate pour LF sont qu'elles interagissent avec 

FTF et GR, qu'elles soient capables de lier le promoteur AFP dans la séquence 

LF et qu'elles induisent ce promoteur. 

GATA-6 a tout d'abord été testé. Cette protéine est membre de la famille 

GATA qui est composée de 6 facteurs de transcription à doigt de zinc (GATA-1 à 

6). Les GATAs sont des protéines possédant un rôle majeur dans la 

différenciation cellulaire au cours du développement des vertébrés (453). Ces 

protéines sont exprimées dans plusieurs tissus. Au niveau du foie, la présence 

de GATA-2 (454) et de GATA-6 (455) a été démontrée. L'intérêt envers les 

gènes GATAs vient tout d'abord de la présence dans la séquence reconnu par 

LF (figure 1.5) d'une séquence consensus pour ceux-ci (WGATAR) (456). La 

connaissance de la régulation du promoteur de FTF par des gènes de type 

GATA (224) a également augmenté la possibilité que GATA puisse interagir avec 

FTF. De plus, il a été démontré que l'activité de GATA-1 peut être bloquée par le 

récepteur des glucocorticoi'des, et cela par une interaction protéine-protéine avec 

ce dernier (457). Ainsi il a été vérifié si GATA-6 pouvait interagir avec FTF. 

GATA-6 n'interagit pas avec le DBD (figure 5.28,1) ou le LBD (figure 5.2C.1) de 

FTF. De plus, en transfection, les gènes GATAs n'ont pas démontré d'effet 

inducteur sur le promoteur de l'AFP (140). Ainsi les gènes GATAs ne possèdent 

pas les propriétés attendues pour le facteur LF. 
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Figure 5.2 



Le candidat suivant a été AP1 qui est composé d'un hétérodimère des 

protéines c-jun et c-fos. API est impliqué dans la prolifération cellulaire et son 

activité est reliée à diverses stimulations de croissance provenant des voies de 

signalisation (458, 459). Les protéines c-jun et c-fos appartiennent à la famille 

des gènes bZlP qui possèdent une région basique pour lier I'ADN et un 

« zipper » de leucine pour dimériser (460). L'intérêt envers API dans la 

régulation du gène de I'AFP vient tout d'abord de la présence dans LF (figure 

1.5) d'une séquence quasi consensus pour la liaison de ce facteur (séquence 

consensus de API : TGACTCA (461, 462) et dans LF : TGACCCC; figure 1.5). 

Un autre interêt pour le facteur API vient du fait que sa corrélation avec la 

prolifération cellulaire suit le même patron que celle de I'AFP (463-465). De plus. 

il est bien connu que le récepteur des glucocorticoïdes, via son DBD, réprime 

l'action d'API par un contact protéine-protéine avec c-jun etfou c-fos (466-468). 

Tous ces éléments faisaient d'AP1 un excellent candidat pour LF. Dans les 

expériences de rétention, le DBD de FTF (figure 5.2B.2), et non le LBD (figure 

5.2C,2), est capable d'interagir avec c-jun alors que c-fos ne lie ni l'un ni l'autre 

(figure 5.28,3 et 5.2C13). L'expérience inverse montre que GSTIc-jun peut 

interagir avec FTF complet (figure 5.2D.1) ou avec pFA3 (figure 5.2D.2) qui ne 

contient que le DBD de FTF (130). De plus, c-jun (figure 5.2D,3) et c-fos (figure 

5.2D.4) lient bel et bien GST/c-jun. confirmant que les expériences de rétention 

se font dans de bonnes conditions. Donc c-jun et FTF sont capables d'interagir 

ensemble et cela via le DBD de FTF. Toutefois. lorsque API est testé en 

transfection, il ne se révèle pas être activateur de I'AFP, mais plutôt répresseur 

(140). Sur tous les promoteurs induits par FTF testes ici en transfection, c-jun a 

toujours un effet répresseur (figure 5.3A;3,7,11). 11 est donc possible que la 

répression par c-jun du promoteur de I'AFP est due à son interaction proteine- 

protéine avec le DBD de FTF, bloquant probablement l'accès de ce dernier à 

I'ADN. 



Suite à API, la possibilité que le facteur de transcription HNF4 puisse être 

associé à LF a été étudiée. HNF4 est un membre de la famille des récepteurs 

nucléaires qui était orphelin, mais dont un ligand a été identifié récemment (149). 

Ce ligand consiste en des acides gras sous forme d'acyl-CoA (149). L'expression 

de HNF4 au niveau de l'embryon se situe tout d'abord au niveau des structures 

extraembryonnaires sans expression dans les tissus embryonnaires (469). La 

première apparition de HNF4 au niveau des tissus embryonnaires (dans 

l'endoderme) coïncide avec l'apparition des premiers hépatocytes (469). La 

mutation ciblée de HNF4 entraîne un phénotype de létalité chez les embryons de 

souris qui meurent tôt au cours du développement à la suite de problèmes au 

niveau des structures extraembryonnaires (449). HNF4 était un candidat pour 

deux raisons. Premièrement. une séquence pouvant être liée par HNF4 se 

retrouve dans LF (LF = AGCACA G GGGTCA (figure 1'5); HNF4 = AGGTCA N 

AGGTCA (470)). Deuxièmement, en transfection HNF4a est capable d'induire le 

promoteur de I'AFP (figure 5.3B,4). Ainsi, en transfection, l'action de FTF et de 

HNF4a s'additionne pour donner une plus grande activation du promoteur de 

I'AFP (figure 5.38'6). activation équivalente à l'addition de FTF et HNFI (figure 

5.38,5). Toutefois, HNF4a et HNFI ne peuvent pas additionner leur action pour 

suractiver ce promoteur (figure 5.38,7). Lorsque HNFI et HN F4a sont présents, 

un seul des deux facteurs pourrait exercer sa fonction (figure 5.38,7,8). 11 faut 

mentionner que la séquence de liaison proposée pour HNF4 est très rapprochée 

de celle de HNFI. Ainsi HNFI et HNF4a peuvent induire le promoteur de I'AFP, 

mais probablement de façon exclusive. Pour ce qui est des interactions entre 

FTF et HNF4a, elles sont complètement nulles. HNF4a ne lie ni le DBD (figure 

5.28'4) ni le LBD (figure 2C.4) de FTF tout comme il ne lie pas c-jun (figure 

5.20,5) ni GR (figure 5.2E,1). 
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Figure 5.3. Analyses par transfection de I'effet de différents facteurs de transcription et de cofacteurs 

sur l'action de FTF. A) Transfection dans les HepG2 et les Hep3B avec 5pg de la construction 

rapporteuse (5200, HP ou mUP) et 10pg des cotransfectants (pCI, GR, c-jun, FTF, HNFI). Dex = 

dexaméthasone utilisée à 1pM final dans le milieu de culture. B) Transfection dans les Hep3B pour 

caractériser I'effet de HNF4 sur le promoteur de l'AFP (mUP). Les transfections ont également été 

exécutées avec 5pg de la construction rapporteuse (rnUP) et 10pg des cotransfectants (pCI, FTF, 

HNF1. HNF4). C) Vérification de I'effet des coactivateurs sur l'activation menée par FTF. Les 

transfections dans les HepG2 et les Hep3B se faisaient avec 5pg de la construction rapporteuse (HP 

ou 5200) a laquelle était ajoutée 5pg de FTF combiné à une quantité variable (en pg) de coactivateurs 

(S = SRC-1, R= Ripl40 et G= Gripl). 



II est connu que les facteurs membres de la famille FTZ-FI (dont fait 

partie FTF) ont pour propriété de lier l'ADN sous forme de monomère, et aucune 

raison porte à croire que FTF ferait exception à cette règle (130). Toutefois, il a 

été tout de même vérifié si FTF pouvait former des homodimères en solution, 

pour démontrer qu'effectivement FTF était capable d'interagir avec lui-même. 

Cette interaction se fait par son DBD (figure 5.28.5) car aucune interaction n'est 

aperçue avec le LBD (figure 5.2C15) et que pFA3 est également capable de lier 

le GSWDBD-FTF (figure 5.2B.6) et non GSWLBD-FTF (figure 5.2C,6). De plus, à 

plus forte stringence (300mM NaCI), cette homodirnérisation se maintient et 

continue de se faire uniquement avec le DBD (figure 5.2B,15 vs 5.2C11 5). 11 était 

alors intéressant de vérifier si SF1, un homologue de FTF, pouvait également 

interagir avec FTF. SF1 n'est pas capable de faire d'interactions avec le DBD 

(figure 5.2B,7), ni avec le LDB de FTF (figure 5.2C17). Une seconde différence 

entre FTF et SF1 se situe au niveau de l'interaction avec c-jun, alors que FTF est 

capable d'interagir, SF1 en est incapable (figure 5.2D16). 

Ensuite, il a été vérifié si FTF pouvait interagir avec HNFI et C/EBPa, 

deux facteurs impliqués dans la régulation de l'AFP. HNFI est une 

homéoprotéine possédant un domaine a pou )> (471) qui a une action activatrice 

dans plusieurs promoteurs, dont tous ceux des membres de la famille de 

l'albumine (figure 1,5). L'intérêt de vérifier si FTF et HNFI pouvaient interagir 

ensemble vient de la coopérativité d'activation remarquée en transfection entre 

FTF et HNFI sur le vecteur mUP (figure 5.3A,9). 11 est cependant clair que FTF 

et HNFI n'interagissent pas ensemble (figure 5.28'8 et 5.26'8) et que HNFl 

n'interagit pas avec GR (figure 5.2E12). C/EBPa fait partie de la famille des 

protéines bZlP (460) et est impliqué dans l'activation de plusieurs promoteurs 

(472, 473) et amplificateurs (7, 393). L'intérêt de vérifier si FTF peut interagir 

avec CIEBPa est dû au fait qi-ie CIEBPa est la composante majeure de 

I'activation de l'amplificateur intergénique (7). Selon les hypothèses, les éléments 

d'un amplificateur viennent aider les facteurs présents au promoteur dans leur 



activation soit en interagissant avec des coactivateurs communs ou directement 

avec ces facteurs (474). C/EBP et FTF peuvent interagir fortement ensemble et 

cette interaction se fait via le DBD (figure 5.28,9) et non le LBD de FTF (figure 

5.2C.9). CIEBP fait également une faible interaction avec c-jun (figure 5.2D.7) et 

avec GR (figure 5.2E,3) comme cela a déjà été démontré (475,476). 

II est connu que GR réprime I'activité du promoteur de l'AFP (141, 144) 

(figure 5.3A,i -2;9-10). 11 a été démontré également que GR est capable d'inhiber 

l'activité d'AP1 en faisant des interactions protéine-protéines avec c-jun ou c-fos 

(466-468). Les rétentions démontrent ici que GR et ER sont capables de lier FTF 

sur son DBD (figure 5.28.10-1 1) et sur son LBD (figure 5.2C.10-11). Pour GR, 

cette action est menée en partie par son DBD car la protéine dGR (qui ne 

contient que le DBD de GR) lie également le DBD (figure 5.2B112) et le LBD 

(figure 5.2C112) de FTF. Ces expériences ont également été effectuées en 

condition plus stringente car dans les contrôles, aux conditions précédentes, un 

peu de liaison de GR et de ER avec la GST-seule était observée (figure 2A,10- 

1 l ) ,  alors qu'aucune autre protéine testée ne fait de telles interactions (figure 

5.2A). Alors, en haussant la concentration de NaCl à 300rnM, GR, dGR et ER 

continuent de lier les DBD (Figure 5.28 16-18) et LBD (figure 5.2C.16-18) de 

FTF alors que la GST-seule n'est plus liée (figure 5.2A,16-18). Ainsi il peut y 

avoir une interaction protéine-protéine entre GR ou ER et FTF et pour GR, cette 

interaction passe par son DBD. De même, FTF est capable de lier GST/GRMFl 

(figure 5.2E,4). Ces rétentions montrent également que GR lie c-jun (figure 

5.2D18) comme cela a déjà été démontré (468). 

Finalement, deux autres récepteurs nucléaires ont été testés soit RXRa 

(figure 5.28,13 et 5.2C.13) et Coup-TF1 (figure 5.28,14 et 5.2C,14) et aucun des 

deux ne possède d'interaction avec FTF. 



5.3.3 L'effet des coactivateurs SRC-1, Ripi40 et Gripl 

Quelques expériences préliminaires en transfection ont été exécutées, 

avec le K core promoter » de HBV, quant à I'effet potentiel des coactivateurs 

SRC-1, GRIPI et Ripl40 sur l'action de FTF. Les transfections ont été faites 

ainsi : le gène rapporteur HP était transfecté en compagnie d'une petite quantité 

de FTF (5pg) (pour s'assurer que I'activation n'était pas saturée), puis était 

ajoutées des quantités variables de coactivateurs. Ces transfections montrent 

que Ripl40 (figure 5.3C,7-12) en faible concentration est capable d'aider FTF à 

activer plus fortement HP (environ 2,5x; figure 5.3C,7-8). C'est le cas également 

pour SRC-1 (figure 5.3C,l-6) dont I'activation est cependant un peu moins forte 

(1,7x dans le HepG2 et dans le Hep3B; (figure 5.3C,2)). Pour ce qui est de 

Gripl, il ne possède aucune action sur FTF (figure 5.3C,13-14). Sur la 

construction contenant le promoteur et l'amplificateur de l'AFP (5200), l'effet des 

coactivateurs est moins fort, mais toujours présent. Ainsi Ripl40 active environ 

1 . 4 ~  (figure 5.3C,17). SRC-1 active environl,3x (figure 5.3C,l6) et GRlPl n'a 

pas d'effet. 

5.3.4 Le FTF chimérique active plus fortement 

Un FTF chimérique a été généré par I'ajout de [a portion N-terminale de 

GR (contenant I'AF-1) à FTF pour ainsi obtenir le vecteur AFTF (schéma, figure 

5.4). Le but de cette expérience était de vérifier si FTF possédait dans sa 

protéine tous les éléments nécessaires pour activer ses cibles ou si I'ajout d'un 

AF-1 allait augmenter son activité. FTF est un activateur incomplet car I'ajout de 

I'AFI de GR a pour effet de conférer à FTF une action suractivatrice. Dans tous 

les promoteurs testés, AFTF est plus fort que FTF (figure 5.4'1-9) et il est actif 

autant dans la lignée cellulaire Hep36 que PLCIPRFIB (figure 5.4'4-6). AFTF est 

égaiement capable d'activer le vecteur 1 -1TK40 (figure 5.4'12) qui ne contient 

que la séquence consensus pour FTF multimérisée, aiors que FTF en est 

incapable (figure 5.4,11). 



pCl FTF AFTF , pCI FTF AFTF 
mUP 1.1 TK40 

Figure 5.4. Analyses par transfection de l'action d'un FTF auquel la portion 

N-terminale de GR (I'AF-1) a été ajoutée: AFTF (schéma). II est démontré 

que le fateur hybride AFTF est un activateur plus fort tout en étant aussi 

spécifique que FTF. Les transfections ont été faites dans les Hep3B et le 

PLCIPRFIS avec 5pg de la construction rapporteuse (5200, HP, mUP ou 

l.lTK4O) et 1 Opg des cotransfectants (pCI, FTF ou AFTF). 



5.4 Discussion 

Les résultats présentés dans ce chapitre sur les interactions protéine- 

protéines impliquant FTF et différents facteurs de transcription ou cofacteurs ne 

sont que préliminaires et nécessiteront une confirmation via d'autres méthodes. 

Toutefois à partir de ces résultats certaines hypothèses peuvent être proposées 

pour expliquer la régulation développernentale et hormonale de I'expression du 

gène de I'AFP. 

Tout d'abord, la recherche de l'identité du facteur LF qui est le facteur clé 

pour la compréhension de la régulation hormonale et probablement de la 

régulation développernentale du gène de I'AFP a été entreprise. Des 

expériences de rétention sur colonne avec plusieurs candidats pour LF ont donc 

été exécutées. Le premier a été GATA-6. Ce dernier était un bon candidat a 

cause de son expression précoce au cours du développement (453), de la 

présence d'une séquence consensus pour GATA-6 dans la séquence que lie LF 

((456) et figure 1.5)' de la démonstration que GATA-1 pouvait interagir avec GR 

(457). de sa présence dans le foie (455) et de son implication dans la régulation 

du promoteur de FTF (224). Cependant aucune interaction entre GATA-6 et FTF 

(figure 2, tableau 5.1) n'a été détectée. De plus, aucune transfection n'a 

démontré d'effet activateur des GATA-1 à 6 sur le promoteur de I'AFP (140). 

Ainsi, la seule implication des gènes GATAs dans la régulation de I'AFP provient 

de son effet inducteur sur le promoteur de FTF (224). 11 est également possible 

que des facteurs GATAs soient impliques dans l'activation de l'amplificateur 

intergénique. 

Le second candidat étudié est le complexe protéique API qui est 

composé de deux protéines, soit c-fos et c-jun. Au cours du développement ainsi 

que dans les hépatocytes en cuIture, I'expression d'AP1 corrèle avec la 

prolifération cellulaire (463, 465) et avec I'expression de I'AFP (464). 



Tableau 5.1. Résume des interactions protéine-protéines testées 

GST-seul GSTIDBDFTF GSntBDFTF GST-c-jun GSTIGRDAFI 

200mM NaCI 
c-fos 
c-jun 
FTF 
SFI  
CIEBPa 
HNF4a 
HNFl 
RXR 
COUP-TF1 
GATA-6 
pFD3 
dGR 
GR 
ER 

NIA 
NIA 
N/A 
NIA 
+ 

+1- 
+I- 
+ 

NIA 
NIA 
+ 

NIA 
+/- 

- 
NIA 
NIA 
NIA 
NIA 
+ 

NIA 
NIA 

300mM Na CI 
FTF - + NIA NIA 
GR - + + NIA NIA 
dGR - + + NIA NIA 
ER - + + NIA NIA 

Tableau récapitulatif des résultats obtenus lors des expériences de rétention. Un moins (-) = pas 

d'interaction, un plus et un moins (+/-) =une faible interaction, un plus (+) =une bonne interaction, 

deux plus (++) =une interaction forte, N/A =pas vérifié. 

En 1991, Zhang et al. ont démontré qu'une bonne quantité de c-jun purifié 

pouvait lier le promoteur de I'AFP sur un site chevauchant le site FTF et que 

cette liaison était probablement impliquée dans l'activation de I'AFP et dans la 

répression par le récepteur des glucocorticoÏdes (129). Cependant. in vivo, ce 

site est de trop faible affinité pour être occupé par c-jun. De plus, les expériences 

de transfections démontrent que c-jun n'est pas un inducteur de I'AFP, mais 

plutôt un répresseur. Néanmoins, il était possible qu'un second site potentiel 

pour la liaison de API existe, situé dans la séquence de LF (figure 1.5). 

Toutefois, les résultats de transfections (figure 5.3A) et de gels de retardement 

(140) démontrent que ce site n'est pas lié par AP1 et qu'AP1 réprime toujours 

l'activité du promoteur de I'AFP. II a été démontré en 1995, par Bois-Joyeux et 



al., que c-jun, et non c-fos, peut réprimer l'activité du promoteur de I'AFP par un 

contact protéine-protéine avec un facteur présent dans ce promoteur, car un c- 

jun muté pour ne plus lier I'ADN réprime tout de même le promoteur de I'AFP 

(133). Les résultats de rétention démontre que ce facteur ciblé par c-jun est 

probablement FTF et que l'interaction entre c-jun et FTF se fait via le DBD de 

FTF (tableau 5.1 ). De plus, c-fos ne peut pas lier FTF (tableau 5.1). 11 est donc 

possible que l'interaction entre c-jun et FTF bloque le DBD de ce dernier et 

l'empêche ainsi d'exercer sa fonction. Dans l'article de Bois-Joyeux et al. il est 

mentionné que cette interaction de c-jun avec un facteur inconnu se fait par la 

portion activatrice N-terminale de c-jun et que c-jun réprime plus fortement que 

JunB ou JunD (133). II serait donc intéressant, dans l'avenir, de vérifier si FTF 

interagit avec cette portion de c-jun et si FTF est capable d'interagir avec JunB 

ou JunD. 

Cette interaction entre FTF et c-jun est probablement importante pour la 

régulation développementale de I'AFP. II est démontré que c-fos est induit par 

différents stimuli mitogéniques et que cette induction est forte et transitoire (458). 

Dans une cellule en croissance, la présence de c-fos et des membres de sa 

famille (fosB, fra-l et fra-2) est détectée, mais ceux-ci sont absents des cellules 

non stimulées (458, 459). Pour ce qui est de c-jun, il est induit par les mêmes 

stimuli mitogéniques (458, 459) en corrélation avec l'induction de c-fos (465). 

Toutefois, dans les cellules non stimulées un niveau basal de c-jun et de tous les 

membres de sa famille (JunB et JunD) est détecté (458). De plus, il est connu 

que I'homodirnère c-jun est le constituant majeur du AP1 présent dans les 

hépatocytes non prolifératifs (477). Un modèle intéressant serait qu'au cours de 

la prolifération hépatique, c-jun n'est pas disponible pour venir bloquer FTF car il 

est complexé avec c-fos et est impliqué dans la prolifération. Cependant, à la fin 

de la prolifération c-fos disparaît et c-jun deviendrait alors disponible pour 

interagir avec FTF et bloquer ainsi son action positive sur le promoteur de I'AFP. 

Ceci pourrait expliquer la corrélation entre l'expression de I'AFP et la prolifération 

cellulaire. La répression de l'expression du gène de I'AFP par Ha-Ras (478) peut 



alors s'expliquer par l'induction via Ha-Ras de c-jun préférentiellement à c-fos 

(479). 11 est également démontré que c-jun est un facteur essentiel pour le 

développement hépatique puisque sa mutation dirigée mène à une malformation 

hépatique (448)- Ainsi, l'interaction entre FTF, qui est vraisemblablement 

impliqué dans le développement hépatique (224). et c-jun fait probablement 

partie des mécanismes de communication essentiels au bon développement 

hépatique. Dans cette optique, une étude plus approfondie de leur interaction 

pourrait être intéressante; il serait intéressant de vérifier si l'expression de I'AFP 

est affectée dans le sac vitellin des souris mutées pour c-jun ou dans le foie des 

souris mutées pour c-fos. 

Dans la poursuite de la recherche de l'identité du facteur LF, le récepteur 

nucléaire HNF4a a été testé. L'action de HNF4a sur le promoteur de I'AFP est 

intriguante. Tout d'abord en transfection, HNF4a active le promoteur de I'AFP 

(figure 5.3B,4) et son action s'additionne à celle de FTF (figure 5.38,6). Cette 

activation combinée à la présence d'une séquence ressemblant à la séquence 

consensus pour HNF4 (470) dans la séquence de LF (figure 1,5) faisait de 

HNF4a un bon candidat pour LF. Ainsi, une interaction protéine-protéine entre 

FTF et HNF4a était possible. Cependant aucune interaction entre ces deux 

facteurs n'est détectée (tableau 5.1). De plus, aucun addition entre l'action de 

HNF4a et HNFi n'est obtenue en transfection (figure 5.36'7) et I'addition 

remarquée en présence de FTF, HNF1 et HNF4a (figure 5.38,8) ne correspond 

qu'à I'addition de FTF et HNFI (figure 5.3B3) ou FTF et HNF4a (figure 5.3B,6) 

uniquement. Les sites de liaison de ces deux facteurs sont très rapprochés et 

pourraient probablement entrer en compétition ne permettant qu'à l'un ou l'autre 

des facteurs de lier l'ADN. Ainsi HNF4a pourrait être un facteur auxiliaire de 

l'activation de I'AFP en réponse à une élévation du niveau d'acide gras car il 

vient d'être démontré que HNF4 lie des acides gras sous forme d'acyl-CoA et 

que cette liaison augmente son activité (149). 11 est donc possible que 

l'augmentation de la concentration en acides gras active HNF4 qui vient alors 

activer l'expression de I'AFP afin que cette dernière transporte ce surplus (85). 



Dans ce chapitre est démontré que FTF diverge quelque peu de la famille 

des récepteurs nucléaires FTZ-FA puisqu'il est capable de former des 

homodimères en solution. Néanmoins, FTF ne lie probablement pas sa 

séquence palindromique contenue dans le promoteur de I'AFP sous forme 

d'homodimère mais plutôt sous forme de monomère car: 1) sa séquence de 

liaison est consensus à celle des membres de la famille FTZ-FI qui la lient sous 

forme de monomère (220), 2) FTF possède quatre variants initiés à quatre 

méthionines différentes dans sa séquence. Par conséquent, si un homodimère 

liait cette séquence dans le promoteur de I'AFP. il ne serait pas possible de voir 

quatre bandes spécifiques en gel de retardement (130), mais un flou spécifique. 

Cependant, en solution, FTF peut exister sous forme d'homodimère (tableau 5.1) 

et cette propriété n'est pas partagée avec SF1, son homologue (tableau 5.1). 11 

est intéressant de noter que la différence majeure entre FTF et SFI, dans leur 

DBD, se situe au niveau de la boîte D (consewation de 2 nucléotides sur 5 entre 

FTF et SF1, (130)) qui est impliquée, chez les récepteurs nucléaires, dans la 

dimérisation. Ainsi, FTF aurait subit une évolution, par la modification de la 

séquence de son DBD au niveau de sa boîte Dl lui conférant la possibilité 

d'hornodimériser. 

II est possible que LF soit en fait un second FTF. Dans la séquence de LF 

se retrouve un site de liaison très dégénéré mais ressemblant quelque peu à la 

séquence consensus de FTF. II serait donc possible que ['homodimère FTF ne 

se lie pas à une seule séquence, mais à deux séquences séparées. Par 

conséquent, la liaison de FTF à son site de forte affinité pourrait entraîner 

l'arrivée, via la formation d'un homodimère, d'un second FTF qui se lierait à la 

séquence présente dans LF. 

FTF n'est pas capable d'hétérodimériser avec les récepteurs nucléaires 

RXRa (RXR est impliqué dans I'hétérodimérisation avec plusieurs autres 

récepteurs nucléaires (480-483)), Coup-TF1 et HNF4a. Cependant, il 



hétérodimérise en solution avec GR et ER. Le récepteur de glucocorticoïdes est 

impliqué dans la régulation hormonale du gène de I'AFP. En réponse aux 

hormones glucocortico*ides. GR migre au noyau et vient rapidement réprimer 

I'expression de I'AFP (144) (figure 5.3A,1-2;9-10)- La plupart des tumeurs 

hépatiques qui réexpriment I'AFP (14, 15) ne répondent plus ou partiellement 

plus aux hormones glucocorticoïdes (9). Ainsi, il y a probablement dans ces 

tumeurs la perte d'un facteur couplant GR à la régulation de I'AFP. Cette 

répression de la part de GR nécessite la présence de son DBD mais n'oblige pas 

sa liaison a l'ADN (140). De plus, cette action se fait via le segment d'ADN 

FTF/LF du promoteur de I'AFP (figure 1.5) (140). Dans le promoteur de I'AFP, 

FTF ne peut pas être l'unique cible de GR, car ce dernier ne réprime pas l'action 

de FTF dans le c core promoter D de HBV (figure 5.3A,5-6). Comme aucune 

séquence équivalente à celle de LF n'est retrouvée dans le core promoter >> de 

HBV, le complexe FTFILF se doit d'être la cible de GR dans le promoteur de 

I'AFP et non FTF seul. C'est donc I'interaction entre FTF et LF ou entre un 

coactivateur et le complexe FTFILF qui est brisée par l'arrivée de GR au noyau. 

Ainsi, l'interaction physique en solution entre FTF et GR (tableau 5.1) ne peut 

pas expliquer à elle seule la répression hormonale de I'expression de I'AFP. Ce 

qui est appuyé par l'obtention d'une interaction entre FTF et ER, ce dernier 

n'ayant aucun effet sur I'expression de I'AFP. 

II est connu que le récepteur nucléaire HNF4 interagit, via son AF2, avec 

I'homéoprotéine HNFI (484), de même qu'il est démontré que FTZ-FI est 

capable d'interagir avec I'homéoprotéine FTZ (485). Comme HNFl est impliqué 

dans l'induction du promoteur de I'AFP et que son action coopère avec celle de 

FTF ((130) et figure 5.3A19), il était intéressant de vérifier si FTF et HNFl 

pouvaient interagir ensemble. Toutefois, FTF et HNFi n'interagissent pas 

ensemble (tableau 5.1) et donc leur coopération doit passer par d'autres facteurs 

tels que LF. II serait intéressant de vérifier si FTF peut interagir avec d'autres 

types d'hornéoprotéines, tout comme SFI qui interagit avec I'homéoprotéine 

Ptxl (486). Oct-1 , une hornéoprotéine capable d'interagir avec GR (487)' pourrait 



être une bonne candidate pour LF. De même, un autre candidat pour LF est Nkx- 

2.8, un autre type d'homéoprotéine qui possède une activité inductrice sur le 

promoteur de I'AFP (136). Les auteurs qui ont démontré cette activation 

mentionnent que le site d'action de Nkx-2.8 se situe dans le site de liaison pour 

FTF (136). Toutefois, il existe également une séquence de liaison pour ce facteur 

dans la séquence LF (136). 11 est égalernent possible de penser qu'un membre 

de la famille Ptx, qui serait présent au foie (aucun n'a encore été identifié dans le 

foie cependant), puisse interagir avec FTF. 

La dernière interaction en solution tentée a été exécutée avec le facteur 

de transcription CIEBPa qui est impliqué dans l'activation de l'expression de 

I'AFP via i'amplificateur intergénique (7). Le mode d'action proposé pour un 

amplificateur serait que ce dernier se rapproche du promoteur par un 

recourbement de l'ADN via l'intermédiaire d'interactions protéine-protéines avec 

soit les facteurs directement impliqués dans le promoteur ou avec les cofacteurs 

de ceux-ci, pour de cette façon aider au recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle (474). 11 a donc été vérifié si CIEBPa et FTF pouvaient faire des 

interactions positives et ainsi permettre à l'amplificateur de se rapprocher du 

promoteur de I'AFP. CIEBPa est capable de lier fortement le DBD de FTF 

(tableau 5.1) et cette interaction est la plus forte parmi toutes celles obtenues. 

Par conséquent, FTF et CIEBPa doivent interagir ensemble pour recruter la 

machinerie transcriptionnelle au promoteur de I'AFP. Le récepteur de 

glucocorticoïdes peut interagir avec ClEBP ((476) et figure 5.2EY2), alors une 

partie de ['action négative de GR sur I'expression de I'AFP pourrait être de 

bloquer cette interaction positive entre FTF et CIEBPa. Cette interaction entre 

CIEBPa et FTF pourrait également être impliquée dans la régulation du virus de 

l'hépatite B; FTF induisant le (( core promoter N de HBV (chapitre 5) et C/EBP 

activant l'amplificateur I de HBV (393). 

L'interaction entre FTF et CIEBP ou c-jun se fait via le DBD de FTF. FTF 

possède immédiatement à fa sortie de son DBD, une séquence protéique 



s'apparentant au « zipper » de leucine (130, 225-227). Cette région est présente 

dans la protéine GSTIDBD-FTF servant aux expériences de rétention. II serait 

alors possible que cette région de FTF interagisse avec le « zipper » de leucine 

de ClEBP et de c-jun. De plus, il est connu que le « zipper » de leucine de c-jun 

est important dans la liaison de c-jun a GR (468). 11 serait intéressant de vérifier 

cette possibilité en enlevant le simili « zipper » de leucine de la protéine de 

fusion GST/DBD-RF. 

La poursuite de l'identification du facteur LF n'a pas encore abouti et 

l'explication de la régulation hormonale n'est pas encore complète. Le procédé le 

plus simple pour aboutir à l'identification de LF serait de faire un criblage par 

deux hybrides d'une banque de foie avec comme sonde FTF et GR. Ainsi, toutes 

protéines liant ces deux facteurs seraient de bonnes candidates pour LF. 

L'interaction entre FTF et des coactivateurs est également intéressante. II 

est possible que la connaissance de LF ne soit pas suffisante pour expliquer 

totalement la régulation hormonale car il est probable que la présence de 

coactivateurs joue un rôle important. II a été démontré que FTZ-FI de Bombyx 

Mon utilisait deux cofacteurs. MBFl et MBF2, pour mener à bien sa fonction de 

recrutement de la machinerie transcriptionnelle (488. 489). 11 est connu que 

TIFIB est lié par ClEBP et par GR (490). Ainsi, si FTF et CIEBP pouvaient lier 

TIF1 P, un GR activé pourrait alors venir enlever ce cofacteur et réprimer 

l'expression de I'AFP. FTF et LF pourraient également partager un cofacteur que 

GR viendrait enlever pour réprimer le promoteur de I'AFP. 

En transfection, les cofacteurs Ripl40 et SRC-1 sont potentiellement 

impliqués dans la régulation de l'activité de FTF. Ripl40 a tout d'abord été 

identifié comme un cofacteur de ER qu'il stimule lorsqu'il est en basse 

concentration et qu'il réprime lorsque sa concentration est plus élevée (197). Le 

comportement de Ripl40 envers FTF est sensiblement le même, à savoir qu'à 

faible concentration, il stimule son activité (figure 5.3C.7-8) alors qu'en plus 



haute concentration, il n'a pas d'effet sur l'activité de FTF (figure 5.36,9-12). 11 a 

été démontré que Ripl40 possédait un effet répresseur sur I'action positive ou 

négative de GR et que cette répression est cornpetitionnée par un autre 

coactivateur, soit TIRI (491). Ainsi, une portion de la répression hormonale 

régissant I'expression de I'AFP pourrait passer par Ripl40 qui est connu pour 

interagir avec GR (491). L'action de Rip140 sur ER est dépendante du contexte 

du promoteur, il active ER seul mais lorsque ce dernier est lié à Pit-1, il le 

réprime (492). Ainsi, l'activité de Ripl40 pourrait varier dépendant des facteurs 

de transcription présents. II est alors possible que la différence dans l'activation 

par Ripi40 du core promoter » du virus de l'hépatite B (figure 5.36,7) par 

rapport au promoteur de I'AFP (figure 5.3C,17) est due au fait que FTF est seul 

dans le <c core promoter N, alors qu'il est complexé avec LF dans I'AFP. 

Le coactivateur SRC-1 possède également une action activatrice sur FTF 

(figure 5.3C.2) qui est cependant moins forte que celle produite par Ripl40 

(figure 5.3CY7). SRC-1 est un cofacteur implique dans I'activation de plusieurs 

récepteurs nucléaires (GR, ER, TR, etc.) (197). SRC-1 interagit avec le domaine 

AF2 de HNF4 (493), tout comme avec deux portions de SF1, soit I'AF-2 et un 

domaine situé après son DBD (acides aminés 1 87 à 245) (494). 11 n'est donc pas 

surprenant que FTF puisse être activé, tout comme son homologue SFI, par 

SRC-1 et cette interaction doit se faire via son AF2 également. GRIPI, quant à 

lui, ne semble pas influencer l'action de FTF (figure 5.3CY1 3-14). 

Ainsi, FTF n'est pas exempt de la possibilité de faire des interactions avec 

des cofacteurs et l'approfondissement de ce champ d'étude serait important pour 

bien caractériser la fonction de FTF et son implication dans les processus 

développementaux. De même que l'identification des cofacteurs avec lesquels 

FTF interagit pourrait permettre de clarifier la régulation de I'expression du gène 

de I'AFP. Plusieurs autres cofacteurs pourraient être testés quant à leur action 

sur l'activité de FTF (TIF1 p, TIFII, PBP, etc.). II faudrait également mieux 

caractériser l'interaction de FTF avec Ripl40 et SRC-l en transfection; des 



expériences de rétention sur colonne permettraient de vérifier si FTF interagit 

physiquement en solution avec ces coactivateurs. 

Le domaine AF-1 des récepteurs nucléaires était considéré comme un 

domaine activateur simple, indépendant des ligands. II est de plus en plus 

évident que ce domaine peut être la cible des sentiers métaboliques via sa 

phosphorylation. PPARa est activé par la phosphorylation de son domaine AF-1, 

alors que PPARy est réprimé (158). 11 semblerait que le domaine AF-1 non 

phosphorylé de PPARa soit occupé par des corépresseurs et que sa 

phosphorylation l'en libère (158). II a été démontré également que le domaine 

AF-1 de ERP recrute SRC-1 seulement s'il est phosphorylé (161). FTF ne 

possède pas de domaine AF-1, ce qui peut faire de FTF un récepteur nucléaire 

moins fort, incomplet, par rapport aux autres récepteurs. Les transfections 

démontrent que c'est effectivement le cas puisque l'ajout d'un AF-1, soit I'AF-1 

de GR, a FTF (AFTF, figure 5.4) confère à ce dernier un effet suractivateur sur 

tous les promoteurs qu'il contrôle (figure 5.4). FTF n'est pas capable d'activer 

une construction contenant sa séquence consensus multimérisée (figure 5.4.1 l) ,  

alors que AFTF, en est capable (Figure 5.4,l2), ce qui amène la conclusion que 

FTF (et SF1 probablement) aurait évolué pour être incomplet et avoir besoin de 

la présence d'autres facteurs (tel que LF) pour pouvoir bien exercer sa fonction. 

Ceci est démontré lorsque le domaine AF-1 de ER est coupé; celui-ci fonctionne 

moins bien, mais cette perte peut être compensée par l'ajout d'une séquence de 

liaison pour d'autres facteurs de transcription (API et NF1) près du site de ER 

(162). AFTF pourrait se révéler utile pour l'identification des cibles de FTF et 

pour la caractérisation de la fonction de FTF au cours du développement. Tout 

d'abord, le fait d'avoir un suractivateur permettra de voir avec cet AFTF en 

transgénèse de plus grandes variations dans l'expression de ses gènes cibles 

qu'avec un FTF normal, permettant alors de les identifier plus aisément. II serait 

également intéressant de transfecter de façon stable AFTF dans les cellules ES 

et de vérifier si leur différenciation in vitro est affectée. 



SFI, qui ne possède pas de domaine N-terminal tout comme FTF, 

possède cependant un domaine d'activation, que certains nomment AF-1, qui est 

différent de I'AF-2 et qui se situe après le DBD (acides aminés 187 à 245). Tout 

récemment, il a été démontré que ce domaine subissait une phosphorylation sur 

la sérine-203 et que cette phosphorylation affectait le recrutement des cofacteurs 

(160). La compararaison de FTF et SFI dans cette région montre une homologie 

faible (53% par rapport à 62% pour les protéines entières). Néanmoins, deux 

sous-régions plus conservées (81% et 68%) se retrouvent dans ce domaine. Au 

niveau des sites de phosphorylation théoriques pour FTF, dans cette région se 

retrouvent deux sites potentiels de phosphorylation pour la caséine kinase II 

(CKII), dont un situé dans la première sous-région conservée et dont la sérine 

phosphorylée correspond à la sérine-203 de SFI (sérine-233 de FTF). II serait 

donc possible que FTF possède un tel domaine activateur et que celui-ci soit 

phosphorylé comme pour SF-1. 

Tous les résultats des interactions protéine-protéines présentés ici, sont 

des résultats préliminaires en attente d'une confirmation. En effet, dans toutes 

expériences tentant d'identifier des interactions protéine-protéines, il faut toujours 

confirmer tes résultats par une seconde méthode. Dans ce cas-ci, il serait 

possible de confirmer les interactions entre FTF et CIEBP, c-jun, GR ou ER 

(tableau 5.1) en transfection par double hybride ou en immunoprécipitation. Pour 

ce qui est des interactions avec les cofacteurs, il faudra approfondir l'interaction 

probable entre FTF et Ripl40 ou SRC-1 par des analyses de liaison et par des 

transfections supplémentaires. II pourrait être intéressant de connaitre quelle 

portion de FTF est impliquée dans ces interactions. II serait également 

intéressant de tester d'autres cofacteurs. De même, un criblage par deux 

hybrides avec FTF pourrait fournir d'autres candidats pour LF et d'autres 

cofacteurs. Finalement, la construction d'un FTF suractivateur (AFTF) n'est 

qu'une première étape vers une analyse approfondie des cibles potentielles pour 

FTF et de la fonction de FTF dans le développement. En ce qui concerne la 

régulation de l'AFP, ces résultats, mêmes préliminaires, ont apporté des 



éclaircissements substantiels quant à l'implication de FTF et de LF, quant à 

l'effet de c-jun sur le promoteur et quant à la possible implication de cofacteurs 

dans la régulation de l'AFP. 
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Chapitre 6 

Conclusion et perspectives 

II y autant de façon de réguler l'expression d'un gène qu'il y a de gènes 

dans le génome. Liaison, compétition, amplification, répression, activation, 

interaction, coopération sont tous des termes qui décrivent cette diversité 

mécanistique. Par sa complexité, la régulation du gène de l'alpha-foetoprotéine 

s'incorpore parfaitement à cette multitude. Le travail présenté dans cette thèse 

apporte plusieurs éclaircissements quant à la compréhension de cette régulation. 

De plus, il améliore nos connaissances sur la famille de l'albumine et sur la 

fonction du récepteur nucléaire orphelin FTF. 

6.1 Les implications sur la régulation de I'AFP 

L'AFP est une protéine embryonnaire qui voit son expression corréler 

avec la prolifération et la différenciation hépatiques (9. 10). Le contrôle de cette 

expression est effectué majoritairement par l'amplificateur intergénique et par 

son promoteur. Dans le chapitre 3, il est démontré que la régulation de l'alpha- 

albumine n'influence en aucun cas I'expression de I'AFP. malgré le patron 

d'expression développementale réciproque existant entre ces deux gènes. II est 

également connu que les éléments du promoteur de I'AFP sont suffisants pour 

contrôler son expression développementale (1 15, 1 18). Ainsi, les facteurs de 

transcription présents dans ce promoteur et les interactions entre eux sont les 

principaux acteurs de cette régulation. 

L'existence d'un interrupteur biologique constitué des facteurs HNFl et 

NF1 est un des mécanismes de fermeture du promoteur. Ce mécanisme, 

cependant, fait probablement partie d'une étape tardive de la fermeture du 

promoteur lors du développement. Une mutation du promoteur de I'AFP dans Ie 

site de liaison du facteur NF1, empêchant la fixation de ce dernier à l'ADN, 

n'entraîne pas de persistance de I'expression d'un gène rapporteur présent dans 



le foie de souris transgéniques. Toutefois, dans cette même souris transgénique. 

au niveau du rein. où I'expression de HNFl est beaucoup plus élevée, il y a 

persistance de I'expression (140). Ceci suggère donc que cet interrupteur, 

n'étant pas l'initiateur de la fermeture du locus au niveau du foie, est tout de 

même important pour sa fermeture complète. I! faut donc imaginer que la 

fermeture du promoteur de I'AFP, de façon simultanée avec l'arrêt de la 

prolifération, résulte tout d'abord d'un premier événement répresseur qui 

entraîne le blocage de la liaison de FTF, LF et de HNFl ce qui favoriserait alors 

l'arrivée de NF1 sur son site de liaison. NF? viendrait ainsi compléter la 

fermeture du promoteur. Par la suite. le promoteur serait méthylé et I'expression 

serait bloquée. 

Une portion de cette thèse s'est donc intéressée à identifier cet 

événement initiateur. Le récepteur nucléaire orphelin FTF, nouvellement identifié 

dans le laboratoire et démontré essentiel pour l'activation de I'AFP (130), s'est 

avéré le candidat le plus susceptible a subir cette régulation. Ce récepteur 

nucléaire possède un facteur accessoire, LF, encore non identifié qui serait 

également important dans la régulation de I'expression de I'AFP (7, 130). Le 

récepteur FTF est une cible de choix de par sa nature réceptrice. Ainsi, il est 

probable que la présence d'un ligand spécifique à FTF soit amené a varier avec 

la prolifération cellulaire affectant son activité; de même qu'il est possible que 

FTF soit la cible de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, 

glycosylation, etc.) en parallèle avec la prolifération cellulaire modifiant ainsi son 

activité. Toutefois, au chapitre 4, les expériences démontrent que FTF est 

essentiel à I'expression maximale d'un messager exprimé uniquement chez 

l'adulte. soit le messager prégénomique du virus de l'hépatite B. Ainsi, si FTF 

subit une modification (soit post-traductionnelle ou par perte de son ligand) chez 

l'adulte, celle-ci n'affecte en rien sa capacité d'activer le « core prornoter » de 

HBV (chapitre 4). Néanmoins, cette modification pourrait être très minime et 

n'affecter que très légèrement l'activité de FTF. Cette légère différence ne serait 

alors pas ressentie dans un promoteur standard contrôlé par deux sites FTF tel 



que le core promoter », mais affecterait un promoteur dont le contexte est 

fragile et sous tension. Ainsi, pour maintenir l'expression de I'AFP, FTF pourrait 

avoir besoin de toute son activité et une simple diminution de son affinité pour 

I'ADN pourrait suffire pour créer un déséquilibre dans le promoteur et ainsi ne 

phs permettre à FTF de collaborer avec LF et HNFI, ce qui ouvrirait la voie à 

NF1 pour venir fermer l'interrupteur et ainsi clore le promoteur. 

Une autre hypothèse est que la répression développementale de I'AFP 

pourrait être dépendante de l'interaction de FTF avec LF ou avec un cofacteur. 

Ainsi, l'initiateur de la répression développementale pourrait tout simplement être 

un facteur de transcription ou un corépresseur, apparaissant à la fin de la 

prolifération, qui viendrait bloquer l'interaction entre FTF et LF ou entre FTF et un 

cofacteur. Ce blocage créerait alors un déséquilibre dans le promoteur. libérerait 

HNF1 et permettrait à NF1 de venir se lier pour fermer le promoteur. II semblerait 

que la régulation hormonale use de ce principe puisque cette dernière est perdue 

lorsque FTF et LF sont absents. mais demeure si l'un ou l'autre est présent 

(140). De phs, l'action répressive du récepteur des glucocorticoÏdes se fait par 

contact protéine-protéine et non en liant I'ADN (140). Par conséquent, GR 

pourrait venir bloquer l'interaction constructive entre FTF et LF et ce blocage 

pourrait résulter en une répression de I'expression de I'AFP. Ainsi, l'étude des 

interactions protéine-protéines entre FTF et diverses protéines est une voie 

prometteuse dont quelques résultats préliminaires sont présentés au chapitre 5 

de cette thèse. 

Parmi les premières interactions obtenues, notons que le domaine de 

liaison de I'ADN (DBD) de FTF est capable d'interagir avec c-jun. un des 

constituants, avec c-fos, du complexe protéique AP1 dont la présence est 

associée à la prolifération cellulaire (458, 459). Les transfections démontrent que 

c-jun est un répresseur du promoteur de I'AFP (chapitre 5). 11 serait donc 

possible que c-jun, lors de la prolifération, soit uniquement complexé avec c-fos 

qui, lorsque la prolifération cesse. voit son expression s'arrêter (458). De cette 



façon, c-jun est libéré et se retrouve seul dans la cellule. II est alors capable 

d'homodimériser et de mener une action comparable à AP1, mais légèrement 

moins forte (459). Toutefois, une portion de ce c-jun pourrait également 

hétérodimériser avec FTF et ainsi venir bloquer son interaction avec LF et par 

conséquent réprimer I'expression de I'AFP. Ainsi, pourrait s'expliquer la 

corrélation de cette dernière avec la prolifération cellulaire. De même, le (( core 

promoter » de HBV est également réprimé par c-jun, appuyant l'hypothèse d'un 

effet répresseur de c-jun sur FTF. II est alors possible de se demander pourquoi 

le (( core promoter )) de HBV fonctionne chez l'adulte si FTF est bloqué par c-jun. 

Une réponse possible est que la protéine X du virus est capable d'interagir avec 

c-jun (292, 317) ce qui pourrait l'empêcher d'interagir avec FTF. Ceci pourrait 

également expliquer la corrélation entre I'expression de l'AFP et l'apparition de 

carcinomes hépatocellulaires dépendants de HBV (495,496). 

II devenait donc essentiel d'identifier le facteur accessoire (LF) a FTF 

puisque la connaissance de ce facteur allait permettre de mieux comprendre les 

mécanismes affectant l'association entre FTF et LF et, par le fait même, affectant 

la régulation développementale et/ou hormonale du gène de I'AFP. Parmi les 

candidats étudiés plusieurs ont été éliminés : les gènes de type GATA, le 

complexe API et le récepteur nucléaire HNF4 (Chapitre 5). Deux candidats 

demeurent cependant. II y a tout d'abord I'homéoprotéine NKx-2.8 qui est 

capable d'activer le promoteur de I'AFP (136). Une interaction entre FTF et cette 

homéoprotéine est tout à fait possible puisque que FTZ-FI, un homologue a 

FTF, est capable d'interagir avec FTZ, une homéoprotéine (485). 11 serait 

intéressant de vérifier si FTF et NKx-2.8 additionnent leur action en transfection 

et vérifier par rétention sur colonne si ces deux protéines peuvent former des 

interactions protéine-protéines. II est également possible que d'autres types 

d'homéoprotéines, telles que Oct-1 ou un homologue humain à FTZ, puissent 

interagir avec FTF. 



Le second candidat est FTF lui-même puisque au chapitre 5 il est 

démontré qu'il est capable de former des homodimères en solution. Cette 

hypothèse peut sembler assez surprenante puisque tous les autres membres de 

la famille FTZ-FI lient l'ADN sous forme de monomère (1 79, 180, 221 ). De plus, 

tout porte à croire que FTF lie également sa séquence de Iiaison consensus, 

présente dans le promoteur de I'AFP (figure 1.5), sous forme de monomère 

(130). Ainsi FTF doit bel et bien lier sa séquence consensus sous forme de 

monomère. Toutefois, la présence dans la séquence LF d'un site de liaison de 

faible affinité pour FTF pourrait amener la liaison d'un second FTF. II est alors 

possible d'imaginer que R F  se lie sur son site de forte affinité et qu'une fois lié, 

il attire un second FTF par une interaction protéine-protéine. Ce second FTF se 

lierait alors à la séquence de faible affinité présente dans LF. II est également 

possible que la présence d'un ligand de FTF au cours du développement 

entraîne une légère augmentation de l'affinité de FTF pour sa séquence de 

Iiaison, lui permettant ainsi de venir se lier sur ce site de faible affinité, en plus de 

se lier sur son site consensus. La présence d'un second FTF se liant sur un site 

de faible affinité de façon dépendante de la présence d'un second FTF ou de la 

présence d'un ligand, contribuerait à créer dans le promoteur de I'AFP un 

contexte sensible aux variations qui surviennent au cours du développement. 

Ainsi, toutes perturbations de l'interaction entre les deux FTF pourraient 

entraîner une répression de I'AFP. C'est ainsi que I'hétérodimérisation de c-jun 

avec FTF pourrait mener à une répression de l'expression de I'AFP au cours du 

développement. II est mentionné au chapitre 5 que l'interaction obtenue entre 

FTF et GR ne devait probablement pas être l'unique responsable de la 

répression hormonale puisque le « core promoter » de HBV n'était pas réprimé 

par la dexaméthasone (chapitre 4). Toutefois, dans un contexte ou deux FTF 

interagissent ensemble pour activer la transcription de I'AFP ceci pourrait être 

différent. Ainsi, l'action de GR n'affecte pas FTF dans le « core promoter >> parce 

que dans celui-ci, malgré ses deux sites de liaison, FTF se retrouve sous forme 

de monomère. Tandis que dans I'AFP, la liaison de GR avec FTF bloquerait 



I'interaction positive avec le second FTF et empêcherait ainsi l'activation de 

l'expression du gène de I'AFP. 

Dans le chapitre 5, il est également démontré que FTF est capable 

d'interagir avec le facteur de transcription C/EBP. Ce dernier est essentiel à la 

fonction de l'amplificateur intergénique (7). Ainsi, il est possible qu'une autre 

fonction de FTF dans le promoteur de I'AFP soit d'interagir avec ClEBP pour 

permettre à l'amplificateur intergénique de se rapprocher du promoteur et 

d'exercer son action d'amplification sur ta transcription. Ainsi, ce rapprochement 

de l'amplificateur pourrait être dépendant de la présence de deux FTF dans Ie 

promoteur et, par conséquent, la dissociation de I'interaction entre ces deux FTF 

pourrait bloquer l'action positive de I'ampfificateur sur le promoteur. 

6.2 La famille de l'albumine 

Dans les chapitres 2 et 3, un nouveau membre de la famille de I'albumine 

est caractérisé, soit l'alpha-albumine. L'identification de l'existence de ce 

quatrième et probablement dernier membre à la famille de l'albumine a permis 

de bien délimiter le locus de la famille avec dans l'ordre chez l'humain et la 

souris : 5'- l'albumine, I'AFP, et ALF- 3'. De plus, tous ces gènes possèdent la 

même polarisation d'expression 5' + 3'. La connaissance de la séquence de ces 

différents gènes chez la souris, le rat et l'humain a permis de faire une étude 

phylogénique plus détaillée. permettant de mieux comprendre l'évolution de cette 

famille. Ainsi, I'AFP et ALF viennent d'un ancêtre commun distinct de I'ALB dont 

l'apparition par duplication a donné naissance à cet ancêtre commun. L'AFP et 

ALF ont divergé au niveau de leur régulation de façon opposée probablement 

pour permettre à l'un de remplacer l'autre au cours du développement. Cette 

réciprocité d'expression implique que les portions les plus conservées au niveau 

des deux protéines sont probablement celles impliquées dans des fonctions 

communes. II est possible de supposer que tout comme I'AFP, ALF est capable 

de transporter des acides gras et la bilirubine puisque certains sites de liaison 



pour ces deux ligands, identifiés sur I'ALB et I'AFP, sont consewés sur ALF 

(chapitre 3). ALF pourrait également avoir évolué. tout comme VDBP. pour lier 

un ligand très spécifique présent en petite quantité dans le sérum puisque ALF 

est le membre de la famille dont le taux sérique maximal est le plus bas. L'étude 

de ALF a également permis de déterminer que I'expression de cette dernière est 

régulée de façon totalement autonome et que cette régulation n'influençait 

aucunement l'expression du gène de I'AFP. 

6.3 Le virus de l'hépatite B 

La démonstration de l'implication du récepteur nucléaire FTF dans la 

régulation du « core promoter » du virus de l'hépatite B est doublement 

intéressante. Premièrement, elle a permis de s'assurer de la fonctionnalité de 

FTF dans le foie adulte. Ainsi la démonstration que FTF est essentiel et qu'il 

confère la plus forte induction jamais démontrée de la part d'un facteur de 

transcription sur le core promoter » a pemlis de savoir que FTF était 

fonctionnel dans le foie adulte. Deuxièmement, l'intérêt même d'identifier un 

régulateur fort de I'expression du messager prégénomique du virus de l'hépatite 

B possède une forte implication clinique potentielle. La régulation de ce 

messager est essentielle pour l'exécution du cycle de vie du virus puisqu'il est 

impliqué dans la réplication du génome (chapitre 1 section 1.7.5). Au chapitre 4 il 

est démontré que le « core promoter » qui contrôle I'expression de ce messager 

est régulé de façon positive par deux sites de forte affinité pour FTF. De plus, 

l'action de FTF s'additionne à celle de HNF4 pour suractiver ce promoteur. 

Également, des mutations des sites FTF abolissent l'action de FTF dans ce 

promoteur. Finalement, l'utilisation d'un facteur FTF dominant négatif peut 

réprimer le « core promoter » et cela par interférence de liaison avec les autres 

facteurs l'entourant. 

L'action de FTF dans le virus de I'hépatite B est probablement plus 

importante que le seul contrôle de I'expression du messager prégénomique. FTF 



pourrait être impliqué dans le tropisme hépatique du virus. En fait, ['absence de 

l'identification de récepteurs mernbranaires pouvant expliquer le tropisme 

hépatique du virus a amené l'hypothèse que ce dernier s'effectuerait plutôt au 

niveau de la régulation des gènes du virus. Ainsi, le virus pourrait pénétrer dans 

la plupart des tissus mais ne réussir à se répliquer qu'uniquement dans les tissus 

où l'on retrouve la combinaison des récepteurs nucléaires FTF et HNF4. Le seul 

tissu où se retrouve ces deux facteurs en quantité abondante est le foie, ce qui 

expliquerait alors pourquoi HBV se réplique uniquement dans ce tissu. De 

même, un peu de réplication du virus est retrouvée dans le pancréas (352) qui 

est un tissu possédant beaucoup de FTF (130) et un peu de HNF4 (497). Par 

conséquent, FTF et HNF4 pourraient être importants dans l'initiation de la 

réplication virale durant le stade précoce de la transcription et leur absence 

pourrait empêcher le virus d'initier sa réplication. Ainsi, au moment où le virus 

entre dans [a cellule et que son génome se retrouve dans le noyau, FIF  et HNF4 

sont immédiatement utilisés pour produire le messager prégénomique. Pendant 

ce temps. les autres messagers sont produits et cette production pourrait 

également être influencée par FTF via une fonction possible de ce dernier dans 

l'amplificateur II. Par la suite, l'activation du « core promoter » peut être 

poursuivie par C/EBP en combinaison avec la protéine X nouvellement 

synthétisée ou par HNF3 et le cycle de vie du virus se poursuit (298). 

II a été démontré que I'amplificateur 1 de HBV possède plusieurs sites 

C/EBP (390, 394). Ainsi, FTF pourrait, tout comme pour le promoteur de l'AFP, 

interagir avec ces C/EBP (chapitre 5) et aider I'amplificateur à exercer son 

action. De plus, d'après les résultats du chapitre 4, le site FTF#I du c core 

promoter )> pourrait être impliqué dans une telle interaction car lorsqu'il est muté 

dans une construction sans I'amplificateur I (HPml), il n'y a pratiquement pas de 

perte d'activité (figure 3 du chapitre 4). Cependant en présence de I'amplificateur 

I (HEPml), la mutation de ce site est beaucoup plus ressentie (figure 4 du 

chapitre 4). 



6.4 Les perspectives 

Toutes études doctorales doivent s'achever un jour, mais un projet n'est 

jamais totalement complété. C'est pourquoi vous trouverez dans cette section 

différentes expériences qui pourraient être faites dans l'avenir en ce qui 

concerne les différents projets présentés dans cette thèse. 

6.4.1 La suite de la caractérisation de ALF 

La fonction précise de l'alpha-albumine est encore inconnue. II est donc 

facile de proposer un projet dont le but serait d'identifier cette ou ces fonctions. II 

est logique de croire que la fonction de ALF est de transporter des ligands 

comme le font tous les membres de la famille de l'albumine. La purification de 

ALF est une étape importante pour permettre l'identification des différents 

ligands qu'elle pourrait transporter. Ainsi, l'obtention d'une protéine pure pourrait 

permettre de faire des analyses de liaison avec différents ligands. Une 

alternative serait de purifier ALF à partir du sérum et d'analyser par 

spectroscopie de masse quels sont les ligands qu'elle contient suite à cette 

purification. Également, l'identification de certains iigands pouvant être liés par 

ALF pourrait mener à une caractérisation de la localisation sur la protéine des 

sites de liaison pour ces derniers. 

II serait également intéressant de continuer la vérification à savoir s'il 

existe une corrélation entre ALF et différentes pathologies. Si une telle 

corrélation est identifiée, il faudra alors vérifier si cette dernière peut être un 

indicateur précoce de la maladie ou un traceur de l'évolution de celle-ci. Pour ce 

faire, la mise au point d'un essai quantitatif (R.I.A.) serait essentielle. Au niveau 

de l'évolution de la famille de l'albumine, il serait bien de confirmer les 

hypothèses en vérifiant si ALF est présent chez les oiseaux et vraiment absent 

chez les amphibiens. 



6.4.2 L'implication de FTF dans la régulation du core promoter n de HBV 

Plusieurs points supplémentaires seraient a vérifier quant a l'implication 

de FTF dans la régulation du virus de l'hépatite B. Tout d'abord, il serait 

intéressant d'approfondir l'implication de FTF au niveau de la régulation de 

l'expression des gènes de HBV. La région du CC core promoter >> de HBV contient 

un second promoteur, soit le promoteur pre-C, dont la régulation n'est pas 

essentiellement équivalente à celle du CC core promoter n. II est connu que HNF4 

qui active le (C core promoter >> réprime l'activité du promoteur pre-C (409, 410). 

Ainsi, il serait profitable de savoir si FTF active ou réprime ce second promoteur- 

Dans cette région se retrouve également l'amplificateur II. Ce dernier possède 

une action activatrice sur tous les promoteurs du virus outre le (< core promoter » 

et le promoteur pre-C (389). 11 est connu que C/EBP seul. qui n'active pas le 

<c core promoter >>, active cet amplificateur 11 (416, 417). 11 serait pertinent de 

vérifier si FTF est également un inducteur de celui-ci. Finalement, il existe une 

région de régulation négative (NRE) située en 3' du (< core promoter » ayant pour 

effet de réprimer I'action de ce dernier (422. 423). Ainsi, il serait intéressant de 

vérifier si ce NRE possède une quelconque influence sur l'action de FTF. 

Au niveau d'une intervention clinique, il serait très important de vérifier 

l'effet de la présence d'un FTF dominant négatif sur l'infection du virus. Une 

étude, en culture cellulaire, dans laquelle I'infection de cellules hépatiques par 

HBV serait mesurée en présence ou en absence de ce dominant négatif serait 

intéressante. Également, l'intérêt de la démonstration que deux récepteurs 

nucléaires (FTF et HNF4) sont essentiels pour l'activation maximale du <C core 

promoter » attire notre attention vers l'utilité de la découverte d'éventuels 

antagonistes pour ces récepteurs. Ces antagonistes pourraient alors servir dans 

le traitement de la maladie, surtout au niveau de la chronicité. 

L'identification du cc core promoter >> du virus de l'hépatite B. comme une 

cible du récepteur nucléaire FTF. n'était qu'une étape vers l'identification de 

cibles cellulaires pour FTF. Jean-François Paré dans ses travaux a caractérisé 



quelques autres cibles pour FTF, soit HNF4 et HNF1 alors que dans ses travaux 

Luc Galameau a montre que le promoteur de HNF3p est aussi une cible de FTF. 

II serait intéressant d'identifier d'autres cibles pour FTF telles que des gènes 

spécifiques au pancréas puisque FTF y est fortement exprimé (130). Pour ce 

faire, l'utilisation du récepteur FTF hybride, AFTF, qui possède une activité plus 

grande et une spécificité semblable à FTF, serait avantageuse. Une 

surexpression de ce récepteur hybride en transgénèse, combinée à des 

méthodes telles que la fabrication de banques soustractives, pourrait permettre 

d'identifier d'autres gènes cibles. 

6.4.3 Les interactions protéine-protéines 

Tout d'abord, pour poursuivre l'analyse des interactions protéine-protéines 

entre FTF et d'autres facteurs de transcription, il faudrait mettre au point une 

seconde méthode pour vérifier toutes les interactions obtenues telle que 

I'immunoprécipitation ou le deux hybrides dirigés. Cette seconde vérification 

ayant pour but de confirmer que ces interactions sont véritablement spécifiques 

et ne se produisent pas seulement en solution en présence d'excès des deux 

protéines. 

Au niveau des interactions elles-mêmes, plusieurs expériences pourraient 

être attrayantes. Pour commencer, l'interaction physique entre FTF et certaines 

protéines à homéodomaine (NKx-2.8, OCT-1) pourrait être vérifiée. Récemment, 

une répression du promoteur de l'AFP par le facteur de transcription HNF6 a été 

obtenue en transfection. II pourrait être intéressant de vérifier si ce dernier peut 

interagir avec FTF. Dans HBV, il a été démontré que p53 pouvait réprimer le 

core promoter D en inhibant l'action d'un facteur de transcription dont le site de 

liaison correspond au site FTF#1 (300). 11 pourrait alors être pertinent de vérifier 

par rétention sur colonne si FTF et p53 peuvent interagir ensemble. 

Les mêmes expériences d'interaction pourraient être faites avec des 

portioiis plus raccourcies du domaine de liaison de l'ADN (DBD) de FTF. Ainsi, il 



serait possible de déterminer les régions impliquées dans les interactions 

obtenues. Le DBD de FTF pourrait être tronqué ou les doigts de zinc pourraient 

être séparés afin de vérifier quelles portions sont importantes pour l'interaction 

entre FTF et C/EBP ou c-jun. Des mutations dirigées pourraient également être 

effectuées pour vérifier leur implication sur ces interactions. II serait également 

intéressant d'ajouter dans nos réactions de rétention le segment d'ADN 

correspondant aux séquences FTF et LF du promoteur de l'AFP et vérifier si cet 

ajout augmente I'affinité déjà démontrée entre deux FTF. 

Finalement au niveau des coactivateurs, quelques-uns ont été testés en 

transfection et cela démontre que FTF peut être modulé par leur action. 

Toutefois, ces expériences n'étaient que préliminaires et demanderaient une 

étude plus approfondie. Le criblage deux hybrides serait également une 

approche à envisager pour identifier les cofacteurs interagissant avec FTF et 

même pour identifier LF. 

6.5 Conclusion 

Tous les travaux exécutés dans cette thèse ont amené des 

éclaircissements dans la compréhension des différents domaines auxquels ils 

s'affiliaient. Le but de l'étude des mécanismes de régulation impliqués dans 

l'expression de l'AFP était de mieux comprendre ceux-ci et de connaltre les 

facteurs impliqués afin de pouvoir, par la suite, tenter d'induire la différenciation 

dans des cellules hépatiques cancéreuses rétrodifférenciées et ainsi contrecarrer 

le phénotype malin. Par conséquent, la démonstration de la fonctionnalité de 

FTF chez l'adulte par les études du « core promoter », chez le virus de l'hépatite 

B, combinée à la démonstration par Jean-François Paré que FTF est essentiel 

au développement de la souris, porte à croire que FTF serait un des facteurs 

pouvant être utilisés dans de telles tentatives. Les facteurs HNF3 et AP1 seraient 

également de bons candidats pour tenter d'inverser la rétrodifférenciation de 

tumeurs hépatiques. De plus, un facteur hybride tel que AFTF pourrait être un 



outil important pour de telles expériences où la force de l'induction sera 

importante. La poursuite de l'identification des interactions protéine-protéines 

entre FTF et d'autres protéines via le protocole mis au point dans cette thèse ou 

par deux hybrides pourrait également révéler d'autres facteurs de transcription 

ou coactivateurs impliqués dans les mécanismes de prolifération et de 

différenciation hépatiques. L'identification de ces protéines serait alors utile pour 

atteindre le but ultime qui est de réussir à conférer un phénotype différencié non 

malin à une cellule cancéreuse rétrodifférenciée. 
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