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Résumeé

Le gene AFP est exprimé sélectivement par le foie feetal et dans I’hépatome, formant un
excellent modele pour étudier les mécanismes de différenciation qui sont déréglés dans le
cancer. L’hépatome, par exemple, est réfractaire a I’action anti-proliférative et AFP-
suppressive des hormones glucocorticoides. Cette thése porte sur la régulation
transcriptionnelle du locus AFP et plus particulierement sur 1’identification des facteurs de
différenciation hépatique 1’induisant, avec 1’objectif ultime de forcer la différenciation
tumorale. A I’aide d’empreintes génomiques in vivo, je démontre pour la premiére fois
I’occupation d’un site C/EBP au promoteur AFP, contrairement au dogme voulant que
HNF1 occupe cette position critique. Des études d’immunoprécipitation de chromatine ont
établi la présence de C/EBP au promoteur et aux amplificateurs du géne AFP. De plus, j’ai
montré par transfection et transgenése que C/EBP active le gene AFP en tandem avec le
récepteur nucléaire FTF et que cette coopérativité dépend du positionnement précis des
deux facteurs 1I’un par rapport a l’autre au promoteur AFP. Une substitution ou une
modification de la distance entre les deux sites de fixation des facteurs change radicalement
le comportement du géne pendant le développement et dans 1’hépatome : ceci semble
suggérer une contrainte nucléosomale déterminante dans [’activité onco-feetale du
promoteur AFP. On observe aussi une diminution du recrutement de C/EBP ou des
corégulateurs CBP/p300 aux régions régulatrices AFP au cours du développement
hépatique et de la croissance d’une lignée d’hépatome. La suite de ces travaux a permis
d’identifier HNF4 sur les régions amplificatrices du géne AFP dans un mode¢le d’hépatome
et chez des rats adultes. Ces résultats suggeérent un role négatif de HNF4 sur la transcription
du gene AFP et une dérégulation possible de ce facteur dans les hépatomes. Nos travaux
indiquent aussi que les complexes C/EBP présents aux régions amplificatrices AFP sont
directement ciblés par le récepteur des glucocorticoides (via son domaine de liaison a
I’ADN) dont la présence empéche le recrutement des cofacteurs sur ces régions.
L’ensemble des résultats présentés dans cette theése suggere donc un role central des
protéines C/EBP dans la régulation développementale et hormonale du locus AFP. Celles-
ci, en combinaison avec FTF, constituent ainsi de bons candidats pour forcer la

différenciation tumorale.



Abstract

The AFP gene is expressed specifically in the fetal liver as well as in some hepatoma cells,
which makes this gene an excellent model to study differentiation processes that are
deregulated in cancer. Hepatoma cells, for example, are often refractory to the AFP-
suppressive as well as anti-proliferative effects of glucocorticoid hormones. This thesis
explores transcriptional regulation of the AFP locus with a particular attention given to the
identification of hepatic differentiation factors involved in the activation of this locus, the
ultimate goal being to enforce tumor differentiation. Using in vivo footprinting
experiments, | demonstrate for the first time the occupation of a C/EBP site in the AFP
promoter, a site which was generally believed to be occupied by HNF1 proteins. Chromatin
immunoprecipitation experiments confirmed the binding of C/EBP proteins to the AFP
gene promoter as well as its enhancers. Furthermore, we showed by using transfection and
transgenesis experiments that C/EBP proteins activate the AFP gene in tandem with the
nuclear receptor FTF and that this cooperativity depends on the precise positionning of the
two sites relative to one another. A deletion or modification of the distance between these
two factors drastically modifies the expression timing of the AFP gene during hepatic
development, suggesting a nucleosome position effect crucial for the onco-fetal activity of
the gene. We also observe a differential recruitement of C/EBP or the coregulators
CBP/p300 on AFP regulatory regions during hepatic development and growth of a
hepatoma cell line. We then identified HNF4 on the enhancer regions of the AFP locus in a
rat hepatoma model and in adult rat liver. This suggests that HNF4 negatively influences
AFP gene transcription and underscores a possible deregulation of this factor in hepatoma
cells. Our work also indicates that the C/EBP complexes present at two enhancer regions of
the AFP gene are directly targeted by the glucocorticoid receptor (via its DNA-binding
domain), leading to a loss of cofactor recruitement and AFP gene repression. On the whole,
this thesis underscores a central role for C/EBP proteins in AFP locus developmental and
hormonal regulation. Therefore, C/EBP combined with FTF represent good candidates to

enforce tumor cell differentiation.
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Chapitre 1- Introduction génerale



1.1 Préambule

Notre laboratoire étudie le cancer comme une maladie de la différenciation, et c’est
pourquoi nous sommes intéressés par les mécanismes de régulation transcriptionnelle d’un
gene étroitement 1ié a la différenciation hépatique et a la carcinogenése, soit celui de
I’alpha-foetoprotéine (AFP). L’AFP est une protéine de la famille de I’albumine dont
I’expression est retrouvée principalement dans le foie feetal au cours du développement
embryonnaire. Le géne AFP est réprimé lors de la différenciation terminale des hépatocytes
pour étre toutefois réactivé conséquemment a 1’apparition d’hépatocarcinomes (HCC).
L’utilisation de I’AFP comme marqueur des hépatoblastes (voir section 1.3.2) et aussi des
hépatocarcinomes est trés répandue, mais on ne connait pas précisément les moyens par

lesquels ces différents états cellulaires influent sur I’expression de I’ AFP.

On observe une association marquée de I’expression de I’AFP avec les phénomenes de
prolifération hépatocellulaire. Ainsi, cette protéine est exprimée presque exclusivement par
des hépatocytes en prolifération, comme par exemple les hépatoblastes, les
hépatocarcinomes et les hépatocytes en régénération, et son expression est associée a
plusieurs maladies impliquant une régénération active du foie, comme les hépatites et la
tyrosinémie par exemple (123). De plus, au cours du développement, I’AFP est réprimée
prématurément et de fagon réversible par I’action d’hormones glucocorticoides (GC)
exogenes (16), qui activent la maturation et réduisent la prolifération des hépatocytes. Fait a
noter, les hépatomes deviennent souvent résistants a ces effets, autant sur I’AFP que sur la
prolifération cellulaire (15). Comme I’expression de I’AFP est régulée principalement de
facon transcriptionnelle et que c’est la premicre fonction hépatique a étre exprimée par le
foie feetal (dés la phase de spécification, voir section 1.3.2), il semble évident que ce géne
soit activé par des facteurs de transcription précoces de la différenciation hépatique. Le
caracteére carcino-embryonnaire du géne AFP et la résistance des hépatomes aux effets
répressifs des hormones glucocorticoides font donc de ce geéne un excellent modele d’étude
afin d’identifier les différents mécanismes de différenciation qui sont déréglés dans les

cancers hépatiques. Ceci constitue I’objectif immédiat de cette these.



1.2 Biologie du cancer

Malgré 1’hétérogénéité retrouvée dans les différents types de cancer en ce qui a trait a leur
localisation, leurs symptomes et leur pronostic, les mécanismes cellulaires menant a la
transformation tumorale opérent selon des sentiers communs. Alors, comment se forment

ces cancers?

1.2.1  Cancer et différenciation

Tout organisme pluricellulaire doit coordonner de fagon précise chacune de ses cellules
pour s’assurer de son bon fonctionnement global. Ainsi, chaque cellule doit obéir a
certaines reégles (provenant des signaux endocrines et paracrines de I’organisme) qui lui
dictent le comportement a adopter afin d’assurer I’homéostasie des tissus et de I’organisme.
A Dintérieur d’un tissu différencié, I’homéostasie est maintenue par plusieurs mécanismes
fondamentaux. Tout d’abord un équilibre entre des signaux prolifératifs et anti-prolifératifs
favorise normalement la quiescence des cellules. De plus, des signaux de survie et de mort
cellulaire s’opposent a I’intérieur des tissus afin de permettre aux cellules saines de survivre
dans cet environnement alors que les cellules anormales seront induites vers la voie de
I’apoptose, évitant ainsi la propagation d’anomalies a 1’intérieur des tissus. Les cellules
sont également confinées a I’intérieur des tissus par des contraintes physiques introduites
principalement par la présence des cellules avoisinantes, de la matrice extracellulaire et de
vaisseaux sanguins a proximité pour I’apport en nutriment. Finalement, le raccourcissement
des télomeres a I’extrémité des chromosomes a chaque cycle cellulaire permet de limiter le
potentiel réplicatif de chaque cellule a un nombre fini ce qui empéche une cellule

d’accumuler et de transmettre trop de mutations génétiques.

Les cancers surviennent lorsqu’une ou plusieurs cellules échappent a ces contrdles et
commencent a se comporter de fagon déréglée, mettant en péril 1’homéostasie de
I’organisme (revue dans (88)). Cette dérégulation des sentiers cellulaires est occasionnée
par des mutations survenant entre autres lors de la réplication cellulaire ou en présence
d’agents mutagenes. Les cellules tumorales vont ainsi gagner un avantage sélectif sur les
cellules normales en détournant certains sentiers utilisés au cours du développement

normal, notamment ceux reliés a la prolifération, a la migration cellulaire et a la

vascularisation, pour échapper a la quiescence et se propager. Les caractéristiques



cellulaires des tumeurs les rapprochent d’ailleurs beaucoup de cellules d’un niveau de
différenciation plus précoce car elles réexpriment souvent des fonctions fcetales ou
immatures, ce qui permet de considérer le cancer comme une maladie de différenciation

cellulaire (1).

1.2.2  Origine cellulaire du cancer : le cas de I’hépatocarcinome

On retrouve principalement deux facons de concevoir I’origine cellulaire du cancer. En
premier lieu, les cancers pourraient prendre source de cellules matures qui se sont par la
suite dédifférenciées, c’est-a-dire qu’elles ont perdu des traits cellulaires matures. Cette
facon de voir les cancers a été jusqu’a maintenant la plus répandue; cependant, de plus en
plus de groupes de recherche tendent maintenant a favoriser un autre mode de pensée,
c’est-a-dire que les cancers pourraient provenir de cellules souches ayant perdu la capacité
de se différencier, ce qui introduit le concept de cellules souches cancéreuses (revue dans

(198)).

Comme pratiquement tous les tissus contiennent des cellules souches ou progénitrices, qui
ont donc la capacité de croitre et de se renouveler, il est facilement concevable que celles-ci
puissent représenter une source non négligeable de cancers. Deux principaux indices nous
ameénent donc a considérer cette hypothése. D’abord, les protocoles d’induction de tumeurs
hépatiques (particulierement des hépatocarcinomes) consistent souvent en 1’administration
d’un agent carcinogeéne inhibant la prolifération des hépatocytes couplé a un stimulus de
régénération, ce qui active les cellules progénitrices présentes dans le foie, appelées aussi
cellules ovales (6). Celles-ci vont alors se mettre a proliférer (et a exprimer I’AFP) ce qui
fait de ces cellules en prolifération des cibles préférentielles pour 1’accumulation de
mutations. Ensuite, plus de la moiti¢ des foyers dysplasiques de petites cellules dans le foie
(les Iésions précurseurs les plus précoces de la tumorigeneése hépatique) contiennent des
cellules ovales et des cellules d’un phénotype intermédiaire entre celles-ci et les
hépatocytes différenciés (129). Comme on n’y retrouve pas de cellules plus différenciées, il

semble improbable que ces tumeurs proviennent des hépatocytes matures.

Un des problemes concernant le traitement des patients atteints d’un cancer semble

provenir de ces mémes cellules souches qui vont souvent étre résistantes au traitement anti-



tumoral (revue dans (4) et (252). Suite a des traitements éradiquant des cellules tumorales
partiellement différenciées, ces cellules souches tumorales vont donc pouvoir reformer
intégralement la tumeur apres les traitements pour mener a une rechute du patient. Donc
I’application de thérapies différenciatrices permettrait entre autres d’épuiser le réservoir de
cellules souches tumorales en leur faisant perdre leur caractére souche, ce qui permettrait de
mieux traiter la tumeur et d’éliminer les risques de récidives. Si une cellule différenciée
répond a un traitement anti-tumoral alors qu’une cellule souche y est résistante, pousser la
cellule souche vers un stade de différenciation plus tardif pourrait permettre de traiter et
d’éliminer ces cellules (5). Par ailleurs, réactiver ou forcer un programme de différenciation
particulier pourrait permettre de reprogrammer une cellule tumorale ayant passé le stade

souche et la mener ultimement vers I’arrét de sa prolifération ou la quiescence.

Mais comment forcer des cellules tumorales a se différencier? La est toute la question et
notre approche exploite le modele de la régulation transcriptionnelle du géne AFP pour y
parvenir. Avant toute chose, pour bien situer et comprendre les processus régulant
I’expression de I’AFP dans le contexte du développement hépatique, voici les bases de ce

processus complexe.

1.3 Développement hépatique

Plusieurs étapes distinctes se succédent de fagon précise au cours de I’embryogenese afin
de former un foie mature capable d’assurer ses nombreuses fonctions de détoxification, de
métabolisme énergétique, de production des protéines sériques ainsi que de synthése des
acides biliaires. Cette succession d’étapes permet d’établir un réseau transcriptionnel stable
permettant de mettre en place le phénotype hépatique. Voici donc une bréve description des

différentes étapes et des facteurs qui y sont impliqués.

1.3.1 Compétence

La différenciation hépatique débute au niveau de I’endoderme ventral du tube digestif qui
se forme apres la gastrulation (78, 265). C’est seulement a cet endroit et dans une fenétre de
temps précise que pourront étre induits les génes menant a la différenciation hépatique
(259). Ce phénomene de compétence peut étre expliqué par la présence préalable dans ces

cellules de facteurs qui sont nécessaires a I’induction des geénes de différenciation. Dans le



développement hépatique, deux régulateurs endodermiques trés importants, soit

HNF3B/FOXA2 et GATAG, remplissent cette fonction (24, 39).

HNF3p, un facteur de transcription de la famille Forkhead box, joue un réle clé au cours de
la gastrulation, dans la formation du nceud et 1’établissement de la ligne primitive,
précurseur de 1’endoderme (71). Ces éveénements sont cruciaux pour les étapes
subséquentes de I’embryogenese. L’expression de cette protéine est par la suite restreinte
principalement aux cellules endodermiques qui donneront naissance au foie, aux reins, au
pancréas et aux intestins (7). Les facteurs de la famille GATA sont pour leur part des
facteurs de transcription a doigts de zinc qui sont de puissants inducteurs du phénotype
endodermique (161, 190). GATA6 et GATA4 plus particuliecrement se sont avérés
essentiels pour I’induction de 1’hépatogenese (266), tout comme HNF3f (124). Ces deux
familles de protéines semblent donc jouer un role primordial dans I’initiation et le maintien
de la lignée endodermique et aussi dans la compétence a la différenciation hépatique (revue

dans (259)).

L’¢tude de la région amplificatrice du géne de 1’albumine, un géne hépatique exprimé au
cours de la vie feetale et chez 1’adulte, a permis d’établir les fondements moléculaires de ce
processus de compétence hépatocellulaire. Cette région amplificatrice possede des sites de
liaison pour plusieurs protéines dont HNF3 et GATA. Lorsque des empreintes génomiques
in vivo ont été réalisées sur cette région au cours du développement embryonnaire, seuls les
sites de liaison pour HNF3 et GATA étaient occupés par ces facteurs au jour embryonnaire
7 (E7), avant méme que ne soit transcrit le géne de I’albumine et ce, seulement dans les
tissus endodermiques pré-hépatiques ayant le potentiel de I’induire (24, 83). De plus, il a
été démontré que HNF3p3 et GATA4 lient leur site de liaison méme lorsque celui-ci est
dispos¢é a I’intérieur de la structure compacte de la chromatine (33, 40), probablement, du
moins dans HNF3, par la présence d’un domaine globulaire homologue a 1’histone H5 (41).
La liaison de ces deux facteurs a leur site altére la conformation chromatinienne ce qui
libere les sites adjacents des contraintes chromatiniennes et permet la liaison subséquente
des autres activateurs du locus albumine (39). Cela fait de HNF3 et GATA des facteurs

pionniers dans 1’ouverture de la chromatine et I’établissement de domaines de compétence



transcriptionnelle, ¢’est-a-dire des domaines chromatiniens devenus accessibles a d’autres

facteurs de transcription.

1.3.2  Induction de I’hépatogenése

La spécification de la voie hépatique se produit au jour E8-9 (chez la souris), alors que
I’endoderme ventral du tube digestif se retrouve a proximité du mésoderme cardiaque et
juxtaposé au septum transversum, tel que schématisé a la figure 1-1. Ces deux tissus
d’origine mésodermique vont sécréter des facteurs solubles qui vont agir de concert pour
induire la différenciation de I’endoderme. Ainsi les cellules mésodermiques du septum
transversum vont sécréter les facteurs BMP-2 et BMP-4 de la superfamille de TGF-§ (199)
alors que le mésoderme cardiaque va sécréter des facteurs de la famille FGF,
principalement FGF1 et FGF2 (103). Ces derniers ménent a I’activation de sentiers de
signalisation endodermiques qui vont permettre d’induire le phénotype hépatique tout en
réprimant le programme de différenciation pancréatique (56). C’est ainsi que I’endoderme
formera les hépatoblastes, cellules progénitrices qui vont mener a la formation des deux
types cellulaires majeurs du foie soient les hépatocytes, I’unité métabolique du foie mature,

et les cholangiocytes, les cellules des canaux biliaires (74, 209).

L’apparition des hépatoblastes est caractérisée entre autres par I’induction dans ces cellules
de la transcription des genes AFP et ALB qui sont parmi les marqueurs les plus précoces de
ces cellules. De plus, cette étape est aussi marquée par l’induction des facteurs de
transcription hépatique HNF4, HNF1a et des membres de la famille C/EBP (23, 251) dans
les hépatoblastes. Ces facteurs transcriptionnels sont des régulateurs clés du phénotype
hépatique puisqu’ils contribuent a I’établissement d’un réseau transcriptionnel qui s’avere
primordial pour la suite du développement hépatique (118). La hiérarchie simplifi¢e des
facteurs de transcription hépatiques opérant au cours du développement embryonnaire et
menant a I’activation du gene AFP est schématisée dans la figure 1-2. Le facteur de
transcription « fetoprotein transcription factor » (FTF) sera introduit plus en détail a la

section 1.6.1.1.
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Figure 1-1 Etapes précoces du développement hépatique

Le développement embryonnaire du foie est accompli au cours de quatre étapes cruciales
soit la compétence, la spécification, la post-spécification et la formation du bourgeon
hépatique. A) Au cours du stade de compétence, les cellules du septum transversum
sécretent des facteurs BMP pour induire la compétence hépatique de I’endoderme ventral
adjacent. B) Le mésoderme cardiaque sécreéte quant a lui des facteurs FGF qui, en
coopérant avec les BMP, vont spécifier la voie hépatique au détriment de la voie
pancréatique. C) Au stade post-spécification, plusieurs signaux émis par les cellules du
septum transversum et par les cellules endothéliales adjacentes aux hépatoblastes vont
promouvoir la croissance et la migration des hépatoblastes vers le septum transversum,
menant (en D) a la formation du bourgeon hépatique. Les génes identifiés entre parenthéses
sont essentiels a ces processus.

Adapté de (259)

1.3.3 Migration et proliferation cellulaire
Apres D’apparition des premicres cellules hépatiques chez 1’embryon, plusieurs étapes

doivent étre coordonnées afin de mener a la formation du foie (revue dans (265)). Ainsi les



hépatoblastes doivent se mettre a proliférer et a migrer dans le septum transversum afin
d’éventuellement générer une masse suffisante pour le bon fonctionnement du foie mature
tout en constituant une niche primordiale pour supporter 1’hématopoiése (c’est a cette
période que les cellules hématopoiétiques viennent coloniser le primordium hépatique, soit
au jour E10 chez la souris) (258). De plus tous ces événements doivent survenir tout en
permettant la formation conjointe de la vasculature hépatique qui permettra de nourrir les
cellules tout au long du développement jusque chez I’adulte. Tous ces phénomenes sont
induits encore une fois par des interactions entre les hépatoblastes et les différents autres

types cellulaires composant ce systéme.

Donc apreés que les hépatoblastes aient proliféré pour former une structure en forme de
colonne suite aux signaux des mésodermes adjacents, il y a formation du bourgeon
hépatique. Pour ce faire, il y a perte de la membrane basale et décollement des
hépatoblastes qui migrent dans le septum transversum. Cette étape est régulée
principalement par le facteur de transcription Proxl qui diminue les interactions
intercellulaires, en diminuant la quantité¢ d’E-cadhérine dans les hépatoblastes (213), et en
remodelant la matrice extracellulaire, par I’induction de protéases extracellulaires (172).
L’importance, a cette étape, des interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire, est
soulignée par la dépendance de I’hépatogenese aux signaux provenant de I’intégrine 1
(64). Il y a aussi présence dans le bourgeon hépatique de cellules endothéliales qui vont
mener a la formation des vaisseaux sanguins. Ces cellules, tout comme les cellules
hématopoiétiques, vont influencer positivement la prolifération et la maturation des
hépatoblastes (146). Plusieurs facteurs sont par la suite nécessaires a la croissance et la
survie des cellules du bourgeon hépatique. Parmi ceux-ci on retrouve encore une fois
GATAG, essentiel a la prolifération des hépatoblastes (266), mais aussi les BMP et FGF
toujours sécrétés par les cellules du septum transversum et du mésoderme cardiaque,
respectivement (103, 199), et un autre facteur de survie sécrété par le septum transversum,

soit HGF qui se fixe a son récepteur c-met a la surface des hépatoblastes (202).



HNF6 «<—— HNF1ia
HNF1B

1

Développement bikaine

Figure 1-2 Interactions entre les principaux facteurs de transcription impliqués dans le
développement hépatique

Une pointe de fleche symbolise une régulation positive alors qu’un trait perpendiculaire
symbolise une régulation négative.

Adapté de (44)

La croissance et I’expansion des hépatoblastes dépendent enfin d’une voie de signalisation
trés bien caractérisée et essentielle dans plusieurs processus développementaux, la voie
WNT/B-caténine. Cette voie de signalisation est également nécessaire a la différenciation
des hépatoblastes en cellules biliaires, qui s’initie a cette étape du développement (94, 154).
Ce processus requiert I’inactivation du facteur de transcription HNF6 dont le role, en

activant HNF 1, est de controler la morphogenese biliaire (43).

1.3.4  Différenciation terminale

La derniére étape du développement hépatique implique des changements cellulaires
majeurs. Ainsi, aux environs du jour E17 (chez la souris) les hépatoblastes se différencient
en hépatocytes qui vont former, par le biais des jonctions intercellulaires, un épithélium

polarisé, le coté apical sécrétant les acides biliaires alors que le c6té basal repose sur les



cellules endothéliales. Cette architecture est trés importante pour 1’expression des génes du
foie mature puisque la suppression des jonctions cellulaires améne la perte de 1’expression

de plusieurs genes reliés au phénotype hépatique adulte (42).

L’étape de différenciation terminale est encore une fois régulée par des interactions avec la
matrice extracellulaire et par des facteurs sécrétés par les cellules hématopoiétiques, dont
I’oncostatine M (OSM) qui, lorsqu’utilisée en combinaison avec les hormones
glucocorticoides, permet d’induire la maturation de cellules hépatiques embryonnaires en
culture (105-107). Cette maturation est caractérisée par la perte de la capacité de ces
cellules hépatiques a supporter 1’hématopoic¢se, phénomeéne qui se produit aussi in vivo
alors que les cellules hématopoiétiques migrent vers la moelle osseuse et la rate lors de la

différenciation terminale du foie (106, 111).

La différenciation terminale des hépatocytes nécessite enfin ’action des « Facteurs de
Transcription Enrichis au Foie » (FTEF), groupe de protéines représenté principalement par
les membres de la famille HNF et de la famille C/EBP. Parmi ceux-ci, HNF4a et C/EBPa.
semblent y jouer les roles les plus importants. HNF4 joue un rdle primordial dans
I’établissement de I’architecture du foie mature en régulant I’expression de plusieurs génes
impliqués dans les contacts intercellulaires caractéristiques des épithéliums (176, 215, 248).
De plus, HNF4 est au coeur du réseau transcriptionnel assurant le maintien du phénotype
différencié des hépatocytes : il est notamment li¢ aux régions régulatrices d’environ 40%
des génes occupés par I’ARN polymérase Il dans les hépatocytes (167) et il coopere avec
tous les autres FTEF dans I’établissement du réseau de régulation croisée qui permet la
stabilit¢ du phénotype hépatique (118, 166). Finalement, HNF4 semble requis pour la
régionalisation, observée dans le foie mature, de I’expression de genes impliqués entre
autres dans la production de ’urée, comme la glutamate synthétase (218). C/EBPa pour sa
part est responsable, entre autres, de 1’induction de plusieurs génes métaboliques essentiels
au fonctionnement du foie adulte, en plus d’étre impliqué dans 1’arrét de la prolifération qui

se produit lors de la différenciation terminale des hépatocytes (230, 246).

L’étape de différenciation terminale des hépatocytes mene a ’activation de la transcription
de plusieurs autres geénes codant de nouveaux facteurs de transcription, des récepteurs

nucléaires, des protéines sériques et ¢’est aussi a ce moment que survient la répression de la
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transcription du gene AFP par des mécanismes spécifiques qui font I’objet de la présente

these.

1.4 Transcription par I’ARN Polymérase |1

La plupart des changements phénotypiques majeurs observés au cours du développement
surviennent au niveau transcriptionnel, par la production différentielle de nouveaux ARNm.
Ce type d’ARN est transcrit exclusivement par I’ARN polymérase II et les mécanismes

complexes régulant son activité sont de mieux en mieux caractérisés.

1.41 Complexe de Préinitiation

L’ARN polymérase II (pol II) est un complexe protéique d’environ 500 kDa qui n’est
capable en soi ni d’initier la transcription ni de reconnaitre les différents promoteurs
auxquels il doit se fixer pour produire les ARNm requis par la cellule. Pour ce faire il
nécessite la présence de facteurs protéiques, au nombre de cinq et appelés Facteurs
Généraux de Transcription (GTF) (revue dans (255)). L’assemblage de la pol II et des GTF
mene a la formation du complexe de préinitiation de la transcription (PIC), qui est

compétent pour initier la transcription d’un gene.

Parmi les GTF, le facteur TFIID contient plusieurs sous-unités dont la protéine TBP, la
seule du complexe a se lier a I’ADN de fagon spécifique. TFIID est donc le premier facteur
a s’attacher au promoteur d’un gene, en reconnaissant la boite TATA par la sous-unité TBP
(178). La liaison de TFIID a la boite TATA induit une courbure de I’ADN qui facilitera par
la suite I’interaction entre la pol II et ’ADN (165). La présence de TFIID au promoteur
d’un geéne permet ensuite 1’arrivée de TFIIB qui sert entre autres de pont pour 1’interaction
entre TFIID et I’ARN polymérase II et qui permettrait de positionner la polymérase au bon
endroit pour initier la transcription (128). Ensuite I’ARN polymérase II fait son entrée avec
le facteur TFIIF, qui interagit avec la polymérase et stabilise le complexe formé entre
TFIID, TFIIB et la polymérase II. La formation de ce complexe permet ensuite I’entrée de
TFIIE qui a son tour recrute et régule le dernier facteur, TFIIH. TFIIH est le seul GTF a
posséder une activité enzymatique puisqu’il comporte deux sous-unités ADN hélicase
ATP-dépendante et une sous-unité kinase cycline-dépendante (165). Ces activités

enzymatiques, tout comme la présence de TFIIE et TFIIF, sont nécessaires pour 1’ouverture
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de I’ADN et la formation de la bulle transcriptionnelle. Ces trois mémes facteurs
affecteront aussi les étapes subséquentes du processus transcriptionnel en favorisant la

transition de I’ARN polymérase II vers I’étape d’¢longation de la transcription (61).

Enfin, la plus grosse composante du PIC, I’ARN polymérase II, possede un domaine C-
terminal (CTD) contenant des répétitions de 1’heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser.
Ces répétitions subissent plusieurs modifications post-traductionnelles régulant I’activité de
la polymérase (revue dans (179)). Cette région est notamment phosphorylée par TFIIH pour
conditionner D’initiation de la transcription. De plus, le recrutement d’autres facteurs
importants pour les étapes subséquentes de la transcription est effectué¢ via le CTD, soit :

I’ajout de la coiffe en 5°, du poly-A en 3’ et I’épissage de ’ARNm.

La formation du PIC est donc une étape cruciale pour I’initiation de la transcription, mais
ce processus général souléve une question primordiale : comment le complexe GTF/pol 11

est-il ciblé spécifiquement sur les génes qui doivent étre transcrits a un moment précis?

1.4.2  Facteurs de transcription

Afin de permettre une régulation spatio-temporelle fine de la transcription, tous les
promoteurs de geénes transcrits par I’ARN polymérase II posseédent, en plus d’une boite
TATA (pour la majorité des geénes), des sites de liaison pour d’autres type de protéines : les
facteurs de transcription. Ceux-ci se lient spécifiquement a I’ADN des régions régulatrices
de leurs genes cibles par leur domaine de liaison a I’ADN (DBD) et vont orchestrer le
recrutement du PIC et permettre la modulation de 1’expression de ces genes. La spécificité
des différents facteurs de transcription est assurée par des différences de séquences
peptidiques et de conformations de leur DBD. La présence de régions génomiques
régulatrices et modulaires d’un geéne a 1’autre, et de plusieurs facteurs de transcription
différents a I’intérieur d’une méme cellule, permet donc de cibler spécifiquement et

différentiellement un grand éventail de genes.

Les facteurs de transcription sont regroupés selon la conservation de certains domaines
protéiques fonctionnels importants pour leur activité. Ainsi, il existe différentes familles de
facteurs de transcription, dont la superfamille des récepteurs nucléaires qui représente une

des plus grandes familles connues jusqu’a présent et a laquelle appartient FTF (voir section
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1.6.1.1). Cette famille de récepteurs regroupe des membres qui sont trés conservés a travers
les especes et dont certains sont retrouvés chez tous les organismes eucaryotes. Vu leurs
nombreux rbles exercés au sein de la cellule, ces protéines ont fait I’objet de plusieurs
études qui ont mené a une caractérisation treés précise de celles-ci (revue dans (10)). Ainsi,
tel qu’il est schématisé a la figure 1-3, les différents récepteurs nucléaires présentent une
structure trés conservée pour tous les membres de la famille. Parmi les domaines
fonctionnels les plus conservés de cette famille, on retrouve le DBD et le domaine de
liaison pour un ligand (LBD). Le DBD, situé¢ au centre de la molécule, comprend deux
structures en doigt de zinc ainsi que deux hélices a hautement conservées (69). La premiére
hélice contient la boite P, et permet la reconnaisance d’une séquence d’ADN précise dans
le sillon majeur, soit I’hémisite de type AGGTCA, ce qui induit un changement de
conformation de la boite D dans le deuxiéme doigt de zinc du DBD, ce qui facilite la
dimérisation du récepteur (12). L’importance de la boite P pour diriger la liaison spécifique
des récepteurs nucléaires est soulignée par des travaux de mutagenese dans lesquels la
mutation de cette région permet a un récepteur nucléaire de se lier a une nouvelle séquence
d’ADN tout en ne permettant plus a cette protéine de se lier a sa séquence de

reconnaissance normale (79).

Le LBD, situ¢ quant a lui en C-terminal des récepteurs nucléaires, contient un domaine
d’activation de la transcription (AF-2) qui permet le recrutement de cofacteurs essentiels a
son activité transcriptionnelle. La liaison au LBD de ligands va mener a un changement de
conformation de celui-ci et au recrutement de coactivateurs (revue dans (256)). Ce domaine
est aussi en grande partie responsable de la dimérisation des récepteurs nucléaires lors de
leur liaison a ’ADN (116). La partie N-terminale des récepteurs nucléaires contient le
domaine le moins conservé de ces protéines, soit le premier domaine d’activation (AF-1)

qui interagit avec des cofacteurs de fagcon indépendante de la présence du ligand (226).
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Figure 1-3 Structure des récepteurs nucléaires

Schéma de la structure générale des protéines de la superfamille des récepteurs nucléaires.
Les trois domaines fonctionnels des membres de cette famille sont identifiés au bas de la
figure. L encadré, au haut de la figure, représente une structure plus détaillée du DBD avec
les deux doigts de zinc en évidence. AF, fonction d’activation; DBD, Domaine de liaison a
I’ADN; LBD, domaine de liaison du ligand.

Adapté de (193)

Comme une région régulatrice d’un geéne peut posséder plusieurs sites de liaison différents,
les interactions entre les protéines qui s’y lient peuvent mener a des réponses distinctes. Par
exemple, deux facteurs peuvent se lier a une séquence d’ADN de fagon coopérative ou
méme synergique, c’est-a-dire que le géne sera activé plus fortement par la présence des
deux protéines alors qu’une protéine seule donnerait un niveau de transcription de base
(31). Dans un deuxiéme cas, deux facteurs peuvent se lier a une séquence d’ADN de fagon
exclusive, c’est-a-dire que les deux protéines auront un effet antagoniste sur la transcription
d’un méme geéne en entrant en compétition pour la liaison de la méme séquence d’ADN

(18, 219). De plus, certaines protéines ne possedent pas de domaine de liaison a ’ADN
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(comme le récepteur nucléaire SHP par exemple) et la liaison de ces protéines a d’autres

activateurs de la transcription inhibe I’activité transcriptionnelle de ceux-ci (205, 206).

Cette fagon de voir la transcription demeure toutefois trés simplifiée. Comme 1’ADN est
enroulé autour d’octameres d’histones pour former la structure dense et compacte qu’est la
chromatine, les processus transcriptionnels doivent d’abord surmonter cet obstacle pour
avoir acces a I’ADN. Plusieurs facteurs de transcription étant incapables de le surmonter
par eux-mémes (39), ils vont donc nécessiter la présence de cofacteurs particuliers qui vont
étre recrutés par les domaines d’activation de la transcription portés par les facteurs de

transcription.

1.43 Cofacteurs

On retrouve encore une fois une grande diversité de familles de protéines agissant comme
cofacteurs. Celles-ci vont effectuer plusieurs fonctions cruciales dans la régulation de la
transcription soit: I) la modification des histones pour permettre a la structure
chromatinienne de se relacher, II) le déplacement des octaméres d’histones pour exposer
une région d’ADN particuliere, III) 1’échafaudage d’un complexe protéique permettant
d’établir un pont entre les différents facteurs de transcription présents sur un géne, et I[V) le
recrutement de la machinerie transcriptionnelle (complexe GTF/pol II) pour permettre
d’initier la transcription (voir figure 1-4) (revue dans (132)). Vu la grande importance de
ces familles de protéines dans la régulation de la transcription, il n’est pas surprenant de
constater qu’elles semblent impliquées directement dans la régulation de plusieurs

processus physiologiques fondamentaux (revue dans (216)).

1.4.3.1 Modificateurs d’histones

La régulation de 1’accés a I’ADN étant primordiale dans les différents processus
transcriptionnels, comment la cellule peut-elle changer le degré de compaction de la
chromatine? La détermination de la structure du nucléosome, 'unité de base de la
chromatine, a permis d’observer des projections disposées tout autour de cette structure
dense et qui proviennent des parties N-terminales des histones (139). Ces queues d’histones
contiennent plusieurs résidus pouvant étre ciblés par la plupart des modifications post-

traductionnelles connues a ce jour et dont certaines entrainent des changements majeurs du
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degré de compaction de la chromatine. Les effets les plus marquants sur la structure
nucleosomale proviennent du niveau d’acétylation des queues N-terminales des histones.
Une hyperacétylation de ces régions neutralise les charges positives présentes sur les
histones et affaiblit leur interaction avec I’ADN, reldchant ainsi la structure de la
chromatine (125, 235). Les protéines possédant une activité histone acétyl-transférase
(HAT) remplissent donc généralement un role de coactivateurs puisqu’elles vont rendre
I’ADN accessible a la machinerie transcriptionnelle (207). Parmi ces protéines HAT nous
retrouvons entre autres les protéines CBP/p300, les protéines de la famille p160, et le
complexe P/CAF qui coactivent un grand éventail de génes (133). Dans le cas inverse, une
hypoacétylation des queues N-terminales accentue 1’interaction entre les histones et I’ADN
ce qui a pour effet de former une chromatine trés dense qui n’est pas accessible aux facteurs
de transcription. Ainsi, les protéines possédant une activité histone désacétylase (HDAC)

jouent généralement un réle de corépresseurs (revue dans (53)).

Ces deux types d’activités enzymatiques semblent entrer en compétition a la grandeur du
génome pour controler les différents processus cellulaires utilisant I’ADN comme substrat.
Ainsi, ’équilibre entre les activités HAT et HDAC semble occuper un role déterminant
dans le phénotype d’une cellule, notamment ses propriétés tumorales et différenciées,
comme exemplifié par les effets des inhibiteurs de HDAC sur le degré de différenciation de

plusieurs lignées cellulaires et aussi sur leur tumorigénicité (revue dans (58)).

Les autres modifications post-traductionnelles touchant les histones, notamment la
phophorylation, la méthylation, la sumoylation et I’ubiquitination, ont un effet moins bien
défini et on commence seulement a apprécier leur role dans la régulation transcriptionnelle.
Quoique leur effet ne semble pas s’exercer au niveau de la structure de la chromatine
comme c’est le cas pour I’acétylation/désacétylation des histones, ces marques laissées sur
les histones semblent également trés importantes pour la régulation transcriptionnelle et
renforcent [’existence d’un «code des histones» (99). Ce code suppose qu’une
modification précise sur un résidu spécifique d’une queue d’histone permet ou bloque une
autre modification sur un résidu spécifique. Ce code est d’autant plus significatif que de
nombreux cofacteurs possédent des domaines protéiques capables de reconnaitre ces

marques. Ainsi il existe par exemple des domaines bromo et chromo qui reconnaissent
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respectivement les histones acétylées et les histones méthylées (52). Ces marques
permettraient de stabiliser certains complexes protéiques sur les régions régulatrices d’un
gene et ainsi favoriser 1’action de ces complexes. Deux exemples de cette situation sont
I’ancrage stable des corépresseurs SMRT et Sin3 sur la chromatine en présence d’histones
H3 hypoacétylées et le recrutement de facteurs d’épissage sur les histones H3 triméthylées

sur la lysine 4 (211, 241).

Outre les modifications d’histones, les cofacteurs possédant une activité enzymatique
peuvent aussi cibler certains résidus présents sur les autres cofacteurs et aussi sur les
facteurs de transcription engendrant ainsi une autre variété de réponses dépendamment des

résidus ciblés (revue dans (242)).

Enfin, le domaine enzymatique d’un cofacteur n’est toutefois pas toujours requis pour
moduler la transcription d’un géne. Certains cofacteurs vont plutdt servir de protéines
d’échafaudage qui vont permettre 1’assemblage d’autres cofacteurs dont 1’activité
enzymatique est essentielle a la transcription de ce géne (30). Le contexte présent sur une
région régulatrice est donc trés important pour ce qui est de la réponse d’un géne a un

cofacteur donné.

1.4.3.2 Remodeleurs dépendants de I’ATP

L’autre classe majeure de cofacteurs est représentée par des complexes protéiques
possédant une activit¢ ATPase et qui ont la capacité de déplacer les nucléosomes pour
rendre I’ADN accessible. Ces complexes sont regroupés sous trois principales familles
soient : SWI/SNF, ISWI et Tip60 (revue dans (72)). Chaque sous-unité présente a
I’intérieur de ces complexes joue un rdle spécifique. Certaines sous-unités se lient aux
domaines activateurs des facteurs de transcription pour cibler le complexe a un géne précis
alors que d’autres sous-unités sont responsables de 1’activité catalytique du complexe ou de

la régulation de cette activité.

Les remodeleurs dépendants de I’ATP agissent en transloquant ’ADN autour des
nucléosomes ou tout simplement en désassemblant les nucléosomes présents (136, 137),
laissant ainsi des fragments d’ADN nus (principalement au niveau des promoteurs des

genes). Le remaniement des nucléosomes peut agir de fagon positive ou négative sur la
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transcription d’un gene, dépendamment du contexte génomique. Leur fonction consiste
surtout a éliminer le nucléosome présent sur la boite TATA d’un géne pour permettre la
formation du PIC (263). Dans certains cas cependant, ces complexes vont causer le
déplacement d’un nucléosome sur cette région pour ainsi réprimer la transcription du geéne

(155).

Une question qui n’a toujours pas été clairement résolue est la hiérarchie selon laquelle les
cofacteurs interviennent dans ’ouverture de la chromatine d’un locus donné. Est-ce que
I’activit¢ ATP-dépendante des complexes de remodelage de la chromatine précéde ou suit
I’activité acétyl-transférase des coactivateurs pour activer la transcription d’un geéne? Il
semble qu’il y ait un ordre de recrutement défini de ces différents complexes, qui dépend
du gene ciblé et encore une fois du contexte qui s’y crée (149). Notons a cet égard que
I’activit¢ de plusieurs de ces cofacteurs, voire tous, est modulée par les voies de
signalisation cellulaire, ce qui ajoute une autre dimension de complexité dans la réponse

transcriptionnelle des génes dans différentes conditions (132, 134, 216).

1.4.4 Complexe Mediator

A mi-chemin entre un cofacteur et un GTF se retrouve un complexe particuliérement
intéressant dans la régulation transcriptionnelle, soit le complexe Mediator. Ce complexe a
la particularité d’étre requis pour la majorité sinon la totalité des processus transcriptionnels
impliquant ’ARN polymérase II (225). Ses effets se retrouvent principalement a deux
niveaux : premierement il sert d’adaptateur entre les facteurs de transcription ou les
cofacteurs et ’ARN polymérase II, et deuxiémement il augmente I’efficacité et le taux
d’assemblage du PIC. Ainsi, Mediator joue un rdle trés important dans la communication
sur de grandes distances entre les régions amplificatrices et promotrices des geénes et sa
présence au niveau du site d’initiation de la transcription permet de faciliter I’initiation de
la transcription en stimulant 1’activité CTD kinase de TFIIH (101). De plus, le recrutement
du complexe Mediator augmente aussi le taux de réinitiation de la transcription par I’ARN

polymérase II (2, 117).
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Figure 1-4 Régulation de la transcription par I’ARN polymérase 11

Dans ce modele, les régulateurs transcriptionnels (A, B et C) se lient a leur sites respectifs
et recrutent des cofacteurs aux effets multiples. Premi¢rement, le recrutement de cofacteurs
modifiant 1’état d’acétylation des histones ou remodelant la chromatine, représenté ici au
niveau du promoteur, permet de moduler la structure chromatinienne et influencer la
transcription du géne. De plus, le recrutement du complexe Mediator, représenté ici au
niveau de I’amplificateur, permet entre autres de faciliter le recrutement de I’ARN
polymérase II sur le site d’initiation de la transcription et de stimuler I’activité du PIC.

Adapté de (140)

Le complexe Mediator est composé d’environ 30 sous-unités. Plusieurs sous-unités
permettent son interaction avec des facteurs de transcription ou des cofacteurs, et ainsi son
recrutement ciblé sur les génes (223). De plus, ces différentes interactions avec les facteurs

de transcription modulent sa conformation tridimensionnelle et par le fait méme son action
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sur le géne auquel il est recruté (221, 222). Ces sous-unités sont organisées en trois
principaux modules : un module de téte, un module de milieu et un module de queue. Le
module de téte interagit avec le complexe formé par I’ARN polymérase II et TFIIF, ce qui
permet de stabiliser le complexe Mediator au niveau du promoteur des geénes a activer
(224). Les modules de milieu et de queue permettent I’interaction avec les facteurs de
transcription et les cofacteurs. Ces trois modules sont présents invariablement a I’intérieur
du complexe alors qu’un quatrieme module, possédant une activité kinase, se retrouve
seulement dans des complexes réprimant la transcription (3). La composition du complexe
Mediator et son action spécifique difféerent donc d’un géne a 1’autre dépendamment, encore

une fois, du contexte génomique et cellulaire.

1.5 Les hormones glucocorticoides

Les hormones glucocorticoides (GC) sont des hormones stéroidiennes synthétisées et
sécrétées par le cortex surrénalien sous le contrdle de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Les hormones glucocorticoides exercent plusieurs roles homéostatiques dans
I’organisme. Entre autres, elles antagonisent la signalisation de I’insuline lors du jetline,
avec un effet notamment sur le géne de la PEPCK, impliqué dans la gluconéogenese (revue
dans (201)). Elles sont aussi impliquées dans I’homéostasie des protéines et des sucres dans
le foie (169, 180) ainsi que dans le métabolisme des lipides (revue dans (240)). Un
débalancement dans la synthése ou la sécrétion de ces hormones résulte en un effet
systémique important notamment au niveau du métabolisme énergétique et de la réponse au

stress.

L’importance de la signalisation par les hormones glucocorticoides est soulignée par le
phénotype 1étal chez le nouveau-né obtenu par 1’inactivation ciblée de GR chez la souris
(45, 46). En inactivant GR spécifiquement dans les hépatocytes, un autre groupe a pu
démontrer un réle pour ce récepteur dans le contréle post-natal de la croissance corporelle
des souris, via une interaction avec la protéine STATS, activée en réponse a plusieurs
cytokines (63). De plus, les hormones glucocorticoides ont un effet marqué sur la
différenciation de certains types cellulaires en culture, dont les hépatocytes et les
adipocytes. Ainsi, ces hormones sont utilisées en cultures primaires d’hépatocytes pour

maintenir les fonctions différenciées de ces cellules alors qu’elles sont utilisées pour
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induire la différenciation de lignées pré-adipocytaires en adipocytes (9, 253, 254). Un role
physiologique direct in vivo n’a toutefois pas encore ¢ét¢ démontré de ce coté. Fait
intéressant, 1’ajout de dexaméthasone (Dex), une hormone glucocorticoide synthétique, a
une lignée cellulaire pancréatique induit sa transdifférenciation en hépatocytes (208). Enfin,
les hormones GC sont aussi utilisées en clinique, a des concentrations supraphysiologiques,

comme agents anti-inflammatoires (92).

1.5.1 Action activatrice du récepteur des glucocorticoides

Les hormones GC sont des molécules hydrophobes qui diffusent passivement dans les
cellules ou elles vont activer le récepteur des hormones glucocorticoides (GR), qui est
principalement responsable des effets de ces hormones en régulant plusieurs geénes suite a
sa stimulation (13). GR est un récepteur hormonal de la superfamille des récepteurs
nucléaires. En absence de son ligand naturel, le cortisol, il est maintenu dans une
conformation inactive et séquestré dans le cytoplasme des cellules par un complexe
protéique contenant entre autres les protéines HSP90 et HSP70, deux chaperonnes
moléculaires se liant au LBD de GR et assurant son bon repliement (figure 1-5) (revue dans
(92)). En présence de son ligand a l'intérieur de la cellule, GR est hyperphosphorylé et
change de conformation ce qui provoque le relargage du complexe de protéines
chaperonnes et la translocation de GR au noyau. Arrivé dans le noyau, GR peut activer ses
genes cibles en se liant sous forme de diméres a des séquences d’ADN contenant un ou
plusieurs ¢éléments palindromiques de réponse aux hormones glucocorticoides (GRE)
(consensus 5’~AGAACANNNTGTTCT-3’). Pour activer la transcription, GR interagit avec
plusieurs cofacteurs comme CBP/p300 (120), GRIP1 (de la famille p160) (93), SWI/SNF

(164) et avec Mediator par I’entremise de deux sous-unités du complexe (37).

1.5.2  Mécanismes de répression transcriptionnelle par GR

En plus de mener a I’activation de plusieurs génes, GR peut aussi réprimer spécifiquement
la transcription d’autres geénes. Il existe trois principaux mécanismes documentés par
lesquels GR va réprimer directement la transcription de ses genes cibles : par liaison directe
a I’ADN, par compétition avec un activateur pour la liaison a un site chevauchant ou par la

fixation de GR a une autre protéine activatrice sans nécessiter sa liaison a I’ADN.
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Un exemple de la répression par GR impliquant sa liaison directe & un GRE présent sur le
gene cible, est celui de la glutathione S-transférase (GST). Sur ce gene, la liaison de GR
mene au recrutement du corépresseur SMRT qui va se lier aux deux autres activateurs du
gene, soit C/EBP et Nrf2, ce qui méne a la répression de leur activité et a 1’arrét de la
transcription du gene GS7T (109). Un exemple de la répression de la transcription par GR
impliquant la compétition entre GR et un activateur pour la liaison a ’ADN est celui du
gene de I'ostéocalcine : GR lie I’ADN a un site chevauchant une boite TATA de faible
affinité, ce qui empéche la liaison des facteurs de transcription généraux et, par le fait

méme, la transcription du géne (150, 219).

Le troisiéme mode de répression par GR implique sa fixation sur les activateurs de genes
cibles par des interactions protéine-protéine. Quelques genes sont déja connus comme étant
réprimées par la fixation de GR. Parmi celles-ci, ont retrouve les protéines AP-1, C/EBP,
NF-kB, NGFI-B/Nur77 (91, 130, 142, 168, 257). Malgré les similarités de ce mécanisme de
répression par GR, il différe selon le contexte présent sur ces régions cibles. Ainsi, le géne
de la POMC, activé par NGFI-B/Nur77, est réprimé par la fixation de GR qui recrute
HDAC?2 et Brgl (19); le géne du IL-8, activé par NF-kB, est réprimé lorsque la fixation de
GR bloque le recrutement de p-TEFb, un facteur essentiel a 1’¢longation par I’ARN
polymérase II (138); et en ce qui concerne le géne de la collagénase-3, activé par AP-1, il
est réprim¢é par la fixation de GR, qui recrute alors GRIP1, un cofacteur activant

généralement la transcription, qui a ici un effet négatif (194).

Les souris exprimant un GR incapable de se lier a ’ADN (mutant de dimérisation) mais
toujours capable d’interagir avec d’autres protéines se développent normalement et peuvent
par la suite se reproduire (191). Malgré que le mutant de dimérisation de GR active encore
certaines cibles directes (195), ces résultats soulignent I’importance des interactions entre

GR et d’autres protéines dans I’activation comme dans la répression des genes.
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Activation Répression

Figure 1-5 Mécanismes généraux de la régulation génique par GR

Les hormones GC diffusent passivement a 1’intérieur de la cellule (1) pour aller se lier a
GR (2). Apres liaison de I’hormone, GR est libéré du complexe de chaperonnes le retenant
dans le cytoplasme (3) et est transporté au noyau (4). Dans le noyau, GR peut réguler la
transcription de deux principales fagons : en se liant a des GRE sous forme d’homodimeéres,
GR recrute des coactivateurs qui vont permettre d’activer la transcription de ses génes
cibles (5); ou, en interagissant avec d’autres facteurs de transcription, des monomeres de
GR recrutent des corépresseurs qui vont réprimer la transcription de ses genes cibles (6).

Adapté de (34) et (163)

Parmi les modé¢les de répression transcriptionnelle par GR, celui du géne AFP est établi
depuis longtemps, sans que son mécanisme moléculaire ait encore été ¢lucidé, ce a quoi

s’adresse la présente these.

1.6 Reégulation transcriptionnelle de I’AFP
AFP est un géne faisant partie de la famille de 1’albumine, exprimée par 1’hépatocyte et

dont I’organisation groupée sur un méme chromosome est conservée entre les especes, ce
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qui suggere un partage d’éléments régulateurs entre les différents membres de la famille et
I’existence possible d’une région de contrdle de locus (LCR) (123). Malgré la présence
d’¢éléments de régulation similaires entre les divers membres de la famille, chacun possede
son propre patron d’expression au cours du développement, 1’albumine (ALB) étant
exprimée autant chez 1I’embryon que chez 1’adulte, ’AFP seulement chez 1’embryon et
I’alpha-albumine (ALF) seulement aprés la naissance (17, 229) (figure 1-6A et B).
Plusieurs laboratoires ont tenté¢ d’expliquer la régulation particuliére des membres de cette
famille, notamment en ce qui a trait a I’AFP, étant donné son patron d’expression fcetale et

sa réexpression dans 1I’hépatocarcinome.

1.6.1  Eléments régulateurs

I1 a été établi par transgenese que les 7 kb en amont du site d’initiation de la transcription
de ’AFP suffisaient a conférer un patron d’expression comparable au géne endogene tout
en conservant un haut niveau d’expression (113). Divers segments aux propriétés
amplificatrices, promotrices ou atténuantes ont ét¢ identifiés a I’intérieur de cette région

(figure 1-6C).

L’étude des sites hypersensibles a la DNase I, qui permet d’identifier les sites
chromatiniens ayant une conformation plus reldchée, a localisé 3 principales régions
susceptibles d’influencer la transcription du gene AFP (18, 237). Ces sites correspondent au
promoteur et a deux segments de la région amplificatrice (EI et EII). Un troisieme domaine
(EILD), plus distal, a aussi été caractérisé in vitro par des expériences de transfection (76,
250). Lorsque couplés individuellement ou en groupe a un promoteur hétérologue, ces trois
domaines ont présenté de 1’activité dans un foie de souris adulte, concentrée autour de la
région péricentrale seulement (186). Il semblerait donc que ces régions ne soient pas
strictement responsables de la perte d’activité du géne AFP au cours du développement. De
plus, les 1000 premiéres bases en amont du site d’initiation de la transcription de I’4AFP,
lorsque couplées a un amplificateur hétérologue, sont suffisantes pour conférer a un
transgeéne la spécificité d’expression et la régulation développementale caractéristiques de
I’AFP (28). Cependant, comme le promoteur opere in vivo avec ses propres amplificateurs,
on ne peut pas exclure un role combiné entre les amplificateurs et le promoteur dans la

régulation développementale de I’AFP.
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Figure 1-6 Locus multigénique de la famille albumine et organisation du locus AFP

A) Organisation groupée des génes de la famille albumine sur le chromosome 14 du rat. La
spécificité d’expression de chacun des membres est illustrée pour les trois principaux types
cellulaires les exprimant, par un signe + ou -. B) Représentation graphique des similitudes
retrouvées dans les régions promotrices des génes ALB, ALF et AFP en ce qui a trait aux
sites de liaison pour des facteurs de transcription. C) Organisation du locus AFP avec ses 3
domaines de la région amplificatrice (EIIl a EI), son promoteur (P) et une région
présumément atténuante (S).

La région EIII est caractérisée par la présence de sites de liaison pour les facteurs C/EBP et
HNF3 (82, 151, 232). Cette région permettrait entre autres d’obtenir une expression plus
constante d’un transgene lorsqu’il est introduit dans des souris transgéniques (151). La
région EII, quant a elle, est peu caractérisée. On ne connait que sa position au niveau de la
région intergénique entre AFP et ALB ainsi que le fait qu’il soit dans une conformation

ouverte (hypersensible a la DNase) dans les tissus exprimant I’AFP, sans toutefois étre



régulée de fagon développementale (158, 237). Pour ce qui est de la région EI, elle est
composée majoritairement de sites de liaison pour les protéines de la famille C/EBP. Cette
région régulatrice est la plus active du domaine amplificateur du géne AFP (262) et elle est
requise pour diriger une forte expression du geéne dans les tissus permissifs, tout en étant
spécifique aux stades précoces du développement hépatique (237). Finalement, la région P
(promoteur) de I’AFP répond étroitement aux différents changements développementaux
ainsi qu’aux hormones glucocorticoides et ainsi semble jouer un role cl¢ dans la régulation
de ’AFP (237). La situation est toutefois complexe en ce qui a trait aux sites de liaison
qu’on retrouve dans la région P. Des études, réalisées in vitro pour la plupart, ont permis
d’identifier une variété de sites de liaison a I’intérieur de ce court segment de 200 pb (47,
67, 85, 102, 261). Des études fonctionnelles subséquentes ont permis de cerner plus
précisément les sites les plus probants pour la régulation du gene. Parmi ceux-ci se

retrouvent des sites de liaison pour les protéines FTF, HNF1, NF1 et C/EBP.

16.1.1 FTF

Une protéine a été identifiée il y a quelques années par notre laboratoire a partir du
promoteur AFP et son site de reconnaissance semble absent des autres membres de la
famille albumine (73). Cette protéine, appelée FTF, s’est avérée essentielle pour le
développement embryonnaire puisque I’inactivation ciblée de FTF chez la souris mene a la
mort des embryons au jour E7.5, résultant d’un défaut de gastrulation (119, 173). Certaines
évidences indiquent aussi un role pour FTF dans la différenciation de I’endoderme et
I’établissement du phénotype hépatique (174). De plus FTF joue un role majeur dans le
métabolisme hépatique adulte, principalement au niveau du métabolisme du cholestérol
(54, 144) mais aussi en ce qui a trait au métabolisme énergétique (Malenfant et al, en
préparation). FTF est un récepteur nucléaire orphelin se liant a la séquence TCAAGGTCA
sous forme de monomere (73) et exprimé dans divers tissus d’origine
endodermique comme le foie, le pancréas et les intestins, ainsi qu’au niveau des ovaires et
des pré-adipocytes (pour une revue voir (65)). Malgré le statut dit « orphelin » de FTF, des
phospholipides ont récemment été identifiés comme étant ses ligands chez I’humain sans
toutefois que la portée physiologique de ce résultat ait encore été clairement établie (114,

170, 264).
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Au niveau du promoteur de ’AFP, FTF serait un facteur « couplant », c’est-a-dire qu’il
permettrait le couplage entre la région amplificatrice et le promoteur pour activer la
transcription du gene (249). Sans la présence de FTF au promoteur AFP, la région
amplificatrice n’a effectivement aucun effet sur la transcription du géne, qui devient

essentiellement inactif (18, 73, 85).

16.1.2 LS

Le «Linker Segment» (LS) du promoteur AFP est une séquence d’ADN des plus
énigmatiques. Analysée en 1996 par notre laboratoire et située entre le site FTF et le site
HNF1 distal (figure 1-6C), cette séquence est conservée dans sa longueur mais sa
composition est trés peu conservée a travers les especes, si ce n’est que la présence d’une
répétition directe séparée par une paire de base (DR-1) (73). In vitro, les protéines de la
famille GATA et AP-1 ainsi que certains récepteurs nucléaires, comme FTF, HNF4 et RXR
se lient plus ou moins fortement au segment LS (121). Malgré les efforts mis de I’avant
pour identifier ’hypothétique facteur se liant a cette séquence (« Linker Factor » ou LF),
une telle identification n’a pas été faite. Cependant, il a été établi par notre laboratoire que
FTF peut se lier avec faible affinité a la séquence LS, adjacente au site FTF fort, ce qui a
suggéré I’hypothese que le site FTF/LF permettrait I’interaction entre le site FTF distal et le
site HNF1 adjacent, et ainsi la transcription du géne AFP (73).

1.6.1.3 HNF1

AFP possede deux sites de liaison pour HNF1 au niveau de son promoteur. Le site HNF1
proximal est essentiel a 1’activit¢ du promoteur AFP (67, 260). HNF1 représente une
famille de protéines a homéodomaine qui régule, tout comme HNF4, I’expression d’un
grand éventail de génes hépatiques dont plusieurs codent des protéines sériques (166, 167).
Cette famille comprend deux genes, soit HNFla et HNF1B (ou vHNF1), qui possédent des
roles redondants mais aussi spécifiques. Ainsi HNF1 est requis chez 1’embryon au niveau
de DI’endoderme viscéral alors que le role de HNFla se situe plutot du coté des
hépatoblastes et du foie mature (44, 183). L’inactivation ciblée de HNFla a été effectuée
chez la souris et celles-ci ne présentent aucune anomalie au cours de I’embryogenése. A la
naissance cependant, ces souris présentent plusieurs problémes majeurs : dysfonctions

hépatique, rénale et pancréatique, retard de croissance et phénylcétonurie, qui se traduisent
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inévitablement par une mortalité post-natale. De plus, ces souris présentent une dysfonction
dans la sécrétion de D’insuline qui cause un phénotype diabétique correspondant au
MODY3, un type de diabéte juvénile héréditaire (127). Les protéines HNF1 sont donc trés

importantes dans la régulation du métabolisme chez I’adulte.

1.6.1.4 NF1

Un site de liaison pour les protéines de la famille NF1 est présent au niveau du promoteur
AFP. Ce site est lui aussi trés conservé et de haute affinité et il chevauche le site de liaison
HNF1 distal (figure 1-6). Malgré que les protéines NF1 puissent étre des activateurs de la
transcription dans plusieurs cas, la liaison de NF1 au promoteur AFP réprime la
transcription du géne (18). La famille NF1 est composée de cinq membres qui ont un
patron d’expression ubiquitaire. Plusieurs roles sont identifiés pour ces protéines, par
exemple au niveau du développement du cerveau et aussi de la réplication des adénovirus

dans le foie (revue dans (81)).

1.6.1.5 C/EBP

Des sites de liaison pour les protéines de la famille C/EBP sont retrouvés principalement au
niveau de la région amplificatrice AFP, particulié¢rement EI, mais deux sites ont aussi été
identifiés in vitro au niveau du promoteur du géne, sans toutefois que leur importance in
vivo n’ait été établie (18, 228, 260). Les membres de la famille C/EBP sont impliqués
étroitement dans la différenciation et la prolifération de plusieurs tissus dont le foie, les
adipocytes et les cellules hématopoiétiques (98, 122, 204). Les génes C/EBP sont sans
intron et peuvent produire des formes de différentes longueurs de la méme protéine par
I’usage de codons d’initiation alternatifs pour la traduction de I’ARNm (revue dans (187)).
I1 existe plusieurs membres de la famille C/EBP, chacun pouvant former des homodimeéres
et des hétérodimeres avec les autres membres de la famille par leur domaine de
dimérisation qui consiste en un motif de fermeture éclair a leucines (ZIP). Les deux
membres les plus documentés et aussi les plus abondants au niveau du foie sont C/EBPa et

C/EBPB.

Au cours du développement hépatique, on peut détecter I’expression de C/EBPa et C/EBPJ
a partir du jour E9, soit lors de la spécification des hépatoblastes (251). Leur expression

persiste jusqu’a la naissance ou leur production s’intensifie considérablement (51). Les
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roles attribués a ces deux protéines sont treés variés et vont de la régulation du métabolisme
énergétique a la réponse aux stimuli inflammatoires et a la régulation de la régénération
hépatique (26, 48, 57, 212, 246). Malgré le rdle distinct de C/EBPa et C/EBPJ dans

d’autres tissus, elles semblent jouer un role redondant dans les cellules hépatiques (36).

C/EBP et, dans une moins grande proportion, C/EBPa sont les cibles de plusieurs voies de
signalisation cellulaire qui modulent leur activité transcriptionnelle, résultant ainsi en une
transmission de I’information de la membrane au noyau. Ces voies de signalisation
affectent les protéines C/EBP a I’aide de modifications post-traductionnelles qui ciblent des
résidus spécifiques (25, 110, 131, 243). Cela résulte en des changements de conformation
des C/EBP ou en des changements d’interaction avec d’autres protéines (89, 153, 243). Le
ciblage des protéines C/EBP par les différentes voies de signalisation, en particulier les
voies liées a la prolifération cellulaire, de méme que le réle qu’occupent ces protéines dans
la différenciation cellulaire tendent aussi a supporter leur implication dans le
développement de plusieurs types de tumeurs (revue dans (162)). Les protéines de la
famille C/EBP semblent jouer un role central dans I’intégration d’un ensemble de signaux

cellulaires.

1.6.2 Régulation déeveloppementale de I’AFP
Plusieurs hypothéses ont ét¢ avancées jusqu’a maintenant sur le mécanisme controlant
I’expression développementale du géne AFP sans qu’une seule d’entre elles se confirme.

Voici les trois principales hypotheses.

En premier lieu, une mutation retrouvée chez une famille présentant une persistance
héréditaire de I’expression de I’AFP a été identifiée au promoteur dans les sites de liaison
se chevauchant pour les protéines HNF1 et NF1 (148). Cette mutation change 1’affinité de
ce site en faveur de HNF1, ce qui a suggéré que la compétition entre les protéines HNF1 et
NF1 pour leurs sites respectifs serait responsable de la répression développementale du
gene AFP (18). Quoique trés attrayant, ce modele ne permet pas d’expliquer totalement la
régulation développementale du géne de I’AFP. Premiérement, il n’y a pas de changement
dans le rapport de la quantité totale de ces deux protéines au cours du développement

hépatique qui pourrait appuyer une compétition entre les deux facteurs pour un méme site

30



de liaison (121). Deuxiémement, la quantité d’AFP produite dans les cas de persistance
héréditaire est au moins mille fois moindre que lorsque la production de I’AFP est a son
maximum, soit au cours de la vie foetale. Troisiémement, une mutation réalisée dans notre
laboratoire, renfor¢ant la mutation retrouvée dans la persistance héréditaire et éliminant le
site NF1 en méme temps qu’il introduit un site consensus pour HNF1, ne permet pas de
persistance significative d’expression d’un transgéne AFP/rapporteur dans le foie de souris
adultes. Enfin, la provenance de I’AFP, dans le modé¢le de la persistance héréditaire, n’a pas
¢été déterminée et pourrait possiblement provenir d’autres organes, notamment le rein qui

exprime faiblement I’AFP au cours du développement et qui exprime aussi HNF1 (185).

Une seconde hypothése concerne le segment LS qui a été décrit comme un site de liaison de
faible affinit¢ pour FTF (73). Le géne AFP serait réprimé au cours du développement
hépatique alors que la protéine FTF perdrait la capacité a se lier a un site de faible affinité.
Comme FTF stabiliserait la protéine HNF1 adjacente, la disparition de FTF entrainerait le
remplacement de HNF1 par NF1 et la répression du géne. Cependant, aucune expérience

jusqu’a maintenant n’a pu confirmer cette théorie.

La troisiéme hypothése implique la présence d’une région atténuante entre le promoteur et
la région EI (159, 239). Cette région comporte des sites de liaison chevauchants pour les
protéines HNF3 et p53. Ainsi au cours de la vie feetale, la protéine HNF3 occuperait ce site
et permettrait 1’activation de I’AFP alors qu’aprés la naissance, 1’augmentation de la
quantité de la protéine p53 viendrait concurrencer HNF3 ce qui empécherait les régions
amplificatrices d’activer ’AFP (49, 50, 126). Cependant, lorsqu’on enléve cette région, on
obtient une persistance incomplete et trés variable de I’expression du transgéne d’une
lignée de souris a I’autre et ce, seulement dans la zone péricentrale du foie (62). De plus
cette région atténuante semble aussi posséder un effet négatif dans des lignées d’hépatomes
qui expriment I’AFP (159, 239). Ces observations suggerent donc fortement que cette

région ne contrdle pas a elle seule la répression développementale de I’AFP.

1.6.3 Régulation hormonale de I’AFP
L’injection de dexaméthasone, une hormone glucocorticoide synthétique, a des rats

nouveau-nés mene a 1’arrét prématuré et réversible de la transcription du geéne AFP ainsi

31



qu’a l’arrét de la prolifération (16). Cette répression de I’AFP n’a toutefois pas de
connotation physiologique, a prime abord, avec la répression développementale du geéne
puisque des rats surrénalectomisés répriment toujours ’AFP lors de la différentiation
terminale des hépatocytes (15). Par ailleurs, les HCC deviennent souvent résistants a
I’action anti-proliférative et AFP-suppressive des hormones GC par un mécanisme toujours
inconnu. Certains éléments sont cependant bien établis sur la répression du gene de I’AFP

par les hormones GC.

Premierement, la répression du geéne s’effectue au niveau transcriptionnel et résulte en la
disparition rapide d’un site hypersensible a la DNase I qui correspond au promoteur AFP
(la région P, figure 1-6C) (84, 236, 237). La cinétique de cette répression correle fortement
avec la translocation de GR au noyau des cellules traitées et ne nécessite pas de nouvelle
synthese protéique (84, 237). Il nous est donc permis de croire que cette répression est un
phénomeéne direct. Ensuite, la répression par les hormones GC requiert le DBD de GR, sans
toutefois nécessiter sa liaison a I’ADN (121). Comme ce domaine est impliqué dans les
interactions entre GR et d’autres protéines, il semble que la répression de I’4FP implique la
liaison de GR a une protéine présente sur les régions régulatrices de I’4FP lorsque le géne

est activement transcrit.

La cible de GR sur I’AFP et le mécanisme par lequel GR réprime celui-ci n’ont donc pas
encore ¢ét¢é identifiés. Fait a noter cependant, le phénomene de résistance aux hormones GC
dans les hépatomes, du moins en ce qui a trait a la croissance cellulaire, semble impliquer
C/EBPa, faisant de cette famille de protéines des candidats intéressants dans la régulation

de ’AFP par GR (188, 189).

1.7 Objectifs

Le but premier concernant mon étude du géne AFP est d’identifier et de comprendre les
mécanismes de différenciation qui sont dérégulés dans les hépatomes afin d’¢laborer des
traitements plus appropriés a ce type de tumeur. Pour ce faire j’ai voulu élucider les
mécanismes de régulation transcriptionnelle gouvernant 1’expression de I’AFP. Cela
implique donc la résolution du controle développemental du géne AFP et en particulier le

lien entre sa répression et 1’arrét de la prolifération cellulaire. De plus, le mécanisme de
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répression du gene AFP par les hormones GC ainsi que la résistance des hépatomes a cet

effet sont aussi explorés.

Plusieurs questions demeurent en suspens concernant la régulation transcriptionnelle de
I’AFP en ce que la majorité des travaux effectués jusqu’a présent a été réalisée in vitro ou
avec des fragments de régions régulatrices isolés de leur contexte natif. Les travaux de cette
thése visent & améliorer la situation en conduisant une étude combinant des expériences
réalisées in vivo et in vitro impliquant les différentes protéines régulant la transcription de
I’AFP et les différents mécanismes de controle proposés au cours du développement

hépatique et en réponse aux hormones GC.

Comme les ¢tudes précédentes ont démontré une grande importance de la région distale (-
100 a -200 pb) du promoteur AFP dans la régulation transcriptionnelle du locus, j’ai
d’abord concentré mes efforts sur les protéines se liant a cette région afin d’en identifier les
sites authentiquement utilisés in vivo et essentiels a son activité. Par la suite, j’ai voulu
vérifier de quelle fagon le locus AFP est réprimé dans un mod¢le cellulaire d’hépatome, en
regardant particulierement les interactions se produisant entre les régions amplificatrices et
promotrices du géne et leur effet sur la transcription de I’4FP. Enfin, je me suis intéressé au
phénomene de répression transcriptionnelle du géne AFP par les hormones GC en tentant

d’en 1dentifier le mécanisme d’action et la cible sur le locus AFP.
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Chapitre 2- Caractérisation in vivo du promoteur AFP



2.1 Introduction

L’¢étude des sites hypersensibles a la DNase I a permis d’identifier deux régions critiques
ou I’on observe un changement de conformation lors de la différenciation terminale des
hépatocytes, soit le promoteur et la région EI (18). De plus, un groupe a pu démontrer que
la région située de -1000 pb jusqu’au site d’initiation de la transcription permettait de
conférer & un transgéne un patron d’expression similaire au gene AFP endogene (28).
L’activité du promoteur AFP semble donc étroitement liée aux différentes conditions de

transcription active du gene.

On retrouve une grande homologie entre les différents membres de la famille ALB
lorsqu’on regarde les différents sites de liaison retrouvés a I’intérieur de leurs régions
régulatrices. Un court segment d’ADN semble néanmoins spécifiquement retrouvé dans la
partie distale du promoteur AFP, située de -200 a -100 pb. Une mutation G—A en position
-119 pb a été retrouvée chez une famille présentant une persistance héréditaire de
I’expression de I’AFP (148). De plus, la modification du segment LS, situé¢ de -150 a -130
pb, permet d’obtenir la persistance d’expression d’un transgéne dans le foie de souris
adultes (121). La partie distale du promoteur semble donc jouer un role critique dans la
régulation développementale du gene AFP; toutefois les protéines impliquées directement

dans ce processus ainsi que leur régulation spécifique restent encore a étre identifiées.

Cette premicre partie expérimentale de ma thése avait pour but de clarifier la situation
retrouvée au niveau du promoteur 4FP en ce qui a trait aux facteurs de transcription
permettant d’activer ce géne. Comme cette région est essentielle a la régulation
développementale du géne AFP, une meilleure compréhension des différentes interactions
pouvant y prendre place pourrait permettre de mieux cerner les processus conduisant a la
répression de I’AFP lors de la différenciation terminale hépatique. Etant donné que la
plupart des études précédentes ont été réalisées in vitro, je me suis plutot tourné vers des
méthodes d’expérimentation in vivo, qui exploitent le contexte endogene du locus AFP afin
d’obtenir des résultats le plus prés possible de la réalité. Pour ce faire, j’ai entre autres tiré
profit des méthodes d’empreinte génomique in vivo et d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) afin d’identifier avec précision les facteurs de transcription recrutés au

promoteur AFP lorsque ce géne est activement transcrit dans un mod¢le d’hépatome.
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2.2 Matériel et méthodes

2.2.1  Culture cellulaire

Les cellules des lignées Hep3B (HCC humain), HepG2 (HCC humain) et 7.6 (variant sous-
clon¢ de la lignée d’hépatome de rat Morris 7777 (85)) ont été cultivées dans du milieu
Eagle modifié¢ par Dulbecco (DMEM, Gibco), faible en glucose et supplémenté de 10% de
sérum feetal bovin (FBS, Wisent), de 100 U/ml de pénicilline et de 100 pg/ml de
streptomycine (Gibco-BRL). Pour la condition de faible densité, les cellules 7.6 ont été
étalées a 1 x 10 cellules/cm” alors que pour la condition de haute densité, elles ont été
étalées a 1 x 10° cellules/cm?. Les cellules ont par la suite été cultivées pendant 40 heures

avant d’étre analysées.

2.2.2  Constructions plasmidiques

Les différents mutants des régions régulatrices de I’AFP ont été construits a partir du
vecteur AFP/CAT de type sauvage (S), qui contient la région 5’ flanquante de I’ AFP allant
de -4400 a +5 pb placée en amont du gene de la chloramphénicol acétyl-transférase (CAT)
(73). Les mutations ont été introduites a I’intérieur des régions régulatrices de ’AFP a
I’aide du « QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit » selon le protocole « Pfu turbo
DNA polymerase » (Stratagene). Les amorces utilisées pour la mutagenése dirigée ainsi
que les vecteurs utilisés pour chaque couple d’amorces sont consignés dans le tableau 2-1;
les mutations introduites y sont inscrites en lettres minuscules. Le vecteur d’expression
pCi-C/EBPa a été obtenu a partir du vecteur pMSV-C/EBPa, obtenu du Dr Steven L.
McKnight (70). Un fragment contenant ’ADNc de C/EBPa de rat a été isolé de pMSV-
C/EBPa par une digestion avec les enzymes BamHI et HindlIl, traité a la Klenow et inséré
dans le site EcORV du vecteur SK+. Par la suite, le méme fragment a été transféré dans le
vecteur pCi par une digestion Xhol et BamHI, pour donner le vecteur d’expression pCi-
C/EBPa. Le vecteur d’expression pour C/EBPp de rat provient d’un criblage effectué dans
notre laboratoire (228). Pour les besoins de cette étude, le troisieme ATG (Metl153) de cette
protéine a été muté en leucine pour éliminer la production de la plus petite isoforme de
C/EBPp, qui agit comme un dominant négatif sur les membres de la famille C/EBP (55). La

mutation M153L a été effectuée par mutagenese dirigée (55).
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2.2.3  Transfections

Pour les transfections stables, les cellules 7.6 ont été étalées a 700 000 cellules dans des
pétris de 35 mm de diametre et transfectées en utilisant le réactif Effectene (Qiagen) avec
500 ng d’ADN plasmidique AFP/CAT et 10 ng de pMCneo pour la sélection des clones
avec du G-418 (analogue de la généticine, Gibco-BRL). Les clones résistants (100 a 200
clones) ont été combinés ensemble et analysés pour leur activité¢ CAT. L’activité¢ CAT de
chaque rapporteur a été quantifiée apreés chromatographie sur couche mince avec un
appareil Storm 860 et le logiciel Image Quant (Molecular Dynamics) et normalisée a la
quantité totale de protéines de chacun des extraits. Pour les transfections transitoires, les
cellules Hep3B et HepG2 ont été étalées a 1 million de cellules dans des pétris de 10 cm de
diamétre et transfectées en utilisant la technique du précipité de phosphate de calcium avec
5 ng de plasmide rapporteur et 2.5 pg de pRSV-LacZ comme controle interne d’efficacité
de transfection; 0,5 a 1 pg des vecteurs d’expression pCi-C/EBPa et pCi C/EBPB a été
ajouté a la réaction et la quantité d’ADN total a été uniformisée avec un vecteur vide (pCi).
Les cellules ont été récoltées 48h aprés transfection et I’activité CAT a été quantifiée et

normalisée a I’activité B-galactosidase de chaque extrait.

Tableau 2-1 Amorces utilisées dans la mutagenése dirigée

Mutation Ve?FeL,” Brin Séquence des amorces (5'-3")
utilisé
- S n GCTGTTAATTATTGGCtttaaGCCTAACTTCAAC
m - ) GTTGAAGTTAGGCtaaaGCCAATAATTAACAGC
I S n GCTGTTAATTATTGegcAATTGCCTAACTTCAAC
m ) GTTGAAGTTAGGCAATTgcgCAATAATTAACAGC
NE] S n AGTGACCCCTGTGCTcagcATTATTGGCAAATTG
- ) CAATTTGCCAATAATgctgAGCACAGGGGTCACT
NE] o n AGTGACCCCTGTGCTcagcATTATTAACAAATTG
- m CAATTTGTTAATAATgctgAGCACAGGGGTCACT
NE] T CCTTGAACATAAGCCTGTGCTcagcATTATTAACAAATTGCC
mHREL m ) GGCAATTTGTTAATAATgctgAGCACAGGCTTATGTTCAAGG
- e m AGTGACCTTGATGCTcagcATTATTGGCAAATTG
mENEL- ; CAATTTGCCAATAATgctgAGCATCAAGGTCACT
. NE] T AACATAAGATAGAAGaaAaaaalGTGCTCAGCATTA
mLE- o TAATGCTGAGCACAGUTUCTTCTATCTTATGTT
s b S n GTCCTTGAACATAAGAAgcttaAGAAGTGACCCCTGTGCTG
P } CAGCACAGGGGTCACTTCTtaagc TTCTTATGTTCAAGGAC
ATl S + | GGTATGTGGTGCGAGCTCAGCCCgactagtcAAGCTTTGAGCAACAGCC
mpi ) GGCTGTTGCTCAAAGCT TgactagtcGGGCTGAGCTCGCACCACATACC
. . + | CTCAGCCCGACTAGTCAAGCTcacgegtgCAGCCCGCGTGGGCTTAGGG
mAmpli(1,2) | mAmpli(l) 1= T A AGCCCACGCGGGCTGoacgeatgAGC TTGACTAGTCGGGCTGAG
. . ¥ GTCCAGTTTGTTTAACCATAgactagtcGTGGGGTTTCATGGGCTCAGG
mAmpli(1,2,3) [mAmpli(1,2) CCTGAGCCCATGAAACCCCACgactagtc TATGGTTAAACAAACTGGAC
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2.2.4  Extraits nucléaires de protéines et gels de retardement

La préparation des extraits nucléaires a été effectuée comme suit: les cellules sont lavées
deux fois avec du PBS et recueillies dans un tampon de récolte (40 mM de Tris-Cl pH 7.4,
1 mM d’EDTA, 150 mM de NaCl). Aprés centrifugation, le culot de cellules est resuspendu
dans du tampon A contenant du NP-40 a 10% (10mM d’HEPES pH 7,6, 10mM de KCI,
0,ImM d’EDTA, 0,ImM d’EGTA, ImM de DTT, 0,5mM de PMSF, 2ug/ml d’aprotinine,
1,5uM de leupeptine) et agité vigoureusement pendant 15 secondes a 4°C pour briser les
membranes cytoplasmiques. Apres 2 lavages avec le tampon A sans NP-40, les noyaux sont
resuspendus dans un tampon a haute teneur en sels (20mM d’HEPES pH 7,6, 700mM de
NaCl, ImM d’EDTA, 1mM d’EGTA, 25% de glycérol, ImM de DTT, ImM de PMSF,
2pg/ml d’aprotinine, 1,5uM de leupeptine) et agités vigoureusement a 4°C pendant 30
minutes. Le surnageant (contenant les protéines nucléaires) est par la suite éclairci par
centrifugation a 13000 rpm a 4°C pendant 15 minutes et congelé en billes dans 1’azote
liquide. Les gels de retardement ont été réalisés avec 3 pug de protéines d’extrait nucléaire et
une sonde double brin couvrant la région -133 a -112 ou -125 a -112 du promoteur AFP

selon le protocole décrit précédemment (18).

2.2.5 Empreinte génomique in vivo a la DNase |

Les expériences d’empreinte génomique in vivo tout comme in vitro ont été réalisées telles
que décrites par Drouin et al. (59). Brievement, pour les traitements a la DNase I in vivo,
les cellules 7.6 ont tout d’abord été perméabilisées a la lysolécithine pendant 1 minute a la
température de la piece, pour étre ensuite traitées a la DNase I pendant 20 minutes aussi a la
température de la piéce. Les cellules ont par la suite été récoltées et I’ADN en a été extrait.
Pour les traitements a la DNase I in vitro, 40 ug d’ADN génomique purifi¢ des cellules 7.6
ont ¢té utilisés. La longueur moyenne des fragments obtenus in vitro et in vivo a été
déterminée a 1’aide d’une électrophorése des échantillons sur un gel d’agarose alcalin. Les
échantillons avec des fragments d’une moyenne de 1 kb ont été utilisés pour les réactions
de « Linker-Mediated PCR » (LMPCR). En parallele, ’ADN génomique purifi¢ des
cellules 7.6 a été clivé chimiquement tel que décrit (59) aux résidus G, A, T+C ou C et
utilisés comme marqueurs de séquence, de pair avec les échantillons traités a la DNase I,
dans les réactions de LMPCR. Les réactions de LMPCR utilisées dans la caractérisation de

la région -175 a -100 du promoteur AFP ont été effectuées a I’aide des amorces suivantes :
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amorce AFP1 (étape d’¢longation d’amorce) 5’-GTAGAAGCCGGATACTG-3’ et amorce
AFP2 (étape d’amplification) 5’-GTGAGCAGTAGCGCTGAAGTTCTTTTATATCC-3".
L’étape d’¢longation d’amorce a été effectuée avec I’ADN polymérase Pfu exo- (Roche) et
I’amorce AFP1 hybridée a 53°C. Un adaptateur, constitué d’un duplex, sans phosphate en
5, de L25 (5-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC-3’) et LI1 (5’-
GAATTCAGATC-3") a ensuite été ajouté, par ligation, aux bouts francs générés par 1’étape
d’¢élongation d’amorce. L’étape d’amplification exponentielle par PCR a été effectuée avec
I’ADN polymérase Taq (Roche) et les amorces AFP2 et LP25 (spécifique au plus long brin
de I’adaptateur) hybridée a 63°C.

2.2.6  Immunoprécipitation de chromatine

Les cellules 7.6 sont fixées directement dans le pétri en ajoutant une solution de
formaldéhyde a une concentration finale de 1.1% directement dans le milieu de culture. La
réaction est laissée pendant 10 minutes a la température de la pi¢ce avant d’étre titrée avec
de la glycine a 125mM. L’ADN des cellules est par la suite fragmenté, sur glace a 1’aide
d’ultrasons, dans un tampon contenant des inhibiteurs de protéases (Complete, Roche). La
fragmentation a été effectuée sur un appareil Bioruptor (Diagenode) par pulsations de 30
secondes a la puissance « High », avec des intervalles de 30 secondes pour éviter de
chauffer les échantillons, jusqu’a 1’obtention de fragments d’ADN ayant en moyenne 500
pb a 1 kb de longueur. Les extraits sont par la suite dosés a 260 nm et chaque
immunoprécipitation est réalisée en utilisant 0,7 unités de DO a 260nm de chaque
¢chantillon fragmenté et 2 pg d’anticorps (IgG) couplés a des billes magnétiques
(Dynabeads Protein G). Les échantillons sont incubés avec les billes-anticorps pendant 16
heures sur un support rotatif a 4°C et les billes-anticorps-chromatine sont précipitées a
I’aide d’un support magnétique. Les échantillons sont lavés 8 fois avec un tampon RIPA et
I’¢lution est obtenue a I’aide d’une solution de Tris-EDTA contenant 1% SDS. L’ ADN est
par la suite isolé par traitement a la RNase I (0,1 mg/ml) et a la protéinase K (0,2 mg/ml)
suivi d’extractions au phénol/chloroforme. Les anticorps utilisés pour les ChIP sont:
C/EBPa (sc-9314x), C/EBPB (sc-150x), pol II (sc-9001x), HNFla (sc-6547x) et IgG
contrdles (sc-2027), tous de Santa Cruz Biotechnology. L’enrichissement des fragments
d’ADN a été mesuré par PCR quantitatif. Les ChIP ont été réalisés sur au moins deux

expériences indépendantes.
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2.2.7 PCR quantitatif

Les réactions de PCR quantitatif en temps réel ont été effectuées sur un appareil
LightCycler (Roche) en utilisant le réactif SYBRGreen (Invitrogen) dans un volume final
de 10 pl. Les amorces spécifiques ont été choisies, a I’aide du logiciel LightCycler Probe
Design Software version 2.0 (Roche), pour amplifier des fragments de 100 a 150 pb, et sont
inscrites dans le tableau 3-2. Apres un premier cycle de 2 minutes a 50°C et 2 minutes a
95°C, les échantillons ont été¢ amplifiés par 45 cycles de 5 secondes a 94°C, 10 secondes a
55°C et 10 secondes a 72°C, suivi d’un cycle de dénaturation. Les échantillons ont été
quantifiés relativement a un calibrateur avec courbe standard externe, selon la formule
suivante : Er*(CpT(C)- CpT(S)) x Er(CpR(S)-CpR(C)) ou T, locus cible; R, locus de
référence (-6,63kb AFP); C, calibrateur (dilution de 1’ « input»); S, échantillon; E,
coefficient d’efficacité d’amplification. Le coefficient d’efficacit¢ d’amplification a été
calculé pour chaque couple d’amorces a 1’aide d’une courbe standard effectuée sur des
dilutions séquentielles de I’ « input » et calculé avec I’équation : -1 / pente de la courbe
standard. La spécificité des réactions d’amplification a été¢ déterminée en vérifiant la taille
du produit par électrophorése sur gel d’agarose 2% et par 1’analyse des courbes de

dénaturation de chaque réaction d’amplification.

Tableau 2-2 Liste des amorces utilisées dans les immunoprécipitations de chromatine

-Région Brin Séquence des amorces (5'-3")
6.63 + CTACAGCCAGGTGATTAG
o - ATTCCTCGAATCTGATGTC
5 43 + TGAGCAACAGCCCGT
o - CCAAAGCATGTGATCAGAAC
187 + CAAGTGTTGAGACAGGACCCA
T - ATGCAAACGATTGACCA
0.10 + TTGGAAGAGTTTAGTTGGCA
o - ACAGTGGTAGAAGCCGGA
40.10 + CAACCATGAAGTGGAGC
’ - CAAAGCATCTTACCTATTCCAA
10,60 + GTGCTAAGTCTGCAACTGA
’ - TGTTAGGAACCACCTGT
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2.3 Reésultats

2.3.1  Occupation du segment -200 a -100 pb du promoteur AFP in vivo

Comme plusieurs sites de liaison étaient retrouvés in vitro dans le court segment d’ADN
situé¢ entre les bases -200 et -100 du promoteur AFP, j’ai voulu déterminer hors de tout
doute les ¢léments de cette région qui sont utilisés lorsque le géne est activement transcrit.
Pour ce faire, j’ai utilisé¢ la technique d’empreinte génomique in vivo. Celle-ci permet de
délimiter précisément les séquences d’ADN occupées par des facteurs de transcription sur

un geéne dans son contexte endogéne, donc dans des conditions natives.
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Figure 2-1 Empreinte génomique in vivo du promoteur 4FP

A) Schématisation de la région promotrice du géne AFP. Les traits au-dessus de la
séquence indiquent I’emplacement des séquences de reconnaissance pour les facteurs de
transcription identifiés au-dessus de ces traits. B) et C) Gels d’empreinte génomique in vivo
réalisés sur des cellules 7.6 cultivées a faible (B) et a haute densité (C). Les quatre
premiéres pistes de chaque gel sont les réactions de séquencage sur I’ADN purifié : G,
guanine; A, adénine; T+C, pyrimidine; C, cytosine. Les deux dernieres pistes de chaque gel
sont les échantillons traités in vitro (vt) et in vivo (vv) a la DNase I; les régions protégées
de ’action de la DNase I in vivo sont identifiées par des crochets a coté des gels et les
séquences correspondantes y sont inscrites.
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Pour étudier la région promotrice de I’4AFP, un sous-clone (désigné 7.6) de la lignée
cellulaire d’hépatome de rat Morris 7777 a été utilisé. Cette lignée d’hépatome est bien
différenciée et exprime I’AFP de fagon transitoire, soit dans ses premiers stades de
croissance, pour étre totalement réprimée vers le stade de confluence cellulaire (97). J’ai
donc pu comparer, a partir de la méme lignée cellulaire, les régions d’ADN protégées
contre I’action de la DNase I dans des conditions permettant la transcription de ’AFP,
c’est-a-dire lorsque les cellules 7.6 sont cultivées a faible densité, ou dans des conditions ne
permettant pas la transcription du gene, c’est-a-dire lorsque ces mémes cellules sont

cultivées a haute densité. Les résultats de ces expériences sont présentés a la figure 2-1.

On observe qu’a haute densité des cellules 7.6, donc en phase stationnaire alors que le géne
AFP est réprimé, seulement un segment d’ADN est protégé dans la région -200 & -100 du
promoteur AFP. Cette région, située de la position -126 a -100, correspond au site de
liaison pour les protéines de la famille NF1, identifi¢ il y a plusieurs années in vitro. Ces
résultats sont en accord avec la littérature puisque NF1 a déja ét¢é documenté comme un
répresseur de la transcription du gene AFP par I’intermédiaire de ce site de liaison (18, 20,

121).

Une question encore plus intéressante était de savoir quels sites de liaison étaient occupés
lorsque le gene AFP est transcrit, soit lorsque les cellules 7.6 sont cultivées a faible densité
et en croissance exponentielle. Dans ces conditions, on observe la présence de deux régions
fortement protégées de 1’action de la DNase 1. La région la plus distale (positionné de -171
a -156) se retrouve au niveau du site de liaison pour la protéine FTF, déja identifié et
documenté dans notre laboratoire. Ce résultat €tait encore une fois attendu puisque FTF agit
comme un activateur de la transcription du géne AFP. La deuxieéme région protégée, plus
proximale celle-1a (positionnée de -124 a -110), se situe dans la méme région contenant les
sites chevauchants pour les protéines HNF1 et NF1. La séquence protégée n’est pas la
méme qu’observé a confluence, donc ne correspond pas au site NF1. Mais elle ne concorde
pas non plus avec le site de liaison pour la protéine HNF1, qui se situe plus en 5’ de la

région protégée.

L’analyse de la séquence a permis d’identifier a I’intérieur de cette région un site de liaison

pour les protéines de la famille C/EBP, différent et légérement décalé en 5’ par rapport au
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site identifié in vitro dans cette région (228). Cette observation est cruciale pour la suite du
travail, et elle met fin au dogme voulant que ce segment soit occupé exclusivement par
HNFI lorsque le géne AFP est actif. Une derniére observation concerne la région LS, dans
laquelle aucune séquence ne semble protégée significativement de 1’action de la DNase I,
que ce soit en condition AFP-positive ou AFP-négative. Ce résultat suggere que la région

LS ne recrute aucun facteur de transcription nécessaire a la régulation de I’4FP.

2.3.2  Les proteines de la famille C/EBP se lient a la région -125 a -112
pb du promoteur AFP

Afin de vérifier que le site occupé in vivo était bel et bien un site de liaison pour les
membres de la famille C/EBP, des expériences de gels de retardement ont été réalisées.
Ainsi, des extraits de cellules 7.6 ont été¢ incubés avec une sonde marquée couvrant la
région s’étendant de la position -125 a -112 et en ajoutant a cette réaction des anticorps
dirigés contre les protéines C/EBPa et C/EBPp, les deux membres de la famille C/EBP les
plus abondants dans le foie. Ainsi on peut voir a la figure 2-2B que 1’ajout d’anticorps
contre C/EBPa et C/EBPP retarde la migration des complexes protéines-ADN dans le gel
par rapport au puits controle, ce qui démontre que les protéines C/EBP ont la capacité de se
lier a cette région du promoteur. De plus, avec une sonde -133/-112 (contenant les sites
HNF1 et C/EBP), I’ajout a la réaction d’une séquence froide contenant un site C/EBP
consensus (celui de ’amplificateur AFP, ATTGCGCAAT) permet d’atténuer sélectivement
le signal produit dans la région ou I’on retrouve les complexes C/EBP-ADN, alors qu’une

mutation du site C/EBP (mC/EBP-) dans un compétiteur -133/-112 est sans effet.

2.3.3  Importance du site C/EBP dans I’activité du promoteur AFP

Pour vérifier la fonctionnalité du site C/EBP du promoteur AFP, j’ai par la suite effectué
des expériences de transfections transitoires dans lesquelles j’ai surexprimé C/EBPa ou
C/EBPp, en présence de constructions contenant la région régulatrice de ’AFP jusqu’a -
4.4kb mutée ou non dans le site C/EBP identifi¢é par empreinte in vivo. L’effet d’une
mutation nulle (mC/EBP-, figure 2-2A) et celui d’une mutation créant un site canonique
parfait (mC/EBP+, données non montrées) a été testé par gels de retardement. Comme on
peut le voir a la figure 2-3B, la surexpression de C/EBP dans deux types d’hépatomes, soit

les Hep3B et les HepG2, mene a ’activation du rapporteur 4.4AFP/CAT de type sauvage
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ou dont le site C/EBP a été converti en un site C/EBP consensus (RTTGCGCAAT), alors
qu’aucune activation n’est observée lorsque le site C/EBP du promoteur est détruit. Les
protéines de la famille C/EBP sont donc en mesure de se lier au site C/EBP du promoteur
du géne AFP et ce site est essentiel pour en activer la transcription, en cotransfection, par
C/EBP. 1l est a noter que la surexpression de C/EBPP méne a une plus forte activation du
rapporteur 4.4AFP/CAT que C/EBPa, alors que l’inverse est retrouvé au niveau du
promoteur ALB (données non montrées). Ceci suggere donc un lien entre C/EBPp, un

facteur souvent associé a croissance cellulaire, et la régulation de I’AFP.

@ C/EBP

HNF 1 e
175 L |:|_NF1 -101
AGTGGTCTTTGTCCTTGAACATAAGATAGAAGTGACCCCTGTGCTGTTAATTATTGGCAAATTGCCTAACTTCAA
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Figure 2-2 C/EBP lie le promoteur AFP in vitro

A) Représentation du promoteur du géne AFP. Les boites de couleur représentent les sites
de liaison pour des facteurs de transcription. Les mutations introduites dans le promoteur
AFP sont inscrites en gras sous la séquence et le nom de la mutation est inscrit a la droite
de celle-ci. B) et C) Gels de retardement réalisés avec des extraits nucléaires de cellules 7.6.
La région du promoteur AFP utilisée comme sonde est inscrite sous chaque gel. Les retards
sur gel (ss) produits par 1’ajout d’anticorps sont identifiés par des fleches a droite du gel
alors que les complexes protéines-ADN sont identifiés par un crochet a la gauche du gel.
C/EBP cons = site C/EBP consensus.

Le site C/EBP identifié¢ in vivo au niveau du promoteur AFP chevauche le site de liaison

pour la protéine HNF1, qu’on présumait jusqu’a maintenant avoir un effet positif sur la
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transcription de I’AFP via ce site. Comme ces deux sites sont conservés entre les especes
j’ai voulu évaluer I’importance de chacun dans I’activité des régions régulatrices de I’4FP.
J’ai donc effectu¢ des transfections stables dans les cellules 7.6 avec différentes
constructions contenant les régions régulatrices de I’4FP dont les sites HNF1 et/ou C/EBP
ont ¢t¢ mutés. Ce systéme d’intégration stable dans le génome (plutét qu’épisomique en
transitoire) permet de recréer un environnement chromatinien dans les régions régulatrices
plus représentatif du contexte présent au locus endogene. Les résultats présentés dans la
figure 2-3C nous permettent de constater que 1’élimination du site C/EBP au niveau du
promoteur AFP diminue beaucoup l’activité du gene rapporteur. La destruction du site
HNF1 meéne également a une perte d’activité, quoiqu’un peu moindre. Lorsqu’on convertit
le site C/EBP du promoteur AFP en un site C/EBP consensus (mutation mC/EBP+, qui
¢limine le site de liaison pour la protéine NF1 (données non montrées)), on obtient aucun
changement du rapporteur par rapport au type sauvage. Cependant lorsqu’on mute le site
HNF1 en un site canonique de trés haute affinité¢ (mutation mO1, qui élimine aussi le site de
liaison pour NF1) on obtient une activation du gene rapporteur d’environ 100 fois par
rapport au type sauvage. Comme I’introduction d’un site C/EBP de haute affinité au niveau
du promoteur AFP conserve un niveau d’activité semblable au type sauvage, contrairement
a I’introduction d’un site HNF1 de trés haute affinité, cela suggere que le site C/EBP et non
le site HNF1 de la région -130 a -110 est utilisé in vivo pour activer la transcription du geéne
AFP. Cette interprétation concorde avec I’empreinte génomique trouvée in vivo dans les
mémes cellules. La diminution de 1’activité du rapporteur par la destruction du site HNF1
pourrait s’expliquer par deux mécanismes : cette mutation pourrait altérer la liaison de
C/EBP; ou une certaine proportion des transgenes pourrait utiliser HNF1 dans ce systéme
de transfection. Dans 1’ensemble, ces résultats renforcent donc la conclusion que la
séquence de type sauvage lie la protéine C/EBP au promoteur AFP dans un contexte

physiologique et que cette protéine est essentielle pour 1’activité du gene AFP.
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Figure 2-3 C/EBP stimule le promoteur AFP et est essentiel a son activité

A) Représentation du promoteur du géne AFP. Les boites de couleur représentent les sites
de liaison pour des facteurs de transcription. Les mutations introduites dans le site
HNF1/C/EBP/NF1 sont inscrites en gras sous la séquence. B) Transfections transitoires
effectuées dans deux lignées d’hépatome avec les régions régulatrices de type sauvage (S)
ou mutées dans le site C/EBP du promoteur (mC/EBP-, mC/EBP+) et co-transfectées avec
des vecteurs d’expression pour les protéines C/EBPa et C/EBPP. L’activit¢ CAT des
vecteurs transfectés seuls a été ramenée a 1 comme valeur de référence. C) Transfections
stables dans les cellules 7.6 avec le rapporteur 4.4AFP/CAT de type sauvage (S) ou muté
dans les sites de liaison pour les protéines HNF1 ou C/EBP. L’activit¢ CAT obtenue pour
le vecteur de type sauvage a ¢été ramenée a 1 comme valeur de référence. Les résultats
illustrés (en B et C) proviennent de la moyenne (& écart-type) d’au moins trois expériences
indépendantes.
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2.3.4  L’activation de I’AFP par C/EBP nécessite la région
amplificatrice EI

Plusieurs sites de liaison pour la famille C/EBP ont déja été caractérisés dans
I’amplificateur EI de I’AFP par notre laboratoire (18, 228). Or, on constate une perte
compléte de la stimulation des constructions mutées dans le site C/EBP du promoteur AFP
lors d’une surexpression des protéines C/EBP, alors qu’il reste encore des sites C/EBP
fonctionnels a ’amplificateur EI de ces constructions. J’ai donc voulu vérifier si le méme
résultat pouvait étre obtenu par la mutation exclusive des sites C/EBP de I’amplificateur.
Effectivement, I’¢limination des sites C/EBP de I’amplificateur EI meéne a une résistance de
cette construction a I’effet activateur de C/EBPa et de C/EBPP (figure 2-4). Ce résultat
indique donc une interdépendance entre les sites C/EBP de I’amplificateur EI et du

promoteur dans 1’activation du gene AFP par les membres de la famille C/EBP.

2.3.5 C/EBP est détecté directement in vivo sur la chromatine AFP

Afin de valider encore davantage nos résultats, j’ai voulu vérifier in vivo si on pouvait
détecter C/EBP sur le promoteur AFP (et dans la région EI) sous forme de chromatine
native. Pour ce faire j’ai utilis€ la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
qui permet, en fixant les cellules au formaldéhyde, de prendre un cliché, en quelque sorte,
des protéines présentes in vivo sur une région d’ADN précise a un temps donné. En
utilisant des anticorps dirigés contre les protéines qui nous intéressent, on peut précipiter et
par la suite amplifier les fragments d’ADN qui sont liés a ces protéines de facon spécifique.
Pour ces expériences, j’ai utilisé les cellules 7.6 cultivées a faible densité afin de comparer

par le fait méme les résultats d’empreinte génomique in vivo obtenus précédemment.

Comme la figure 2-5 le démontre, j’ai été en mesure d’immunoprécipiter spécifiquement
les fragments attendus de la région EI et du promoteur AFP avec des anticorps dirigés
contre les protéines C/EBPa et C/EBPJ alors que les régions adjacentes sont négatives et
qu'un controle négatif (IgG non-immuns) ne donne aucun signal d’enrichissement

significatif.
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Figure 2-4 Les sites C/EBP de l'amplificateur AFP sont nécessaires a l'activation de I'4FP
par C/EBP

A) Représentation shématique des sites de liaison retrouvés dans les vecteurs utilisés pour
les transfections transitoires. Les sites mutés sont identifiés par des x rouges et le nom de
chaque construction est inscrit a gauche. B) Transfections transitoires dans les cellules
HepG2 du rapporteur 4.4AFP/CAT de type sauvage (S) ou muté dans les sites C/EBP de la
région EI (mAmpli) avec co-transfection des vecteurs d’expression pour les protéines
C/EBPa ou C/EBPB. L’activit¢ CAT obtenue pour le vecteur de type sauvage (S) a été
ramenée a 1 comme valeur de référence. Les résultats illustrés proviennent de la moyenne
(% écart-type) d’au moins trois expériences indépendantes.

La fixation des complexes protéiques sur I’ADN a I’aide de formaldéhyde peut cependant
introduire certaines ambiguités dans I’interprétation des résultats obtenus. Ainsi, certains
autres geénes fonctionnant avec une région promotrice et des régions amplificatrices, comme

le géne de la B-globine et le gene HNF4 par exemple, forment des boucles entre ces régions
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régulatrices, par interaction entre les complexes présents sur I’une ou 1’autre de ces régions
(90, 231). Lorsque fixées avec le formaldéhyde, certaines protéines liées a la région
promotrice du géne peuvent étre détectées au niveau de régions amplificatrices, et vice
versa. Comme 1’amplificateur AFP lie les protéines C/EBP et que celui-ci peut étre
impliqué dans la formation d’une boucle liant les complexes protéiques situés au
promoteur, il se pourrait que le signal détecté au niveau du promoteur provienne de
molécules C/EBP liées a ’amplificateur et récupérées dans un complexe multi-protéique
promoteur/amplificateur. Ainsi, le signal détecté au promoteur ne serait pas spécifique au

promoteur, mais au couple promoteur/amplificateur.

Pour établir la spécificité du signal d’enrichissement C/EBP obtenu précédemment au
promoteur AFP, j’ai mesuré I’enrichissement obtenu pour deux autres protéines, soit
HNFI, qui se lie a la région -50 du promoteur AFP, et I’ARN polymérase II, qui devrait se
retrouver spécifiquement au niveau du promoteur du geéne. Les figures 2-5D et 2-5E
montrent la spécificité du signal obtenu avec les anticorps contre HNF1 et pol II pour le
promoteur AFP. Ceci indique tres fortement que les signaux d’enrichissement obtenus avec
les anticorps dirigés contre C/EBP sont bel et bien spécifiques au promoteur AFP et ne
proviennent pas d’un complexe protéique impliqué dans un phénomene de boucle entre les

régions amplificatrices et le promoteur.
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Figure 2-5 C/EBP est présent in vivo sur le promoteur AFP

A) Représentation schématique des régions régulatrices du géne AFP. La position des
amorces utilisées pour les ChIP est inscrite, en kilobases par rapport au site d’initiation de
la transcription de 1I’AFP. B-F) ChIPs réalisés sur les cellules 7.6 cultivées a faible densité.
Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les
enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région contrdle, soit la
région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les

résultats d’une expérience représentative.

Relatif -6,63kb AFP

Relatif -6,63kb AFP
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2.3.6  Le positionnement relatif entre FTF et C/EBP est critique dans la
régulation transcriptionnelle de I’AFP

Des résultats obtenus précédemment dans notre laboratoire suggéraient un role important
de la région LS dans la régulation du locus AFP (73, 121). Ainsi, lorsqu’on y crée, dans un
transgene AFP/rapporteur, un site consensus pour FTF ou HNF4 (dans un contexte ou NF1
ne peut plus lier son site, soit la mutation m01), on obtient une persistance d’expression du
transgéne dans le foie des souris adultes (121, 184); le méme phénoméne est observé
lorsqu’on enléve 10 pb du segment LS (Dr Denis Allard, communication personnelle). Or,
les résultats d’empreinte génomique in vivo (figure 2-1) indiquent qu’aucune protéine
occupe ce segment d’ADN. J’ai donc approfondi les effets de mutations et délétions de la
région LS sur ’activité transcriptionnelle du locus en portant attention particulierement sur
le degré d’activation par les C/EBP en transfections transitoires. Comme présenté a la
figure 2-6B, la mutation non-spécifique du segment LS ne change pas le niveau de base du
rapporteur alors que celui-ci augmente bien par la délétion de 10 pb ou I’ajout d’un
activateur FTF dans la région LS. Aucune différence n’est toutefois observée au niveau de
la transactivation causée par la surexpression de C/EBPa ou C/EBPf. Donc, la séquence

intrinseéque de cette région ne semble pas critique pour ce qui est de I’activation par C/EBP.

Ce type d’expérience ne réflétant pas parfaitement le contexte chromatinien présent sur le
gene endogene, j’ai par la suite transfecté de fagon stable, dans les cellules 7.6, différents
rapporteurs 4.4AFP/CAT dont le segment LS a été modifié seul ou conjointement avec les
sites C/EBP ou HNF1 adjacents pour vérifier I’effet de ces mutations sur leur niveau de

base dans un contexte chromatinien.
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Figure 2-6 Importance de la région LS dans la régulation transcriptionnelle de I'AFP

A) Représentation du promoteur AFP. Les boites de couleur représentent les sites de liaison
pour des facteurs de transcription alors que la boite pointillée représente le segment LS. Les
mutations introduites dans le promoteur 4FP sont inscrites en gras sous la séquence et le
nom de la mutation est inscrit a la droite de celle-ci. Les traits pointillés indiquent une
délétion de 10 paires de base. B) Transfections transitoires dans les cellules HepG2 des
différents vecteurs mutants de la région LS avec cotransfection de C/EBPa ou C/EBP.
L’activité CAT obtenue pour le vecteur de type sauvage a été ramenée a 1 comme valeur de
référence. C) Transfections stables dans les cellules 7.6 avec le rapporteur 4.4AFP/CAT de
type sauvage (S) ou muté dans la région de -175 a -100. Dans la représentation schématique
des mutations, a gauche de I’histogramme, 1’ordre de superposition des sites de liaison
représente la liaison relative prédite de HNF1, NF1 et C/EBP. L’activit¢ CAT obtenue pour
le vecteur de type sauvage a été ramenée 1 comme valeur de référence. Les résultats
illustrés (en B et C) proviennent de la moyenne (% écart-type) d’au moins trois expériences
indépendantes.
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Les résultats de ces expériences permettent de constater trois choses. Premiérement, la
délétion du segment LS (mutation dLS) ou I’ajout dans cette séquence d’un site consensus
pour la protéine FTF (mutation 2FTF) méne a une forte augmentation de ’activité de base
de ces constructions (se rapprochant du niveau de base observé pour la mutation mO1).
Deuxiémement, la création additionnelle d’un site consensus pour C/EBP (mutation
mC/EBP+) ou d’une mutation nulle du site HNF1 (mutation mHNF1-) ramene le niveau de
base de ces constructions a un niveau comparable au type sauvage (figure 2-6C).
Troisiémement, 1’ajout de 5 pb dans la région LS (mutation +5pb) élimine complétement
I’activité transcriptionnelle de la région régulatrice de I’AFP. Ces résultats indiquent que le
positionnement du site C/EBP par rapport au site FTF est critique pour le fonctionnement
correct du locus AFP, eu égard particulierement a I’utilisation de C/EBP plutdt que HNF1 a

leurs sites chevauchants, dans la région de -112 a -130 du promoteur.
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2.4 Discussion

La régulation du géne AFP au cours du développement hépatique est un phénomene étudié
depuis plus de 30 ans par plusieurs équipes de recherche. Tous ces travaux ont mené a
I’identification des principales régions responsables de la régulation particuliere du gene.
Parmi celles-ci, la région distale du promoteur AFP semble jouer un réle primordial dans sa
régulation développementale. Cependant, malgré une étude approfondie de cette région par
diverses méthodes, aucun modele de régulation convaincant n’a pu étre retenu, jetant par le
fait méme un certain doute sur le fonctionnement de ce segment d’ADN. Ce chapitre a donc

tenté¢ d’améliorer notre compréhension du fonctionnement de cette région particuliere du

locus AFP.

J’ai donc décidé de privilégier des méthodes d’analyse in vivo afin d’identifier les sites
fonctionnels importants pour la régulation transcriptionnelle du géne AFP. Les résultats
obtenus avec les méthodes d’empreinte génomique in vivo et de ChIP me permettent
aujourd’hui d’affirmer que les protéines de la famille C/EBP, particulié¢rement C/EBPa et
C/EBPp, deux isoformes trés importantes dans le développement hépatique et trés
abondantes dans le foie, occupent le segment d’ADN situé au niveau des sites chevauchants
HNF1/NF1 lorsque le géne AFP est actif. Par ces mémes résultats, je peux aussi exclure la
liaison de la protéine HNF1 sur cette région (sur le locus endogéne) dans des cellules
d’hépatome, autant lorsque le géne est actif que lorsqu’il est réprimé. La séquence protégée
in vivo de ’action de la DNase I ne permet pas en soi d’affirmer que ce sont vraiment les
protéines C/EBP qui vont se lier a cette région d’ADN pour activer la transcription de
I’AFP. Cependant, tous les résultats suivant ces expériences le confirment. Ainsi, les
protéines de la famille C/EBP sont en mesure de se lier in vitro a une sonde couvrant cette
région spécifique du promoteur AFP et une mutation y détruisant le site de liaison pour
C/EBP, ne permet plus la liaison de ces protéines. De plus, en transfection transitoire, la
surexpression de C/EBP mene a une activation d’un geéne rapporteur placé sous le controle
des séquences régulatrices sauvages de I’4AFP alors que la mutation du site C/EBP du
promoteur annule 1’effet de la surexpression de ces protéines (figure 2-3). En outre, dans un
systéme de transfections stables, donc dans un contexte ou les constructions plasmidiques

sont introduites dans le génome de la cellule et mieux organisées sous forme de chromatine,
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la mutation du site C/EBP du promoteur AFP meéne a une diminution de la transcription du
geéne rapporteur ce qui appuie encore un rdle critique de ce site dans 1’activité
transcriptionnelle de cette région. Finalement, la présence des protéines C/EBPa et C/EBPJ
sur le promoteur AFP a ¢été confirmée in vivo au niveau du geéne endogeéne par des

expériences de ChIP (figure 2-5).

Un autre point intéressant soulevé par les résultats de ce chapitre implique 1’existence d’un
lien étroit entre les sites C/EBP du promoteur et de la région amplificatrice EI du gene
AFP. Ainsi, en mutant uniquement le site C/EBP du promoteur, on perd 1’activation du
geéne rapporteur par la surexpression des protéines C/EBP et le méme résultat est aussi
obtenu par la mutation des trois sites C/EBP présents dans la région EI. Ces résultats
viennent appuyer des expériences antérieures démontrant que la région promotrice du geéne
AFP dépend de la présence des régions amplificatrices, sans lesquelles elle ne peut activer
la transcription (28). De plus, ils indiquent une fonction essentielle des sites C/EBP du
promoteur et de [’amplificateur AFP dans D’activation du promoteur par la région
amplificatrice du géne. Les protéines C/EBP présentes au promoteur AFP pourraient ainsi
agir comme facteur « couplant » entre le promoteur et ’amplificateur AFP, comme il a
aussi ét¢ suggéré pour FTF (249). Cette fonction pourrait €tre accomplie par des
interactions directes entre les C/EBP ou par des interactions entre les C/EBP et un ou des

mémes cofacteurs.

Les résultats obtenus en surexprimant les protéines C/EBPa et C/EBPP en présence des
régions régulatrices de I’4AFP montrent un autre phénomeéne trés intéressant: la
surexpression de C/EBPP produit une plus forte activation du géne rapporteur que la
surexpression de C/EBPa. (figure 2-2). A I’inverse, le promoteur ALB, dont I’expression se
poursuit lors de I’extinction du géne AFP pendant la différenciation hépatique est beaucoup
plus fortement activé par C/EBPa que par C/EBPB (données non montrées). Comme
C/EBP est associé de pres avec la croissance cellulaire ainsi que la tumorigenese (162), il
était tentant de spéculer que C/EBPP pouvait étre responsable de 1’activation du gene AFP
au cours du développement hépatique et de la tumorigenése; une induction de C/EBPa lors
de la différenciation terminale des hépatocytes et de 1’arrét de croissance de ces cellules

permettrait une plus grande induction du géne ALB et menerait & la répression du gene
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AFP. Cependant, les analyses effectuées par ChIP démontrent la présence ¢quivalente de
C/EBPa et C/EBPB sur le promoteur et ’amplificateur AFP lorsque celui-ci est actif,
appuyant ainsi la fonctionnalité de ces deux isoformes dans I’activation du gene AFP. De
plus, I’inactivation ciblée de C/EBPB chez la souris ne méne pas a I’absence de
transcription de I’AFP (données non montrées, matériel obtenu du Dr M. Buck), suggérant
que C/EBPa (ou un autre membre de la famille) peut remplacer C/EBPP dans cette

fonction.

Un autre point soulevé par les empreintes génomiques in vivo concerne la protéine NF1,
identifiée comme un répresseur du gene AFP. Ainsi, ces expériences ont permis d’observer
la protection d’un segment d’ADN correspondant au site NF1 lorsque le géne AFP est
réprimé dans un mod¢le d’hépatome. J’ai pu confirmer par ChIP la présence de cette
protéine dans ces conditions sur le géne AFP endogéne puisque les anticorps, dirigés contre
NF1, testés dans ces expériences n’étaient pas efficaces. Je peux cependant exclure qu’une
compétition entre NF1 et C/EBP opére au niveau du promoteur 4AFP dans la régulation de
ce geéne : premierement, la mutation du site NF1 (qui empéche la liaison de NF1 mais pas
de C/EBP) ne permet pas d’obtenir une persistance significative de I’expression hépatique
d’un transgene sous le contrdle de cette région mutée (121); deuxiémement, la mutation de
ce site au profit d’un site consensus pour C/EBP n’augmente pas 1’expression d’un
transgeéne dans les cellules d’hépatome (figure 2-3C). La répression de I’4AFP serait donc
plus probablement le résultat d’une perte de fonction de C/EBP dans ce contexte précis, qui
permettrait 8 NF1 de lier son site devenu accessible et de bloquer la liaison de HNF1. Etant
donné la provenance rénale possible de I’AFP dans les cas de persistance héréditaire, la
conservation a travers les especes du site NF1 pourrait alors réfléter un role pour NF1

principalement dans le rein, pour antagoniser HNF1.

A propos de HNF1/NF1, plusieurs études antérieures a celle-ci ont été effectuées en ayant
en téte qu’une compétition entre ces deux protéines servait de commutateur pour la
régulation de la région distale du promoteur 4FP. Dans cette optique, une mutation précise
a ¢été réalisée dans notre laboratoire, laquelle convertit le site HNF1 de cette région en un
site HNF1 de plus haute affinité tout en détruisant le site NF1 chevauchant (mutation m01),

sans que cette mutation n’affecte la régulation développementale (121). C’est dans ce
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contexte m01 qu’avaient été effectuées des expériences visant a définir le role de la région
LS dans la régulation du géne AFP, générant des résultats trés intrigants (121).
Premiérement, la modification de la séquence LS afin de créer un site consensus pour les
récepteurs nucléaires FTF ou HNF4 entraine un changement radical dans la régulation
développementale d’un transgene : les deux constructions portant ces mutations sont tres
actives dans le foie de souris nouveau-nées mais aussi chez les souris adultes,
contrairement a la construction ne possédant que la mutation m01. Deuxiémement, une
autre construction, délétée celle-la de 10 pb dans le segment LS, démontre aussi une
persistance d’expression du transgéne dans les souris adultes. Ces résultats ont donc
suggéré que la région LS pouvait remplir une fonction cruciale dans la régulation de ’AFP.
Mais, il faut noter encore une fois que les mutations de la région LS avaient été effectuées
en combinaison avec la mutation augmentant I’affinit¢ du site HNF1 alors que les travaux
présentés dans ce chapitre démontrent in vivo la présence de C/EBP au détriment de HNF1

sur la région distale du promoteur AFP.

Malgré les effets marqués des mutations du segment LS, les expériences d’empreinte
génomique in vivo, présentées a la figure 2-1, nous indiquent qu’aucune protéine n’est en
contact avec ce segment puisque qu’il n’y a pas de région significativement protégée de
I’action de la DNase I au niveau du segment LS, que ce soit en phase exponentielle ou
stationnaire. De plus, les expériences de transfection transitoire ont démontré que la
modification du segment LS n’affecte en rien ’activation du géne rapporteur en présence
d’une surexpression des protéines C/EBP. Les expériences de transfection stable ont
toutefois permis de mieux comprendre comment la modification du segment LS définit un
contexte ou soit C/EBP, soit HNF1 occupe le site adjacent, et modifie la fonctionnalité du
promoteur. Ainsi, I’ajout d’un site FTF dans la région LS, ou une délétion de 10 pb de ce
segment, semble favoriser 1’utilisation de HNF1 au détriment de C/EBP puisque la
destruction du site HNF1 de ces constructions, ou la conversion du site C/EBP en un site de
trés haute affinité, annule 1’effet des modifications du segment LS. Par contre, la mutation
forcant I'utilisation de HNF1 (mutation mO1) conserve un haut niveau de transcription de
ces constructions. Dans 1’ensemble, ces résultats indiquent que la persistance d’expression
des trangenes AFP/CAT modifiés dans la région LS est obtenue, en partie du moins, par

I’exclusion de C/EBP du promoteur et son occupation par HNF1. Alors, comment 1’ajout
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d’un site FTF ou la délétion de 10 pb dans le segment LS entravent-ils 1’action de C/EBP
au profit de HNF1 au niveau du promoteur AFP?

Les modifications du segment LS ont une conséquence majeure sur la configuration du
promoteur. Ainsi, la délétion de 10 pb (soit approximativement un tour d’hélice d’ADN)
permet de rapprocher le site FTF distal du site HNF1/C/EBP tout en conservant la position
rotationnelle relative de ces sites. Le méme résultat est aussi obtenu par 1’ajout d’un site de
liaison dans la région LS. La plus courte distance séparant maintenant ces facteurs sur le
promoteur AFP semble donc entraver la liaison de C/EBP sur son site en faveur de HNF1.
L’activation conjointe du géne AFP par FTF et C/EBP nécessite donc un positionnement
optimal des deux facteurs sur la région distale du promoteur. L’importance de la
configuration native du promoteur AFP est renforcée par 1’effet majeur obtenu par 1’ajout
de 5 pb dans le segment LS, modification qui perturbe le positionnement rotationnel des

deux facteurs sur ’ADN et qui diminue radicalement 1’activité de cette région.

De plus, comme les effets des modifications du segment LS surviennent majoritairement
lorsque les transgeénes sont intégrés dans le génome, cela suggere que ces effets, impliquant
une entrave dans ’activité de C/EBP, dépendent de la structure nucléosomale présente sur
le promoteur AFP. Cette structure semble d’ailleurs strictement régulée au cours du
développement hépatique alors qu’un site hypersensible a la DNase 1 in vitro passe de la
position centrée autour de -200 pb dans les foies de souris de 4 jours (qui expriment I’AFP)
a une position centrée autour du site d’initiation de la transcription dans les foies de souris
adultes (ou le gene AFP est complétement réprimé) (77). Des expériences plus poussées
effectuées avec la nucléase micrococcale, qui coupe I’ADN seulement entre les
nucléosomes, permettraient d’obtenir avec une meilleure résolution le positionnement des
nucléosomes sur cette région régulatrice pendant le développement hépatique et de vérifier
si ceux-ci sont bel et bien positionnés précisément sur le promoteur 4AFP pour en moduler

I’activité.

2.4.1  Perspectives pour la régulation développementale de I’AFP
L’identification d’un site C/EBP fonctionnel in vivo au niveau de la région distale du

promoteur du gene AFP, une région critique pour la transcription de ce géne, souléve des
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perspectives trés intéressantes concernant la régulation développementale de I’AFP. Les
protéines C/EBPa et C/EBP occupent des fonctions importantes lors de la différenciation
de plusieurs types de tissus, notamment les adipocytes, les cellules hématopoiétiques et les
hépatocytes (revue dans (187)). Ces protéines ont aussi été associées avec les processus de
prolifération cellulaire (revue dans (162)), un autre phénoméne reli¢ a la régulation de
I’AFP. Les C/EBP peuvent étre régulées de plusieurs fagons, principalement par la
production d’isoformes de longueurs variées ou par des modifications post-traductionnelles
effectuées par différentes voies de signalisation cellulaire. Ainsi, le site C/EBP présent dans
la région distale du promoteur du géne AFP pourrait permettre de réguler ce géne en
réponse a de nombreux stimuli, notamment la prolifération et la différenciation hépatique.
De plus, la présence de trois sites C/EBP dans la région EI du gene AFP, et leur importance
dans I’activation du gene par les protéines de la famille C/EBP, soulignent le role de C/EBP
partagé entre les régions promotrice et amplificatrices du géne AFP. La fagon exacte par
laquelle ces différentes régions communiquent entre elles pour mener a la régulation
particuliere de ce locus fait ’objet d’une étude plus poussée présentée dans les prochains
chapitres de cette thése. Cependant, il apparait déja plus que probable que C/EBP joue un

role clé dans cette régulation.
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Chapitre 3- Role de C/EBP et de ses corégulateurs dans la
régulation onco-développementale du locus AFP



3.1 Introduction

Comme il en est fait état dans le chapitre 2 de cette thése, le promoteur du géne AFP
semble étre trés important pour la régulation développementale de I’AFP. Cependant,
I’é¢tude des facteurs de transcription se liant a cette région n’a pu apporter de solution
définitive a4 ce probleme. Mes travaux présentés au chapitre 2 ont pu démontrer
I’occupation du segment -125 a -110 du promoteur AFP par les protéines de la familles
C/EBP in vivo. Ces résultats ont suscité un grand intérét de ma part puisqu’ils viennent
contredire le dogme selon lequel HNF1 occupe ce segment pour mener a 1’activation de la
transcription de ’AFP. Cependant ces résultats ne me permettent pas d’identifier a priori le
mécanisme de répression transcriptionnelle de I’4FP au cours du développement hépatique.
Les principaux activateurs retrouvés au niveau du promoteur 4FP, soit C/EBP, FTF et
HNF1 sont tous exprimés a de bonnes concentrations dans le foie adulte et continuent tous
d’activer des genes importants pour la fonction hépatique. Alors comment un géne activé
par ces facteurs de transcription peut étre désactivé spécifiquement au cours du
développement sans que leurs autres genes cibles ne soient affectés demeure une question

€n suspens.

La présence de C/EBP au niveau du promoteur AFP, dont le domaine chromatinien semble
trés sensible aux changements développementaux (237), amene toutefois des perspectives
fort intéressantes en ce qui a trait a ce mécanisme de régulation particulier. En effet, il a été
démontré que cette famille de protéines occupe un réle primordial dans la différenciation de
plusieurs types cellulaires, dont les hépatocytes (revue dans (187)). Donc, est-ce que la
régulation ciblée de cette famille de protéines permettrait d’expliquer la régulation

spécifique de I’4FP, en particulier lors de la différenciation terminale des hépatocytes?

Les protéines de la famille C/EBP, particulierement C/EBPa et C/EBPp, sont les cibles de
plusieurs sentiers de signalisation cellulaire lors de la croissance et de la différenciation des
différents tissus dans lesquels elles sont exprimées. Ainsi, un des premiers contrdles
exercés sur ces protéines survient au niveau traductionnel alors que la protéine mTOR,
impliquée dans la prolifération cellulaire, a ét¢ démontrée pour favoriser la traduction des
petites isoformes de C/EBP par la stimulation des facteurs d’initiation de la traduction elF2

et e[F4-E (27). Ces petites isoformes, produites a partir d’un codon d’initiation alternatif,
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contiennent seulement la partie C-terminale de la protéine qui comprend le DBD et le
domaine de dimérisation mais qui exclut les domaines d’activation N-terminaux. Ces
petites isoformes vont donc agir comme dominants négatifs sur la transcription des geénes
cibles de C/EBP (55, 171). En outre, les protéines C/EBP pleine longueur sont ciblées par
plusieurs modifications post-traductionnelles, soit principalement la phosphorylation,
I’acétylation et la sumoylation, sous 1’action de plusieurs voies de signalisation intra-
cellulaires, dont la voie des MAPK (89, 181, 182, 227, 245). Ces modifications vont mener
a des changements d’interactions entre les protéines C/EBP et certains cofacteurs
importants pour 1’activité transcriptionnelle de ces protéines. Ainsi, une voie de
signalisation impliquant les protéines de la famille Ras cible C/EBPp, ce qui provoque un
échange de sa liaison a un complexe Mediator inactif, comprenant la sous-unit¢é CDKS,
pour un complexe Mediator actif, comprenant la sous-unit¢ CRSP70 (153). Enfin, ’activité
des protéines C/EBP est aussi régulée par la présence ou 1’absence d’autres protéines
pouvant interagir avec elles. Par exemple, la protéine du rétinoblastome (pRB), associée a
I’arrét de la prolifération cellulaire et la différenciation terminale des cellules, peut
s’associer avec les protéines C/EBP et en stimuler I’activité transcriptionnelle sur certains

geénes cibles (35, 100).

La présomption que les protéines de la famille C/EBP jouent un rdle prépondérant dans la
régulation développementale de I’AFP est trés forte, mais la fagon dont ces protéines
peuvent moduler la transcription de ’AFP est encore inconnue. En effet, en plus du site
C/EBP identifié au niveau du promoteur, la présence de plusieurs autres sites C/EBP
potentiels a été rapportée dans les régions amplificatrices EI, EII et EIIl de I’AFP (18, 76,
82, 135, 228). Si la complexité du locus est bien établie en ce qui a trait au nombre de
régions régulatrices et a leur interaction fonctionnelle, peu de groupes se sont penchés sur
I’étude in vivo de ces régions et sur la facon dont celles-ci sont coordonnées au cours du
développement hépatique ou tout simplement lorsque le géne est actif. Les études réalisées
pour la caractérisation de ces régions ont été essentiellement effectuées par des méthodes in
vitro, sans que leur signification sur la régulation de I’AFP ait été complétement résolue.
De plus, certaines régions sont encore aujourd’hui peu caractérisées en ce qui a trait aux
facteurs de transcription pouvant s’y lier, comme c’est le cas particulicrement pour la

région EIl. Et le fait que les régions amplificatrices démontrent de 1’activité dans le foie
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mature de souris transgéniques (28, 186) ne signifie pas nécessairement qu’elles n’ont
aucun rdle important & jouer dans la régulation spatio-temporelle du locus AFP. Le
phénoméne de régionalisation (expression péricentrolobulaire) observé pour ces régions
amplificatrices (186) est également trés intriguant et personne n’a été en mesure de

I’expliquer jusqu’a maintenant.

Cette deuxieme partie de résultats de ma theése visait donc, dans un premier temps, a
localiser précisément les sites de recrutement des protéines C/EBP sur 1’ensemble des
régions régulatrices du gene AFP afin de mieux cerner leur role précis dans I’activité du
locus. Deuxiémement, j’ai examiné comment 1’activité des protéines C/EBP et de certains
de ces coactivateurs pourrait étre modulée dans une lignée modele d’hépatome et au cours

du développement hépatique pour réguler la transcription de I’AFP.

3.2 Matériel et méthodes

3.2.1  Culture cellulaire et animaux

Les cellules de la lignée 7.6 (variant sous-cloné de la lignée d’hépatome de rat Morris
7777) ont été cultivées dans du milieu Eagle modifi¢ par Dulbecco (DMEM, Gibco), faible
en glucose et supplémenté de 10% de sérum feetal bovin (FBS, Wisent), de 100 U/ml de
pénicilline et de 100 ug/ml de streptomycine (Gibco-BRL). Pour la condition de faible
densité, les cellules 7.6 ont été étalées a 1 x 10* cellules/cm? alors que pour la condition de
haute densité, les cellules 7.6 ont été étalées a 1 x 10° cellules/cm’. Les cellules ont par la
suite été cultivées pendant 40 heures avant d’étre analysées. Des rats Spraque-Dawley,
obtenus de Charles River Laboratories (Saint-Constant, Qc), ont été utilisés pour les

expériences de ChIP.

3.2.2 Immunobuvardage de type Western et gel de retardement

La préparation des extraits nucléaires a été effectué tel qu’il a été décrit a la section 2.2.6 de
cette theése. Pour les immunobuvardages de type Western, 15 pg de protéines d’extrait
nucléaire ont été fractionnés par SDS-PAGE (10%) et transférés sur membrane de
nitrocellulose. Les membranes ont été colorées au rouge de Ponceau pour s’assurer d’une
quantité égale de protéine dans chaque puits avant d’étre hybridées avec les anticorps

appropriés, soit DL426 (C/EBPa) ou SC-150x (C/EBPp). La détection des protéines s’est
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faite par chemiluminescence a 1’aide d’un second anticorps couplé¢ a la « Horseradish
Peroxidase » (HrP) et révélée avec la trousse de détection « Western Lightning
Chemiluminescence Reagents » (Perkin Elmer Life Science). Les gels de retardement ont
été réalisés avec 3 pg de protéines d’extrait nucléaire et une sonde double brin couvrant la

région -125 a -112 du promoteur AFP de rat selon le protocole décrit précédemment (18).

3.2.3 Immunoprécipitation de chromatine

Les expériences de ChIP sur les cellules 7.6 ont été réalisées tel que décrit a la section 2.2.7
de cette thése avec une seule modification : la réaction de fixation est laissée pendant 10
minutes (pour détecter les facteurs de transcription) ou 20 minutes (pour détecter les
cofacteurs) a la température de la picce avant d’étre titrée avec de la glycine a 125 mM. Les
anticorps utilisés pour les ChIP sont : C/EBPa (sc-9314x), C/EBP (sc-150x), pol II (sc-
9001x), HNF1la (sc-6547x), p300 (sc-585x), CBP (sc-369x), TRAP220/MEDI (sc-5334x),
HNF4a (sc-6556x) et IgG contrdle (sc-2027), tous de Santa Cruz Biotechnology. Les ChIP
sur les foies de rat ont été réalisés tel que décrit a la section 2.2.7 et selon les spécifications
suivantes : les foies de rats Sprague-Dawley (au moins 3 rats de portée différente par
groupe) ont été¢ prélevés et combinés sur glace pour ensuite étre cisaillés, mélangés a 5
volumes de PBS et passés 10 fois dans une aiguille 18g a 1’aide d’une seringue. Le
formaldéhyde a ensuite été ajouté a une concentration finale de 1,1% et la réaction
poursuivie pendant 15 minutes avec agitation a la température de la piéce avant d’étre titrée
avec de la glycine a 125 mM. Apres 5 minutes d’incubation supplémentaire avec agitation a
la température de la picce, les échantillons ont été centrifugés, resuspendus dans 30 ml de
PBS et les cellules ont été désaggrégées a 1’aide d’un homogénéisateur dounce (10 coups)
avant d’étre recentrifugées et congelées a -80°C. Les ChIP ont été réalisés sur au moins
deux expériences indépendantes. Les amorces utilisées pour les ChIP ont été choisies pour

amplifier des fragments de 100 & 150 pb et sont inscrites dans le tableau 3-1.
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Tableau 3-1 Liste des amorces utilisées pour les immunoprécipitations de chromatine

Spécificité Région Brin Séquence des amorces (5'-3")
7.6/ Foie 6.63 + CTACAGCCAGGTGATTAG
’ - ATTCCTCGAATCTGATGTC
76/ Foie 6.00 + CTATATCGATGTTCTAGTGTACC
’ - CCACACAGGAACAAAGTAA
76/ Foie 25,09 + TACCAGAAGAGCGTGAG
’ - GAAACACAGCATCATCTTTACA
76/ Foie 416 + GGAAGATTCGAGGATTTATGG
’ - CACGGTTTGTGTGCTGA
76/ Foie 88 + GATGTGGTCTCAGTCAGTA
’ - GTAGAACTCAACAGTTGGG
76 43 + TGAGCAACAGCCCGT
’ - CCAAAGCATGTGATCAGAAC
Foie a3 + GTTTGCAGTTGGTGTTAGA
’ - TCAGAAAGGTGCACAGG
76 1.87 + CAAGTGTTGAGACAGGACCCA
’ - ATGCAAACGATTGACCA
Foie 125 + GAAACACACACAGTAAGGCCT
’ - CCCTTGCAATCTAGAAAGT
76 0.10 + TTGGAAGAGTTTAGTTGGCA
’ - ACAGTGGTAGAAGCCGGA
) + TGGAAGAGTTTAGTTGGCG
Foie 0,10 - ACAGTGGTAGAAGCCGGA
7.6/ Foie 10.10 + CAACCATGAAGTGGAGC
’ - CAAAGCATCTTACCTATTCCAA
76 10.60 + GTGCTAAGTCTGCAACTGA
’ - TGTTAGGAACCACCTGT
Foie 10.60 + GTGCTAAGTCTGCAACTGA
’ - GATTCCAACTGGGAAAGCAA

3.24 ARN, ADNCc et PCR quantitatif

L’ARN des cellules 7.6 a été isolé a I’aide de la trousse « RNeasy Plus mini » (Qiagen).
Pour la synthése d’ADNc, 3 pg d’ARN ont été utilisés avec des amorces oligo dT de la
trousse « Superscript First-Strand cDNA Synthesis » (Invitrogen), conformément au
protocole du manufacturier. Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées sur un
appareil LightCycler (Roche) en utilisant le réactif SYBRGreen (Invitrogen) dans un

volume final de 10 pl. Les amorces spécifiques ont été choisies a ’aide du logiciel
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LightCycler Probe Design Software version 2.0 (Roche) et sont inscrites dans le tableau 3-
2. Aprés un premier cycle de 2 minutes a 50°C et 2 minutes a 95°C, les échantillons ont été
amplifiés avec 45 cycles de 5 secondes a 94°C, 10 secondes a 55°C et 10 secondes a 72°C,
suivi d’une courbe de dénaturation. Les données ont été normalisées au contenu en ARNm
de GAPDH pour chaque échantillon selon la méthode AACP, en tenant compte du
coefficient d’efficacit¢é d’amplification de chaque couple d’amorces, déterminé
préalablement selon une courbe standard effectuée sur des dilutions séquentielles d’un
méme échantillon. La spécificité des réactions d’amplification a été déterminée en vérifiant
la taille du produit par électrophorese sur gel d’agarose 2% et par I’analyse des courbes de

dénaturation de chaque réaction d’amplification.

Tableau 3-2 Amorces utilisées pour les qPCR effectués sur I'ADNc

ADNc Brin Séquence des amorces (5'-3)
GAPDH + TGCCACTCAGAAGACTGTGG
- TTCAGCTCTGGGATGACCTT
AFP + CGATGGAGTGCCTACAGGAT
- TTAAACCTTCCGGTTTGTCG
C/EBPa + GCCAAGAAGTCGGTGGATAA
- CACTGGTCAACTCCAACACCT
C/EBPB + GACTTCCTTTCCGACCT
- GAGGCTCACGTAACCGTA
FTF + AGCCATGTCTCAGGTGATCC
- CCCGATTAGGAAAGTGACCA
HNF1 + GGCAAAGATGGTCAAGTCGT
- GAATTGCTGAGCCACCTCTC

3.3 Résultats

3.3.1 Identification in vivo des domaines de liaison de C/EBP dans les
régions amplificatrices du gene AFP

J’ai détecté précédemment la présence des protéines C/EBP sur la région EI ainsi que sur la
région distale du promoteur AFP, régions qui sont conservées entre 1’humain, le rat et la
souris (18). L’analyse de la séquence des deux autres régions amplificatrices du locus AFP,
les région EII et EIIl, permet d’y répertorier plusieurs sites de liaison potentiels pour
C/EBP, dont plusieurs sont également conservés entre 1’humain, le rat et la souris, ce qui

suggere leur fonctionnalité (figure 3-1).
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Humain

Souris
Rat
Humain

Souris
Rat
Humain

Souris
Rat
Humain

Région Ell

C/EBP
GTCACATTGTACCTGGGAAGATTCAAGGATTTATGGAAAAAGTCAACAA--CAGGAGTCAGAGCAGCCGGAAAAG—————- CATGGAC
GTCATGCTGCACCGGGGAAGATTCGAGGATTTATGGAAAAAGTCAACAGAGCAAGAATTGGAGCAGCCGGAAAGTATTTGCTGTGAAC
TCCATGTTGCTTCTGAGTGGCTTCACAGACTTATG-AAAAAGTAAACGGAATCAGAATTACATCAAT-GCAAAAGCATTGCTGTGAAC

ok ok * ok kK hkk *k kdkkk dokkdohhk dokk *k Kk * Kk * kkk *k kK

C/EBP C/EBP/HNF3
TCTGTACTTAGGACTGCGCTTTGAGCAATGGCACAGCAAG-CTTTAACCCTGTTTGCAGTCAGCACACAAACTGTGGTTCAAAGCTCC
TCTGTACTTAGGACTCAGCTTTGAGCAATAGCCCCGAAAGGTTTTAGCACTGTTTGCGGTCAGCACACAAACCGTGGTTCAAAGCTCC
TCTGTACTTAGGACTAAACTTTGAGCAATAACACATATAG-ATTGAGGATTGTTTGCTGTTAGTATACAAACTCTGGTTCAAAGCTCC

* * *k Kk Kk Fkhkkkhkhhk Kk dk Kk

Région Elll

C/EBP HNF3
GCTCGGTTGCCCAATTTGTCTCTGATCTCTTTTAGTTTGTTCCTGTGTGGGGGAAAAAAAAATATT TTCTCCCCTAAACACCAAAGAT
GCTCGGTTGCTCAATTCGTCTCTGGACTCTTTTACTTTGTTCCTGTGTGGGEGAAGAAAAAATATTTTCTCCTCTAAACACCAAAGAT
GATTGGTTGCCTAATCTGAC--TGACTCCTTTGAATTTGTTCCCGTGTGGGAGGGAGAAAAAAATGTATTTTTTTTCCCTTTACAAA-

* Kk dokkdkk  kkk Kk ok kk Fkkk * *k k  x * * * Kk

C/IEBP
CCAAAGATAAAATTCCTTTGATGAAGG-AAAACAGTCC CCCATTTTGATTTTCCTTTGAGCAAAACATGGTCACAGCAA
CCAAAGATAAAATTCCTTTGATGGAGGGAAAACAGCCCCCCTTC---CCCATTTTGATTTTCTTTCGAGCGAAACATGT TCACAGCCA
CCAGGGACAAGATCCCTTTGATGAAGT-GAAATAGTCTTC ATAAGTATAATAGCTTTTGGGGGG-~————-———- CAGCAA

dhk Kk Kk ke dokkokkkk Kk *hk kk Kk *k * K Kk kk *k kK *hkk K

HNF3
GTGTGGAAGGCA----- TTTCCCCACTAAACAAA-AGAGGGAGAGTTGACA
ACGGGGAGGGTAAAGGATTCCCCCATTAAACAAA-GGAGGGAGAGT TGACA
ATGGGAAAGGTGAAGTCTTGTACTATTAAACAAATGGAGGGATAGTTTGTT

* * Kk kK% ** * K KhkAAkAkAAAk  Ahhkhhkk khkhkk

Figure 3-1 Alignement des régions amplificatrices EII et EIII du locus AFP

L’alignement des séquences de souris, de rat et d’humain a été réalis¢ avec CLUSTALW.
Les motifs de reconnaissance des facteurs de transcription sont basés sur la matrice
TRANSFAC 6.0. Les nucléotides conservés entre les trois especes sont indiqués par (*).

J’ai donc vérifié si les protéines C/EBPa et C/EBPP étaient recrutées in vivo sur ces régions
lorsque le géne AFP est transcrit. En utilisant d’abord les cellules 7.6, exprimant ’AFP a de
forts niveaux lorsque cultivées a faible densité, j’ai testé par ChIP si des fragments de
chromatine correspondant aux régions amplificatrices AFP sont immunoprécipités
sélectivement avec des anticorps dirigés contre C/EBPa et C/EBPf. La figure 3-2 montre
clairement le recrutement spécifique de ces deux protéines principalement sur les régions

amplificatrices EIII et EI, et dans une plus faible proportion sur la région EII, alors que des

IgG contrdles ne donnent aucun enrichissement.
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Figure 3-2 Recrutement de C/EBPa et C/EBPp aux régions amplificatrices du géne AFP in
Vivo

A) Représentation schématique des régions régulatrices du géne AFP. La position des
différentes amorces utilisées pour les ChIP est inscrite sous celle-ci, en kilobases par
rapport au site d’initiation de la transcription de I’4AFP. B-C) ChIPs réalisés sur des cellules
7.6 cultivées a faible densité (B) et sur des foies de rats de 4 jours (C). Les traits pointillés
représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les enrichissements obtenus
sont relativisés au signal obtenu a une région controle, soit la région -6.63. Chaque ChIP a
été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les résultats d’une expérience
représentative.

Par la suite, j’ai vérifié ces résultats dans un modele développemental, soit le foie de rat de
4 jours, qui exprime aussi I’AFP en grande quantité. Les résultats de ChIP obtenus dans le

foie de rat sont sensiblement les mémes que dans la lignée 7.6, alors que C/EBPa et



C/EBP sont recrutés fortement sur les régions EI, EII et EIII du locus AFP. Ces résultats
démontrent donc le recrutement spécifique de C/EBP in vivo sur les trois régions

amplificatrices du gene AFP lorsque celui-ci est transcrit.

Une différence entre les ChIP sur le foie de rat et sur les cellules 7.6 est retrouvée au niveau
du promoteur AFP, alors qu’aucun signal d’enrichissement significatif n’est retrouvé pour
C/EBPa et C/EBPP dans le foie de rat. Ces résultats réfletent probablement une sensibilité
réduite par des conditions de fixation sub-optimales ou une population cellulaire trop
hétérogene dans I’expression de I’AFP pour les échantillons de foie, qui ne permettraient
pas de détecter la région du promoteur. Cette interprétation est supportée par le fait
qu’aucun signal d’enrichissement n’est obtenu dans le foie pour HNF1 et pol II, qui sont

retrouvés sur le promoteur AFP dans les cellules 7.6 (données non montrées).

3.3.2  Fluctuations de C/EBP aux réegions régulatrices de I’AFP dans la
lignée 7.6

Afin de vérifier si le recrutement des protéines C/EBP était régulé dans les cellules 7.6, j’ai
ensuite comparé les résultats de ChIP effectués sur des cellules 7.6 cultivées a haute
densité, condition ou le géne AFP est réprimé, avec les résultats obtenus précédemment sur
des cellules 7.6 cultivées a faible densité, condition ou celui-ci est transcrit. A la figure 3-3,
on remarque qu’entre les conditions de haute et de basse densité, 1’intensité du signal
d’enrichissement obtenu pour C/EBPa et C/EBPJ ne varie pratiquement pas sur la région
amplificatrice, alors qu’on observe une diminution marquée de ces facteurs sur la région du
promoteur. De plus, on remarque que HNF1 est aussi détecté spécifiquement au niveau du
promoteur AFP lorsque le géne est transcrit alors que son signal n’est plus détectable sur
cette région lorsque le gene est réprimé. La disparition des facteurs de transcription de la
région du promoteur correle avec la forte diminution du recrutement de I’ARN polymérase

IT au site d’initiation de la transcription.
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Figure 3-3 Analyse par ChIP du recrutement de C/EBPa, C/EBPB, HNF1 et pol II aux
régions régulatrices AFP dans les cellules 7.6 cultivées a faible et haute densité

Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les
enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région contrdle, soit la
région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les
résultats d’une expérience représentative.



L’ensemble de ces résultats montre donc un désengagement marqué des activateurs du
promoteur AFP lors de sa répression dans les cellules 7.6 en culture, ce qui concorde avec
les résultats des empreintes génomiques in vivo obtenus au chapitre précédent. Ces résultats
suggerent donc que la désactivation sélective du promoteur est responsable de la répression

du geéne dans cette lignée cellulaire.

3.3.3  Fluctuations de C/EBP aux régions régulatrices du gene AFP lors
des derniers stades du développement hépatique

L’¢tude des processus de régulation génique a l’aide de lignées cellulaires tumorales
présente de nombreux avantages, entre autres sur le plan technique, mais comporte des
limitations pour étudier les processus normaux comme les phénomeénes développementaux,
par exemple. J’ai donc complémenté les résultats obtenus sur les cellules 7.6 en culture a
faible et haute densité par des ChIP effectués sur des foies de rats normaux. Le recrutement
des protéines C/EBP au locus AFP a été étudié plus en détail sur des foies prélevés a
différents stades tardifs du développement hépatique, période ou le géne AFP se désactive.
J’ai ainsi pu vérifier si le recrutement de C/EBPa et C/EBPJ sur les régions amplificatrices

AFP corrélait avec 1’activité transcriptionnelle du locus.

La figure 3-4 montre un recrutement maximal de C/EBPa, tout comme C/EBP, sur les
régions EIII, EII et EI dans les foies de rat de 4 jours, qui transcrivent abondamment I’4FP.
Le recrutement de ces deux facteurs diminue considérablement sur la région EI (-2,43) aux
jours 10 et 15 pour devenir pratiquement indétectable au jour 21, lorsque le géne AFP est
complétement réprimé. La perte de recrutement des C/EBP a la région EI corréle donc avec
la désactivation du locus AFP et avec la disparition du site DH de la région EI rapportée
pendant le développement hépatique (237) et suggere que la désactivation de la région EI
est impliquée dans cette répression. Alors que C/EBPa et C/EBPJ cessent d’étre détectés
substantiellement sur la région EI, C/EBPp, et dans une moindre mesure C/EBPa, sont
toujours détectés a des niveaux appréciables sur les régions EIII (-6,02) et EII (-4,16)
lorsque I’AFP s’éteint, dans les foies de rats de 21 jours. Le recrutement différentiel des
C/EBP au niveau de ces trois régions amplificatrices suggere que la liaison de ces protéines
a leurs sites de la région EI est spécifiquement affectée lors de la différenciation terminale

des hépatocytes.
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Figure 3-4 Analyse par ChIP du recrutement de C/EBPa et C/EBPP au locus AFP dans les
stades tardifs du développement hépatique

ChIP sur des foies de rats de 4, 10, 15 et 21 jours. Les traits pointillés représentent le bruit
de fond obtenu pour chaque anticorps. Les enrichissements obtenus sont relativisés au
signal obtenu a une région contrdle, soit la région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au
moins trois fois et les graphiques illustrent les résultats d’une expérience représentative.

3.3.4  Les activateurs transcriptionnels liant le promoteur AFP ne
fluctuent pas dans les cellules 7.6

Les résultats présentés au chapitre 2 de cette theése ont suggéré une fonction cruciale du site
C/EBP du promoteur 4FP dans la régulation de ce géne. De plus, une désactivation
marquée de cette région a été observée en ChIP lors du changement de 1’état de croissance

des cellules 7.6. On observe également dans les cellules 7.6 cultivées a haute densité la
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disparition des protéines C/EBP spécifiquement de la région promotrice de I’AFP, alors
qu’elles demeurent présentes sur les régions amplificatrices. J’ai donc étudié plus en détail
si des changements pouvaient survenir au niveau des activateurs du promoteur AFP pour

tenter d’en expliquer la désactivation.

Les petites isoformes de C/EBP (C/EBPa-p30 et C/EBPB-p20) agissent principalement
comme dominants négatifs sur la transcription de leurs geénes cibles (55, 171). Dans les
expériences de ChIP, les anticorps utilisés étaient dirigés contre la partie C-terminale de
C/EBPa et C/EBPp, donc reconnaissaient autant les longues que les courtes isoformes de
ces protéines. Une premicre hypothése pouvant expliquer la répression de I’AFP serait
I’augmentation des courtes isoformes de C/EBP lorsque les cellules 7.6 sont cultivées a
haute densité. J’ai donc vérifi¢é par immunobuvardages de type Western si les courtes
isoformes de C/EBP étaient induites lors de la culture des cellules 7.6 a haute densité. La
figure 3-5A montre qu’il n’y a aucun changement significatif des isoformes de C/EBP

lorsque les cellules 7.6 sont cultivées a faible ou a haute densité.

I1 a déja été observé par d’autres laboratoires que les protéines C/EBP, sans qu’il n’y ait de
changement dans la quantité totale de ces protéines, pouvaient avoir une capacité moindre a
lier ’ADN in vitro (38, 68). Une deuxiéme hypothése serait donc une diminution de la
capacité des C/EBP de se lier spécifiquement a leur site de liaison au promoteur AFP
lorsque les cellules 7.6 sont cultivées a haute densité. Des expériences de gels de
retardement ont donc été réalisées avec des extraits nucléaires provenant des cellules 7.6
cultivées a faible densité et a haute densité et incubés avec une sonde marquée couvrant le
site C/EBP du promoteur AFP. Ces expériences n’ont décelé aucun changement quantitatif
ou qualitatif de la capacité de liaison des protéines C/EBP pour leur site lors de la
répression de I’4AFP pendant la croissance des cellules 7.6 (figure 3-5B). Ces résultats
suggerent donc que la régulation de la capacité de liaison a ’ADN des protéines C/EBP

n’est pas impliquée dans la régulation de I’AFP dans ce mod¢le d’hépatome.
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Figure 3-5 Caractérisation des activateurs du promoteur 4FP dans les cellules 7.6

A) Immunobuvardages de type Western réalisés avec des extraits nucléaires de cellules 7.6
cultivées a faible (FD) et a haute densité (HD). Les fléches identifient les isoformes de
C/EBP détectées dans les extraits avec le poids moléculaire correspondant. B) Gels de
retardement réalisés avec des extraits nucléaires de cellules 7.6 cultivées a faible (FD) et a
haute (HD) densité sur une sonde couvrant la région -125 a -112 du promoteur AFP. Les
retards sur gel (ss) produits par 1’ajout d’anticorps sont identifiés par des fleches alors que
les complexes protéines-ADN sont identifiés par un crochet. C) Quantification des ARNm
de I’AFP ainsi que de ces principaux activateurs dans les cellules 7.6 cultivées a faible et a
haute densité. L’ARNm du géne GAPDH a été utilis¢ comme standard interne dans les
réactions de qPCR. Les résultats illustrés en C proviennent de la moyenne (£ écart-type)
d’au moins trois expériences indépendantes.
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Une troisiéme hypothése est la diminution dans D’expression des autres facteurs
responsables de ’activation du promoteur AFP, ce qui menerait a une perte de fonction de
cette région régulatrice. Donc, afin de déterminer si la répression de I’AFP lorsque les
cellules 7.6 sont cultivées a haute densité coincide avec une diminution de 1’expression
d’un ou ’autre des genes activateurs du promoteur AFP, j’ai vérifié par PCR quantitatif s’il
y avait une variation dans les ARNm des activateurs clés du promoteur AFP, soit HNFI,
C/EBPoa, C/EBPf et FTF. Comme il est illustré a la figure 3-5C, aucun des activateurs clés
de ’AFP n’est réprimé pendant la croissance des cellules 7.6. La répression des génes
activateurs du promoteur AFP ne peut donc pas expliquer la répression du géne dans les

cellules 7.6.

Aucune de ces pistes n’a donc pas permis d’identifier I’événement moléculaire menant a la
répression du geéne AFP au cours de la croissance des cellules 7.6. Toutefois, des
expériences de gels bidimensionnels (gels 2D) réalisées dans notre laboratoire ont permis
de constater certains changements dans la migration des protéines C/EBP selon leur taille et
leur point isoélectrique dans les conditions de culture des cellules 7.6 a faible et haute
densité (Sylvie Roy, communication personnelle). Malgré que ces changements n’aient pu
étre identifiés avec précision, ces résultats suggerent que des modifications post-
traductionnelles de C/EBP pourraient étre impliquées dans la régulation spécifique de
I’AFP dans cette lignée d’hépatome, par exemple via des changements d’interactions

protéiques.

3.3.5 CBP, p300 et Mediator sont recrutés et fluctuent sur les régions
régulatrices du géne AFP

Ayant établi le role critique de C/EBP dans la régulation du géne AFP sans toutefois avoir
des indications précises d’un changement quantitatif ou qualitatif de ces protéines
permettant d’expliquer cette régulation, je me suis ensuite tourné vers I’étude des
corégulateurs de ce locus. J’ai donc tenté d’identifier, parmi les coactivateurs connus de
C/EBP, ceux qui sont recrutés sur le locus AFP lorsqu’il est transcrit pour vérifier si la

perte de certains d’entre eux pourrait permettre d’expliquer la répression du geéne dans les

cellules 7.6.
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Lors de ChIP sur les cellules 7.6 en phase exponentielle de croissance, on remarque la
présence principalement sur les régions EIII et EI de deux cofacteurs a activit¢ HAT, soit
CBP et p300 (figure 3-6A et B). Ces cofacteurs généraux sont bien caractérisés et ont déja
été démontrés pour lier les protéines C/EBP (112), FTF (192) et HNF1 (214). 11 est donc

prévisible que ces cofacteurs soient recrutés au locus AFP lorsque celui-ci est transcrit.

La figure 3-6C montre la présence, également sur les régions EIIl et EI mais aussi au
niveau du site d’initiation de la transcription, d’un autre cofacteur, soit TRAP220/Medl,
une sous-unité centrale du complexe Mediator. Mediator peut lui aussi interagir avec
C/EBP (153) mais aussi avec la plupart des membres de la superfamille des récepteurs
nucléaires (2, 37, 141), dont FTF fait partie. Le recrutement de Mediator, autant sur les
domaines de la région amplificatrice du géne AFP qu’au site d’initiation de la transcription,
concorde avec sa fonction présumée consistant en la transmission des signaux provenant

des amplificateurs vers la pol II.

Ces résultats nous montrent donc le recrutement des HAT CBP et p300 de méme que
Mediator au locus AFP lorsque le gene est transcrit, indiquant ainsi un rdle pour ces

cofacteurs dans ’activation de la transcription du géne AFP.

Les données obtenues par ChIP sur les cellules 7.6 cultivées a haute densité permettent
d’observer un phénomeéne potentiellement déterminant survenant lors de la répression du
gene AFP dans ces cellules. Ainsi, le signal d’enrichissement observé pour les cofacteurs
CBP et p300 diminue de fagon marquée dans ces conditions sur les régions EIII et EI. Cela
suggere que la perte de ces deux coactivateurs sur les régions régulatrices du gene AFP

pourrait étre la cause de la répression observée dans cette lignée d’hépatome en culture.
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Figure 3-6 Analyse par ChIP du recrutement des coactivateurs CBP, p300 et TRAP220 aux
régions régulatrices du géne AFP dans les cellules 7.6 cultivées a faible et a haute densité

Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les
enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région contrdle, soit la

région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les
résultats d’une expérience représentative.
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3.3.6  HNF4 se lie aux régions regulatrices de I’AFP in vivo

L’inactivation de HNF4 dans des cellules ES induites a se différencier en endoderme
viscéral, un tissu qui exprime normalement 1I’AFP, produit une trés forte diminution de la
quantité d’ARNm de I’4AFP dans ces cellules (60). Vu la grande importance du géne HNF4
dans la différenciation hépatique et les effets de son inactivation sur la transcription du géne
AFP, j’ai voulu vérifier si celui-ci était impliqué directement dans la régulation

transcriptionnelle du géne AFP.

J’ai donc effectué des ChIP sur les cellules 7.6 pour vérifier si je pouvais détecter la
présence de HNF4 sur les régions régulatrices du géne AFP. Comme illustré a la figure 3-
7A, un signal d’enrichissement spécifique peut étre observé sur les trois régions
amplificatrices du géne AFP et ce, autant lorsque le géne est actif (a faible densité) que
lorsqu’il est réprimé (a haute densité). Ces résultats démontrent donc la présence de HNF4
au niveau des régions régulatrices du géne AFP et suggerent un role direct possible de ce
récepteur nucléaire dans le controle de I’activité des régions amplificatrices de ce gene. Ces
résultats ne permettent toutefois pas de savoir quel rdéle cette protéine joue sur la

transcription du géne AFP.

Ainsi, j’ai voulu vérifier les résultats obtenus dans les cellules 7.6 a I’aide d’expériences de
ChIP réalisés sur du foie de rat normal, prélevé dans les derniers stades du développement.
Les résultats obtenus dans ces expériences montrent des signaux d’enrichissement
spécifiques pour HNF4 sur les régions EIII et EII, seulement dans les foies prélevés a partir
du jour 10, alors qu’aucun recrutement de HNF4 n’est observé chez les rats de 4 jours
(figure 3-7B). Le recrutement de HNF4 sur ces régions corr¢le donc négativement avec la
transcription du géne AFP lors du développement hépatique, ce qui suggere un effet

possiblement négatif du récepteur nucléaire HNF4 sur ce locus.
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Figure 3-7 Analyse par ChIP du recrutement de HNF4 aux régions amplificatrices de I’4FP
dans un modele d’hépatome et dans le foie de rat normal

ChIP sur des cellules 7.6 cultivées a faible et a haute densité (A) et des foies de rats de 4,
10, 15 et 21 jours (B). Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque
anticorps. Les enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région
contrdle, soit la région -6.63. Chaque ChIP a été effectué¢ au moins trois fois et les
graphiques illustrés sont le résultat d’une expérience représentative.

80



3.4 Discussion

La répression développementale du locus AFP est un phénomeéne trés spécifique parmi les
membres de la famille ALB. Toutefois son mécanisme tarde toujours a étre clairement
résolu. Le locus AFP est composé d’au moins quatre régions régulatrices distinctes, soit
trois régions amplificatrices et une région promotrice. Des sites de liaison pour C/EBP
conservés entre les espéces ont été identifiés dans chacune de ces régions. La premiére
partie de ce chapitre avait donc pour but d’identifier les domaines de recrutement des
protéines C/EBP sur le locus AFP. Ainsi, en plus de la région promotrice, mes résultats ont
confirmé la présence de C/EBPa et de C/EBP sur les régions amplificatrices EI, EII et EIII
dans deux modéles exprimant I’AFP a un niveau élevé, soit les cellules 7.6 et le foie de rat

de 4 jours.

Etant donné le recrutement global de C/EBP au locus AFP, j’ai par la suite voulu
déterminer de quelle facon ces protéines vont étre impliquées dans 1’activité
transcriptionnelle du locus. Lors des expériences de ChIP dans les cellules 7.6 en
conditions AFP-positive ou AFP-négative, il n’y a aucune fluctuation du recrutement de
C/EBP sur les régions amplificatrices. Cependant, en condition AFP-négative, on ne
retrouve aucun signal d’enrichissement significatif pour les protéines C/EBP sur la région
du promoteur AFP. De plus, HNF1, un autre facteur se liant au promoteur AFP, cesse d’y
étre détecté dans ces mémes conditions suggérant la perte d’activité spécifique du
promoteur AFP dans les cellules 7.6. Les événements observés par ChIP dans les foies de
rat aux stades tardifs du développement sont toutefois différents. Ainsi, les résultats
obtenus dans ces conditions démontrent plutot une diminution de la présence de C/EBP sur
la région amplificatrice EI qui correle étroitement avec la répression de la transcription de
I’AFP durant la différenciation terminale des hépatocytes. La désactivation de la région EI
durant cette période correle aussi avec la perte des sites DH de la région EI et du promoteur
AFP dans le foie de rats adultes, lorsque le geéne est réprimé (237). Je n’ai toutefois pu
examiner, par cette approche de ChIP, a quel moment la région promotrice se désactive, ce
qui m’empéche de déterminer si c¢’est au promoteur ou a la région EI que se produit
I’événement initial menant a la répression de I’AFP au cours du développement hépatique.

Par contre, mes résultats suggerent que la perte d’activité de la région EI pourrait étre la

81



cause directe de la répression développementale du gene AFP, des expériences

supplémentaires étant toutefois requises afin de confirmer ceci.

Le promoteur semble jouer un réle primordial dans la régulation transcriptionnelle du locus
AFP. Etant donné le désengagement marqué des facteurs se liant & cette région dans les
cellules 7.6 cultivées en condition AFP-négative, j’ai voulu préciser 1’événement
permettant d’expliquer sa désactivation sélective. Cependant, 1’étude des fluctuations des
petites isoformes et de la capacité de liaison a I’ADN des protéines C/EBP ainsi que de
I’expression des différents activateurs transcriptionnels du promoteur AFP n’a pas permis
d’observer quoi que ce soit de significatif permettant d’expliquer la régulation du géne AFP
dans ces cellules. D’autres mécanismes peuvent toutefois entrer en jeu pour réguler la
transcription. Depuis quelque temps déja, plusieurs groupes de recherche mettent en
lumiére I’implication majeure de différents corégulateurs dans la régulation de plusieurs
processus cellulaires importants, notamment la différenciation cellulaire et le métabolisme
énergétique (revues dans (66, 157)). Des régulateurs clés de I’AFP, soit les protéines de la
famille C/EBP, interagissent avec plusieurs corégulateurs, dont CBP/p300 et le complexe
Mediator (112, 152, 153). J’ai donc vérifié leur présence sur les régions régulatrices du
geéne AFP et s’il y avait une diminution de leur recrutement dans les cellules 7.6 cultivées
en condition AFP-négative. Les expériences de ChIP montrent le recrutement spécifique
des cofacteurs CBP, p300 et Mediator sur les régions amplificatrices de I’AFP lorsque
celui-ci est actif. Toutefois, lorsque les les cellules 7.6 sont cultivées a haute densité, on
remarque une diminution marquée du recrutement de CBP et p300 aux régions
amplificatrices du locus AFP, corrélant avec la répression du géne dans ces conditions de
culture et suggérant un lien de cause a effet entre ces deux éveénements. Malgré que tous ces
corégulateurs sont retrouvés au niveau de la région amplificatrice de I’4AFP, on ne peut
détecter aucun de ceux-ci sur la région distale du promoteur ce qui confirme la spécificité
du signal obtenu en ChIP, mais suggere aussi une spécificité d’action de ces corégulateurs
qui ne pourraient étre requis qu’aux régions amplificatrices de I’4FP. TRAP220, une sous-
unité centrale du complexe Mediator, est le seul de ces coactivateurs qui se retrouve a la
fois aux régions amplificatrices et au site d’initiation de la transcription. Ce résultat
concorde avec la plupart des articles retrouvés dans la littérature selon lesquels le complexe

Mediator occuperait un role central dans la communication entre les régions amplificatrices
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et promotrices (117). De plus, ce complexe serait impliqué dans la ré-initiation de multiples
rondes de transcription pour augmenter le taux de transcription d’un geéne et cet effet serait
obtenu par I’interaction de Mediator avec I’ARN polymérase II (2, 117). Le recrutement de
Mediator au locus AFP pourrait ainsi permettre d’expliquer le fort taux de transcription

observé pour le gene AFP.

Un point important soulevé par les expériences de ChIP est la fonction possiblement
déterminante remplie par les régions amplificatrices du locus AFP. Ainsi, une perte de
coactivateurs est observée sur la région EI dans les cellules 7.6 cultivées a haute densité
alors qu’au cours du développement hépatique, ce sont les protéines C/EBP qui cessent
d’étre détectées sur région El lors de la répression du géne AFP. Ces changements correlent
avec une perte compléte d’occupation des facteurs de transcription sur le promoteur AFP.
Dans I’ensemble, ces résultats semblent indiquer que 1’activité de la région promotrice du
géne AFP dépend fortement de la région amplificatrice. Ceci implique que la perte
d’activité des régions amplificatrices du gene 4FP entrainerait immédiatement une perte de
fonction de la région promotrice. Ce modéle suggére donc une fonction cruciale des régions
amplificatrices pour permettre 1’ouverture de la chromatine de la région promotrice et ainsi

permettre a FTF et C/EBP de se lier a leurs sites.

La différenciation hépatique est effectuée grace a la coopération de plusieurs facteurs de
transcription qui vont établir un réseau transcriptionnel permettant la stabilit¢ du phénotype
hépatique (118, 166). Parmi ceux-ci se retrouve entre autres HNF4, un récepteur nucléaire
présent sur les régions régulatrices d’environ 40% des génes occupés par I’ARN
polymérase II dans les hépatocytes (167). Les observations faites par un autre groupe de
recherche utilisant des cellules ES inactivées pour le récepteur nucléaire HNF4 (60) m’ont
permis de pousser un peu plus loin mes travaux sur la régulation transcriptionnelle du géne
AFP. En cultivant ces cellules en suspension dans un milieu contrélé, ils ont pu former des
corps embryoides qui présentent un endoderme viscéral différencié, un tissu qui exprime
normalement I’AFP. Ainsi, ces corps embryonnaires produits a partir de cellules ES
inactivées pour HNF4 présentent une trés forte diminution de la quantit¢ d’ARNm de
I’AFP produit, alors que les corps embryonnaires de type sauvage expriment fortement ce

gene. Vu la grande importance du géne HNF4 au niveau de la différenciation hépatique et
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les effets de son inactivation sur la transcription du géne AFP, j’ai donc vérifi¢ par ChIP si
HNF4 était recruté au niveau des régions régulatrices endogénes de I’4FP. Dans la lignée
d’hépatome 7.6, on voit trés clairement la présence de cette protéine sur les trois régions
amplificatrices de I’4AFP et ce, autant en condition AFP-positive qu’en condition AFP-
négative. Le role de cette protéine sur la transcription de I’AFP n’est toutefois pas tres clair
puisque chez les souris inactivées pour HNF4, les hépatoblastes transcrivent ’AFP a des
niveaux normaux (11, 176), ce qui tend a supporter un role indirect de HNF4 sur la
transcription de I’4AFP. J’ai donc vérifié par ChIP si HNF4 était retrouvé sur les régions
régulatrices de I’AFP dans un modéle développemental, soit dans les foies de rats prélevés
aux stades tardifs du développement hépatique, période ou la transcription de I’AFP passe
d’un niveau maximal a un niveau réprim¢. Aucun signal d’enrichissement n’est observé
pour HNF4 chez les rats de 4 jours alors que celui-ci est fortement enrichi sur les régions
amplificatrices du géne AFP a partir du jours 10, ce qui correle avec la répression de I’AFP.
Ces résultats seraient donc compatibles avec un réle négatif de HNF4 sur la transcription de

I’AFP.

Un article paru récemment souligne un role essentiel pour HNF4 dans la régionalisation de
la transcription de plusieurs génes métaboliques qui survient lors de la différenciation
terminale du foie (218). Ce groupe de recherche a observé une perte de la régionalisation de
certaines enzymes métaboliques, dont la glutamine synthetase (GS), chez des souris dont
HNF4 a ¢ét¢ inactivé de facon spécifique dans les hépatocytes. HNF4 recruterait
vraisemblablement le corépresseur HDACI au niveau de la région amplificatrice de GS
pour mener a sa répression dans la zone périportale du foie. Ainsi, la présence de HNF4 sur
les régions amplificatrices du géne AF'P pourrait étre responsable de sa répression lors de la
différenciation terminale des hépatocytes en inhibant leurs fonctions activatrices dans la
région périportale du foie, comme dans le cas de GS. D’ailleurs, une activité régionalisée
(péricentrale) dans le foie de souris transgéniques adultes a été rapportée pour les régions
amplificatrices de I’AFP, en particulier la région EIIl et EIl, lorsque couplées a un
promoteur hétérologue (186). La présence de HNF4 sur les amplificateurs du géne AFP
dans une lignée cellulaire d’hépatome transcrivant celui-ci contraste avec le possible role de
ce facteur dans la répression transcriptionnelle de ’4AFP et me permet proposer que

certaines fonctions de HNF4 pourraient étre perdues dans les hépatomes. Par ailleurs, une
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perte de fonction de HNF4 dans plusieurs lignées d’hépatome a déja été observée (32). Ce
phénomeéne serait provoqué par une forte diminution de 1’expression de plusieurs des
cofacteurs de HNF4 dans ces hépatomes, dont entre autres PGCla et SRC1 (143). Je crois
donc que HNF4 pourrait contribuer a la répression de 1’activité des régions amplificatrices
du géne AFP dans la région périportale du foie lors de la différenciation terminale des
hépatocytes; et que HNF4 ne serait plus en mesure de recruter les bons cofacteurs pour

effectuer ce role dans les lignées d’hépatome.

Cependant, la régionalisation de I’activité des régions amplificatrices du géne AFP ne
permet pas a elle seule d’expliquer le phénomeéne de régulation développementale de ce
gene. En effet, ce phénomene ne se produit que dans une partie du foie alors que le géne
AFP est réprimé complétement dans tous les hépatocytes quiescents. La régionalisation de
I’activité des régions amplificatrices de I’AFP pourrait donc contribuer, de fagon tres
mineure cependant, a la répression développementale du locus. Ainsi, il doit exister un
mécanisme de répression transcriptionnelle plus global permettant d’éteindre le géne AFP
lors de la différenciation hépatique. Les protéines de la famille C/EBP jouent un rdle bien
¢tabli au niveau de la différenciation et de la prolifération du tissu hépatique. Celles-ci
constituent donc des candidats intéressants pouvant étre ciblés lors de la régulation
développementale de I’AFP. Certains mécanismes de régulation ciblant ces protéines
semblent prometteurs quant a leur implication dans la régulation du géne AFP. Ainsi, un
motif de contrdle de synergie a été identifi¢ a I’intérieur de tous les membres de la famille
C/EBP et ce motif serait modifié par 1’ajout d’un groupement SUMO a cet endroit (110,
220). Cette modification inhiberait I’activité transcriptionnelle des protéines C/EBP dans un
contexte ou plusieurs sites C/EBP sont multimérisés, alors qu’elle n’aurait aucun effet en
présence d’un site unique. Ce contexte ressemble beaucoup a la région amplificatrice EI du
géne AFP qui contient trois sites C/EBP pratiquement céte a cote. Ainsi, la régulation
développementale spécifique, parmi les membres de la famille albumine, du géne AFP
pourrait s’effectuer par les protéines C/EBP se liant & la région EI du geéne AFP en
plusieurs endroits alors que ces protéines ne se lient qu’a des sites uniques sur les autres
membres de la famille albumine. La sumoylation de ces protéines sur leur motif de contrdle
de synergie pourrait ainsi entrainer une perte de leur activité transcriptionnelle

spécifiquement sur la région EI du géne AFP, ce qui entrainerait sa répression compléte.

85



Cette hypothese n’a toutefois pas été vérifiée jusqu’a présent et pourrait faire I’objet d’une

étude ultérieure.

3.4.1 Conclusion et perspectives

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre suggere que la régulation de 1’activité
de la région amplificatrice EI du locus AFP, par C/EBP ou ses coactivateurs, a un effet
déterminant sur la régulation onco-développementale du geéne. De plus, le role possible de
HNF4 dans la régionalisation de D’activité des régions amplificatrices AFP suggere
I’existence d’un mécanisme de régulation développemental complémentaire, mais tres

limité dans son action.

Malgré les réponses apportées par cette ¢tude sur plusieurs questions essentielles
concernant la régulation transcriptionnelle du gene AFP, certaines questions persistent.
Premiérement, est-ce que C/EBP est le principal responsable du recrutement des cofacteurs
identifiés sur les régions amplificatrices du gene AFP? La présence de ces facteurs de
transcription sur toutes les régions régulatrices du gene AFP de méme que la forte
corrélation entre leur présence et celle des coactivateurs CBP et p300 tendent a suggérer ce
lien. Deuxiémement, est-ce que des modifications des protéines C/EBP ont un effet sélectif
important sur la transcription du géne AFP et si oui, quelles sont-elles et que font-elles?
Troisiémement, de quelle fagon HNF4 est-il recruté sur les régions amplificatrices du géne
AFP? Plusieurs sites de liaison pour ce récepteur nucléaire ont été identifiés in silico autour
de ces régions. Cependant le recrutement de HNF4 sur les régions amplificatrices du locus
AFP coincide fortement avec la présence des protéines C/EBP, ce qui pourrait suggérer un

recrutement de HNF4 par interaction protéine-protéine avec C/EBP.
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Chapitre 4- Etude du mécanisme de répression de I’AFP
par les hormones glucocorticoides



4.1 Introduction

L’administration de dexaméthasone (Dex), une hormone GC synthétique, meéne a la
répression rapide et prématurée de la production d’AFP chez des rats nouveau-nés,
accompagnée d’un arrét de la prolifération des hépatocytes. Ces effets de la
dexaméthasone, autant sur la production d’AFP que sur la prolifération cellulaire, sont
toutefois perdus dans plusieurs cas d’hépatocarcinomes par un mécanisme encore inconnu.
Ainsi, certaines lignées cellulaires d’hépatome comme les HepG2 et les Hep3B induisent

plutot la transcription de I’4F'P lorsque traitées avec des hormones GC.

Des expériences effectuées antérieurement dans notre laboratoire ont démontré que la
répression du geéne AFP par les hormones GC se produit strictement au niveau
transcriptionnel (84, 236). La cinétique de répression du géne AFP corréle avec la cinétique
de translocation nucléaire de GR (84), suggérant un phénomene de répression directe. De
plus, cette répression semble nécessiter le DBD de GR sans toutefois dépendre de la liaison
du récepteur a I’ADN (121), et ce, méme si GR purifié¢ lie fortement le promoteur AFP
(85), suggérant que le mécanisme de répression nécessite une interaction protéine-protéine

entre GR et un activateur essentiel a I’AFP.

Cette troisieme partie de ma thése avait pour but d’identifier la cible spécifique de GR sur
les régions régulatrices de I’4FP. Les résultats a ce jour suggéraient que le promoteur du
geéne AFP était ciblé préférentiellement par GR. Premi¢rement, la répression de 1I’AFP
coincide avec la disparition d’un site hypersensible a la DNase I situé au niveau du
promoteur du géne AFP (237). Deuxiémement, la région de -170 a -140 du promoteur AFP,
comprenant le site de liaison pour FTF et la région LS, semble étre impliquée puisque la
mutation simultanée du site FTF et de LS méne a une certaine diminution de la réponse aux
hormones GC dans des systemes de transfections transitoires et stables (184).
Troisiémement, une interaction a ¢té montrée entre le DBD de GR et FTF, retrouvé
spécifiquement au promoteur AFP (75). Par ailleurs, un site de liaison fonctionnel pour les
protéines de la famille C/EBP a été identifié¢ dans la région de -125 a -110 de ce locus
(chapitre 2 de cette thése). Les protéines de la famille C/EBP jouent un réle important dans
la prolifération et la différenciation de plusieurs tissus (revue dans (187)), processus

influencés aussi par les hormones GC, et une interaction entre GR et les deux membres de
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cette famille les plus abondants dans le foie, soit C/EBPa et C/EBPp, a été démontrée (22,
75, 200).

Ces ¢évidences suggéraient donc les protéines FTF et C/EBP, présents au promoteur AFP,
comme candidats cibles les plus probants dans la répression de I’AFP par GR. J’ai ainsi
tenté, dans un premier temps, d’évaluer si les sites de reconnaissance pour ces protéines
dans les régions régulatrices de ’AFP étaient nécessaires a 1’effet des hormones GC.
Ensuite, j’ai vérifié sur le géne AFP endogene, par ChlP, si et a quel endroit GR est recruté
apres 1’ajout de dexaméthasone, avec quelle cinétique et quels sont les effets de GR sur les

autres régulateurs de ce gene.

4.2 Matériel et méthodes

42.1 Culture cellulaire

Les cellules des lignées Hep3B, HepG2 et 7.6 (variant sous-cloné de la lignée d’hépatome
de rat Morris 7777) ont été cultivées dans du milieu Eagle modifié par Dulbecco (DMEM,
Gibco), faible en glucose et supplémenté de 10% de sérum feetal bovin (FBS, Wisent), de
100 U/ml de pénicilline et de 100 mg/ml de streptomycine (Gibco-BRL).

4.2.2 Mutageneése dirigee

Les différents mutants des régions régulatrices de I’AFP ont été construits a partir du
vecteur AFP/CAT, qui contient la région 5’ flanquante de I’4AFP allant de -4400 a +5 pb
placée en amont du gene rapporteur CAT (73). Les mutations ont été introduites a
I’intérieur des régions régulatrices de I’AFP a I’aide du « QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit » selon le protocole « Pfu turbo DNA polymerase » (Stratagene) tel que

décrit a la section 2.2.2.

4.2.3  Transfections

Les cellules Hep3B ont été étalées a 1 million de cellules par pétri de 10 cm de diametre et
transfectées le lendemain en utilisant le précipité de phosphate de calcium avec 5 ug de
plasmide rapporteur AFP/CAT, 2.5 pg de pRSV-LacZ comme contrdle interne d’efficacité
de transfection et 10 pg de pRSV-GR. Lors des traitements aux hormones GC, la Dex a été

ajoutée a une concentration finale de 1 uM le lendemain de la transfection. Les cellules ont
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¢été récoltées 48 heures apres transfection et leur activité CAT a ét¢ mesurée. Une quantité
¢gale d’unités P-galactosidase a été utilisée pour chaque extrait afin de normaliser les
résultats CAT a Defficacité de transfection. Les transfections ont été effectuées au moins
trois fois avec trois préparations différentes de plasmides. Pour 1’étude des mutants de GR,
les transfections transitoires dans les cellules HepG2 ont été effectuées avec le réactif
GenelJuice (Novagen) et 300 ng des différents vecteurs d’expression pour GR. La quantité
totale de chaque plasmide a été ajustée a 1 pg a I’aide d’un vecteur vide (SK+). Les
transfections transitoires dans les cellules 7.6 ont été effectuées avec le réactif FuGENE HD
(Roche) avec 2 pg des différents vecteurs d’expression pour GR. La Dex a été ajoutée a une
concentration finale de 1 uM le lendemain de la transfection et les cellules ont été récoltées
48 heures plus tard pour en extraire ’ARN. Les vecteurs d’expression pour GR ont été
obtenus des docteurs MV Govindan (GR de type sauvage), Vincent Giguere (GRADBD) et
Ronald M. Evans (GR GTG3A).

4.2.4  Immunopreécipitation de chromatine

Les expériences de ChIP ont été réalisées tel que décrit dans le chapitre 3. Les cellules 7.6
ont été étalées a 1 x 10* cellules/cm? et cultivées pendant 40 heures, avec ou sans Dex (10
nM) ajoutée pour différentes périodes de temps, avant d’étre fixées au formaldéhyde.
L’anticorps contre GR (sc-1004x) de Santa Cruz Biotechnology, a ét¢ utilisé pour les ChIP.
Les amorces utilisées pour la détection du promoteur ALB (région -0,1 kb) et de
I’amplificateur du geéne TAT (région -2,5 kb) sont les suivantes: TATI1 5°-
TCTCTTCTCAGTGTTCTCTATCA-3’, TAT2 5’-GCAGAGATTGGTAAACCT-3’,
ALBI1 5’-GTAGGAACCAATGAAATGAAAGG-3’ et ALB2 5’-
AGGAAAGGTGGTCTGTGTGC-3’. Les ChIP ont été réalisés sur au moins deux
expériences indépendantes. Les autres anticorps ainsi que les amorces utilisées pour la
quantification des ChIP sur les différentes régions de I’4FP ont été décrits précédemment

dans le chapitre 3 de cette these.

425 ARN, ADNCc et PCR quantitatif
L’ARN des cellules 7.6 a été isolé a I’aide de la trousse « RNeasy Plus mini » (Qiagen).
Pour la synthése d’ADNc, 3 pg d’ARN ont été utilisés avec des amorces oligo dT de la

trousse « Superscript First-Strand cDNA Synthesis » (Invitrogen), conformément au
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protocole du manufacturier. Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées avec un
appareil LightCycler (Roche) en utilisant le réactif SYBRGreen (Invitrogen) dans un
volume final de 10 pl. Les amorces spécifiques ont été choisies a 1’aide du logiciel
LightCycler Probe Design Software version 2.0 (Roche) et sont inscrites dans le tableau 4-
1. Aprés un premier cycle de 2 minutes a 50°C et 2 minutes a 95°C, les échantillons ont été
amplifiés avec 45 cycles de 5 secondes a 94°C, 10 secondes a 55°C et 10 secondes a 72°C,
suivi d’un cycle de dénaturation. Les données ont ét¢ normalisées au contenu en ARNm de
GAPDH pour chaque échantillon selon la méthode AACP, en tenant compte du coefficient
d’efficacité d’amplification de chaque couple d’amorces, déterminé préalablement selon
une courbe standard effectuée sur des dilutions séquentielles d’un méme échantillon. La
spécificité des réactions d’amplification a été déterminée en vérifiant la taille du produit par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 2% et par ’analyse des courbes de dénaturation de chaque

réaction d’amplification.

Tableau 4-1 Amorces utilisées pour les qPCR effectués sur I’ADNc

ADNc Brin Séquence des amorces (5'-3")

. n GACAACAGCCTCAAGAT

GAPDH humain - ATGAGTCCTTCCACGAT
n TGCCACTCAGAAGACTGTGG
GAFPDH rat - TTCAGCTCTGGGATGACCTT
AFP huma n AAATGCGTTTCTCGTTGCTT
umain _ GCCACAGGCCAATAGTTITGT
AP rat n CGATGGAGTGCCTACAGGAT
fa _ TTAAACCTTCCGGTTTGTCG

4.3 Résultats

4.3.1 La mutation des sites C/EBP et FTF du promoteur et de la région
El de I’AFP n’empéche pas la répression par les hormones
glucocorticoides en transfections transitoires

Un role essentiel dans la transcription de ’AFP a été démontré pour les protéines C/EBP et
FTF au cours d’études précédentes, incluant les chapitres 2 et 3 de cette these. Comme la
répression du géne AFP par les hormones GC semble étre un phénomene direct et qu’il a
aussi été mis en évidence que FTF ainsi que C/EBPa et C/EBPJ interagissent avec GR, j’ai

voulu vérifier si la mutation des sites de liaison connus pour ces facteurs de transcription
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dans les régions régulatrices de I’AFP pouvait empécher la répression par les hormones
GC. Pour ce faire, les sites de liaison pour les protéines C/EBP caractérisés au niveau de la
région EI ainsi que le site FTF et le site C/EBP du promoteur ont ét¢ mutés de fagon
séquencielle et ces constructions plasmidiques ont été soumises en transfection a un
traitement avec la Dex pour 24 heures. La mutation de ces sites, en particulier ceux de la
région El, diminue fortement 1’activité de base du vecteur de type sauvage. Ces mutations
ont donc été effectuées sur un vecteur comportant la mutation ponctuelle m01 (G119A et
G120A, voir figure 2-3), mutation qui introduit au promoteur 4FP un site de haute affinité
pour les protéines HNF1 et qui détruit le site de liaison pour la protéine NF1, un répresseur

de ’AFP.

La figure 4-1B montre que la mutation m01 augmente de beaucoup le niveau de base du
gene rapporteur par rapport au vecteur de type sauvage alors qu’il est toujours réprimé dans
une méme proportion par ’ajout de Dex, ce qui fait de ce vecteur un outil adéquat pour
¢tudier I’effet d’autres mutations sur la répression par la Dex. On observe que la mutation
subséquente des sites C/EBP, autant de la région EI que du promoteur 4FP, n’empéche pas
les constructions AFP/CAT d’étre réprimées par la Dex dans une méme proportion que le
vecteur de type sauvage. De plus, la mutation additionnelle du site FTF ne permet pas non
plus d’¢éliminer la répression. Ces résultats suggerent donc que I’effet négatif des hormones
GC dans ce systeme ne cible pas, du moins uniquement, les protéines C/EBP ou FTF de la

région EI et du promoteur AFP.
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Figure 4-1 Effet de la mutation des sites C/EBP et FTF des régions régulatrices de 1'4FP
sur la répression par la Dex en transfections transitoires

A) Représentation des constructions AFP/CAT utilisées en B. Les boites de couleur
représentent les sites de liaison pour des facteurs de transcription alors qu’un X rouge
identifie les sites détruits par mutation. B) Transfections transitoires des cellules Hep3B
avec les constructions AFP/CAT co-transfectées avec 10 pg de pRSV-GR en présence de
Dex. L’activité CAT des cellules transfectées avec le vecteur m01 et non traitées a la Dex a
¢été ramenée a 100 comme valeur de référence. Les résultats illustrés proviennent de la
moyenne (+ écart-type) de deux expériences.

4.3.2 GR est recruté aux regions amplificatrices de I’AFP in vivo
Comme les résultats de transfection ne permettent pas d’identifier la région cible de GR au
locus AFP, j’ai voulu vérifier si je pouvais observer des changements au niveau des régions

régulatrices endogénes de I’4AFP a I’aide de ChIP. J’ai utilis¢ comme mod¢le le variant 7.6
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de la lignée cellulaire d’hépatome de rat Morris 7777. Ce variant sous-cloné dans notre
laboratoire a été sélectionné pour sa grande concentration de GR et parce que ’AFP y est
rapidement et fortement réprimée par I’ajout d’hormones GC au milieu de culture (85). J’ai
donc analysé par ChIP les cellules 7.6 traitées ou non a la Dex, pour une période de temps
allant jusqu’a 8 heures, afin de vérifier d’abord s’il y avait recrutement de GR sur les

régions régulatrices de I’4FP et a quel(s) endroit(s).

La figure 4-2B montre un signal d’enrichissement pour GR trés intense au niveau de la
région EIIl de méme qu’un signal d’enrichissement, plus faible mais constant d’une
expérience a I’autre, pour GR au niveau de la région EI et ce, seulement apres traitement a
la Dex. Le recrutement de GR correle aussi étroitement avec une diminution du recrutement
de I’ARN polymérase II au site d’initiation de la transcription de I’AFP et sur sa région
codante proximale (figure 4-2C). GR est détecté aux deux régions amplificatrices des les
premiéres heures de traitement a la Dex ce qui corrobore un effet rapide et direct de GR
dans la répression de I’AFP par les hormones GC. La répression transcriptionnelle de
I’AFP par les hormones GC semble donc résulter du recrutement de GR sur ses régions
amplificatrices EIIl et EI, ce qui méne a une diminution du recrutement de I’ARN

polymérase I1.

4.3.3 Le recrutement de GR n’entraine pas la disparition des facteurs
de transcription des régions amplificatrices de I’AFP in vivo

J’ai par la suite vérifié si le recrutement de GR sur les régions amplificatrices du gene AFP
affectait les facteurs de transcription détectés sur ces régions a 1’état basal, soit C/EBPa,
C/EBPB et HNF4 (voir chapitre 3). Lors de ChIP contre ces facteurs, le signal
d’enrichissement obtenu pour les protéines C/EBP et HNF4 diminue quelque peu sur les
régions amplificatrices, surtout la région EI, des la premiére heure suivant I’ajout de Dex,
mais le signal se stabilise ou réaugmente par la suite (figure 4-3). Comme il persiste encore
un signal tres fort pour les protéines C/EBP ou HNF4, cela nous suggere que ce n’est pas
une perte de ces protéines aux régions amplificatrices qui est la cause de la répression de
I’AFP. Par contre, le signal obtenu pour C/EBPf au niveau du promoteur AFP disparait

apres traitement a la Dex. Ceci concorde avec les résultats obtenus précédemment chez des
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rats nouveau-nés montrant la disparition rapide d’un site DH au niveau du promoteur apres

traitement a la Dex (237).
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Figure 4-2 GR est recruté aux régions amplificatrices de I'AFP in vivo

A) Représentation schématique des régions régulatrices du géne AFP. La position des
différentes amorces utilisées pour les ChIP est inscrite sous celle-ci, en kilobases par
rapport au site d’initiation de la transcription de I’AFP. B) et C) ChIP réalisés sur des
cellules 7.6 traitées ou non avec de la Dex pour les périodes de temps indiquées. Les traits
pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les enrichissements
obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région controle, soit la région -6.63. Chaque
ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les résultats d’une
expérience représentative.
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Figure 4-3 Analyse par ChIP du recrutement des protéines C/EBPa, C/EBP et HNF4 aux
régions régulatrices du gene AFP lors du traitement des cellules 7.6 avec la Dex

Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les
enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région contrdle, soit la

région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les
résultats d’une expérience représentative.
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4.3.4  Diminution des cofacteurs sur les régions régulatrices de I’AFP in
vivo lors du recrutement de GR

Au chapitre 3, j’ai identifi¢ 3 coactivateurs présents sur les régions régulatrices du gene
AFP lorsque celui-ci est activement transcrit, soit CBP, p300 et TRAP220. J’ai donc
¢galement vérifié par ChIP si ces cofacteurs étaient affectés lors du recrutement de GR.
Ainsi, la figure 4-4 permet de constater que le signal d’enrichissement obtenu pour CBP,
p300 et TRAP220 diminue fortement au niveau de la région EI et ce, dés la premiére heure
de traitement a la Dex. La région EIII, ou GR est également recruté, semble moins affectée
alors que les cofacteurs continuent d’y étre détectés pendant les premicres heures. Le
recrutement de TRAP220 au site d’initiation de la transcription du géne AFP diminue aussi

suite au recrutement de GR.

Afin de vérifier si le phénomene observé en ChIP provenait d’un effet général de la Dex sur
les cellules 7.6, j’ai étudié le recrutement de GR, C/EBP, HNF4, CBP, p300, TRAP220 et
pol II sur deux autres génes controles, soit celui de I’albumine, qui n’est pas modulé par le
traitement aux hormones GC, et celui de la tyrosine amino-transférase (TAT), qui est
fortement activé par le méme traitement (figure 4-5). Cette analyse par ChIP permet de
faire état de quatre points importants : premicrement, la répression transcriptionnelle suite
au traitement a la Dex est sélective au géne AFP puisque le recrutement de la pol II au
promoteur ALB ne change pas et il augmente sur TAT; deuxieémement, le recrutement de
GR est aussi spécifique aux génes AFP et TAT puisqu’il n’est pas détecté sur le promoteur
ALB; troisiemement, le recrutement des protéines C/EBP est induit fortement sur
I’amplificateur TAT apres traitement a la Dex alors qu’il ne change pas ou peu au locus
AFP; enfin, les cofacteurs CBP, p300 et TRAP220 voient tous leur recrutement augmenter
fortement a 1’amplificateur 7AT apres Dex alors qu’il diminue au locus AFP. Tous ces
résultats indiquent un blocage sélectif du recrutement de cofacteurs au locus AFP suite a la

liaison de GR aux régions amplificatrices du géne AFP.
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Figure 4-4 Analyse par ChIP du recrutement des protéines CBP, p300 et TRAP220 aux
régions régulatrices du gene AFP lors du traitement des cellules 7.6 avec la Dex

Les traits pointillés représentent le bruit de fond obtenu pour chaque anticorps. Les
enrichissements obtenus sont relativisés au signal obtenu a une région contrdle, soit la
région -6.63. Chaque ChIP a été effectué au moins trois fois et les graphiques illustrent les
résultats d’une expérience représentative.
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Figure 4-5 Analyse par ChIP du recrutement des facteurs régulateurs du gene AFP au
promoteur ALB et a ’amplificateur TAT lors du traitement des cellules 7.6 avec la Dex
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4.3.5 Le DBD de GR est requis pour son action sur le gene AFP in vivo

Des travaux effectués précédemment dans notre laboratoire ont mené a la conclusion que la
répression de ’AFP par les hormones GC nécessite le DBD de GR sans nécessiter sa
liaison a ’ADN (121). Ces résultats ont été obtenus en utilisant, en plus d’un vecteur
exprimant un GR de type sauvage, deux vecteurs exprimant un GR modifié. La premiére
modification, retrouvée dans le vecteur GTG3A, consiste en une mutation du DBD qui
change la spécificité de GR pour sa liaison a I’ADN. Ainsi, ce mutant ne se lie plus aux
GRE mais plutot les éléments de réponse aux estrogenes (238). La seconde modification,
retrouvée dans le vecteur GRADBD, crée une délétion du DBD (acides aminés 248-290),
ce qui produit un GR qui ne se lie plus & aucune séquence d’ADN. A la lumiére des
résultats présentés a la section 4.3.2, les travaux réalisés antérieurement présentent une
importante lacune. En effet, dans cette étude, I’effet des différents mutants de GR a été testé
en transfections transitoires sur une construction AFP/CAT ne couvrant pas la région EIII.
Etant donné que GR est fortement recruté & la région EIIl pendant sa répression par les
hormones GC et qu’un GRE potentiel a déja été identifié dans cette région (82), j’ai voulu
vérifier si ’action de GR au locus AFP endogene nécessite son DBD. Pour ce faire, j’ai
surexprimé des protéines GR de type sauvage ou modifiées (mutation GTG3A ou ADBD)
dans des lignées cellulaires d’hépatome sensibles ou résistantes a 1’action des hormones
GC, soit les cellules 7.6 dans le premier cas et les cellules HepG2 dans le second cas. J’ai
mesuré ’effet de ces surexpressions sur le géene AFP endogéne, par la quantité totale

d’ARNm AFP suite au traitement a la Dex.

Le traitement a la Dex de cellules sensibles a 1’action des hormones GC, soit les cellules
7.6, réprime fortement la transcription du geéne AFP endogéne (figure 4-6A). La
transfection de ces cellules avec un vecteur produisant une protéine GR de type sauvage
accentue cette répression. Lorsqu’on introduit dans ces mémes cellules un GR modifié
(GTG3A ou ADBD), on remarque une interférence avec le taux de répression normal du
gene AFP en présence de Dex. Ces différences ne peuvent étre expliquées par une
différence d’expression des différents GR transfectés puisque les niveaux d’expression des
différents GR transfectés sont équivalents et correspondent a une augmentation d’environ 3
fois de ’ARNm total de GR (données non montrées). Ces résultats suggerent donc que la

répression du géne AFP in vivo nécessite le DBD de GR. L’effet moins significatif du

100



101

mutant GTG3A suggere toutefois que la liaison de ce dernier sur un GRE n’est pas
essentielle; cependant elle pourrait étre requise pour la répression maximale du gene en

réponse aux hormones GC.
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Figure 4-6- La répression du géne AFP requiert le DBD de GR in vivo

Transfections transitoires des cellules 7.6 (A) et HepG2 (B) avec un vecteur contrdle (sk)
ou différents vecteurs d’expression pour GR de type sauvage (GR) ou muté (GR ADBD,
GR GTG3A). La quantification des ARNm de I’AFP a été effectuée en utilisant I’ARNm
de GAPDH comme contréle interne dans les réactions de qPCR. Le niveau d’ARNm AFP
des cellules contrdles a été ramené a 1 comme valeur de référence. Les résultats illustrés en
A proviennent de la moyenne (+ écart-type) de quatres expériences indépendantes. Les
valeurs P ont été obtenues par un test ¢ de Student.

Le méme type d’expérience effectuée dans une lignée cellulaire résistante a 1’action AFP-
suppressive des hormones GC, soit les cellules HepG2, donne des résultats
complémentaires. Ainsi lorsque ces cellules sont transfectées ou non avec un vecteur

codant pour la protéine GR de type sauvage, la transcription géne AFP endogene est induite



de 3 a 5 fois (figure 4-6B). Cependant, 1’introduction dans ces cellules d’un GR délété de
son DBD ou du mutant GTG3A interfere avec I’effet activateur de la Dex sur le géne AFP
endogéne. Cela suggére donc que I’effet des hormones GC sur le géne AFP dans cette
lignée cellulaire nécessite la liaison de GR a I’ADN. Vu I’effet positif des hormones GC
sur la transcription du géne AFP dans les cellules HepG2, il est possible que dans ce
contexte GR exerce son action de fagon indirecte, par exemple par I’induction d’un facteur

ayant un effet positif sur la transcription du gene AFP.
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4.4 Discussion

Les études réalisées jusqu’a présent indiquaient que la régulation de I’AFP par les
hormones GC s’effectue au niveau transcriptionnel et implique le DBD de GR, non pas par
ses fonctions de liaison a I’ADN mais par son interaction avec un ou des activateurs de
I’AFP, ce qui conduirait & un masquage ou une perte des fonctions activatrices et a la
répression transcriptionnelle du gene AFP (84, 121, 236). De plus, quelques évidences
suggéraient un effet des hormones GC ciblant préférentiellement la région promotrice du
gene AFP (18, 237). D’abord, le site DH correspondant au promoteur AFP est le seul qui se
ferme suite a un traitement a la Dex. Ensuite, des expériences de transfection semblaient
indiquer que la région distale du promoteur AFP était impliquée dans la répression (18,
121). Le récepteur nucléaire FTF se lie a cette région critique et interagit avec le DBD de
GR, faisant de FTF une cible potentielle de GR (18, 73, 75). De plus, 1’observation au
chapitre 2 du recrutement des protéines de la famille C/EBP sur la région distale du
promoteur AFP, ainsi que ’interaction documentée entre ces protéines et GR (22, 75),
introduisent une autre cible potentielle de GR dans la répression transcriptionnelle du géne

AFP.

Dans un systéme de transfection transitoire, les résultats du présent chapitre montrent que
la mutation de tous les sites C/EBP et FTF conservés au niveau du promoteur et de la
région EI de I’4FP ne permet pas d’éliminer la répression du géne rapporteur observée lors
d’un traitement a la Dex. Les transfections transitoires ne permettant pas de recréer
I’environnement chromatinien endogeéne qui peut étre essentiel a la régulation normale du
gene AFP, j’ai effectué des ChIP afin d’étudier les effets des hormones GC sur le gene AFP
endogene. J’ai ainsi pu observer le recrutement rapide de GR principalement aux régions
EIII et EI du géne AFP et ce, dés la premicre heure de traitement. Ce recrutement de GR
semble stable puisqu’il y persiste pour une période allant au moins jusqu’a 8 heures apres
I’ajout de Dex et qu’il corréle étroitement avec la diminution du recrutement de I’ARN
polymérase II au site d’initiation de la transcription de méme que sur la région codante
proximale du geéne AFP, appuyant ainsi I’effet rapide et direct de GR sur la transcription du

gene AFP.
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Par la suite, j’ai vérifi¢ I'impact que produit le recrutement de GR sur la région
amplificatrice du géne AFP. Par ChIP, j’ai pu démontrer que le recrutement des principaux
facteurs de transcription connus pour lier cette région, soit C/EBPa, C/EBP et HNF4, n’est
pas tres affecté par le recrutement de GR. Le seul changement important survient plutot au
niveau du promoteur AFP ou le recrutement de I’ARN polymérase II et de C/EBP diminue
rapidement. Ces résultats suggerent donc que 1’effet premier de GR sur le locus 4FP n’est
pas de compétitionner avec un facteur de transcription essentiel a 1’activation du géne AFP,
comme c’est le cas sur d’autres geénes ciblés par GR (150). Par contre, la désactivation du
promoteur AFP suit étroitement le recrutement de GR sur les régions amplificatrices : alors

quel serait donc le mécanisme de répression du géne AFP?

J’ai identifié, au chapitre 3, trois corégulateurs qui semblent étre importants pour la
transcription de I’4FP puisque leur présence sur le locus correle avec 1’état actif du géne.
J’ai donc vérifié la présence de ces trois corégulateurs, soit CBP, p300 et TRAP220, au
niveau des régions régulatrices de I’AFP pendant la répression de ce gene par GR. Ainsi,
j’ai pu observer qu’une diminution du recrutement de ces trois cofacteurs, principalement
au niveau de la région EI, suit le recrutement de GR aux régions EIII et EI. La diminution
du signal d’enrichissement observé pour CBP, p300 et TRAP220 n’est pas due a un effet
négatif global de la Dex sur les cellules 7.6 puisqu’on retrouve ces cofacteurs nouvellement

recrutés sur la région amplificatrice du géne 7AT, activé par GR dans ces conditions.

Le recrutement de GR sur les régions amplificatrices du géne AFP coincide avec la
présence des protéines de la famille C/EBP. L’interaction déja documentée entre GR et les
protéines C/EBP ainsi que leur conservation sélective sur la région EI suggérent fortement
la possibilité que les protéines C/EBP soient ciblées directement par GR lors de traitements
a la Dex. Selon cette observation, le recrutement de GR surviendrait vraisemblablement par
I’intermédiaire d’interactions protéine-protéine entre GR et les complexes C/EBP présents
sur la région EI et EIIl. En conséquence, la présence de GR sur ces régions amplificatrices
menerait a un blocage du recrutement des coactivateurs importants pour la transcription de
I’AFP par un mécanisme qui nous est encore inconnu. La perte des coactivateurs sur la

région amplificatrice entrainerait une perte d’activité de ce segment qui serait alors
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incapable de maintenir la région du promoteur permissive a 1’activation, menant a 1’arrét de

la transcription du gene.

La présence d’un GRE dans la région EIIl de I’4AFP a déja été rapportée, sans toutefois que
la fonctionnalité et I’importance de ce site ne soit explorée (82). Des expériences réalisées
précédemment dans notre laboratoire ont démontré la nécessit¢ du DBD de GR dans la
répression de ’AFP en suggérant toutefois que ce phénomene n’impliquait pas la liaison a
I’ADN de GR (121). Cependant, le vecteur utilis¢ dans ces expériences couvrait le
promoteur et les régions EI et EIl de ’AFP, mais excluait la région EIII, sur laquelle le
recrutement de GR in vivo semble se faire de fagon prédominante. De plus, la destruction
dans ce vecteur des sites C/EBP de la région EI (ou GR est aussi recruté in vivo) n’empéche
pas la répression par GR en transfection transitoire. J’ai donc vérifié si la répression du
gene AFP par GR in vivo s’effectuait réellement de fagon indépendante a la liaison a
I’ADN de ce dernier en reprenant les expériences effectuées antérieurement mais en
observant le géne AFP endogene cette fois-ci. J’ai donc regardé 1’effet des modifications du
DBD de GR sur la quantité d’ARNm AFP produit par les cellules 7.6 traitées avec la Dex.
Quoique encore préliminaires, les résultats ainsi obtenus permettent de constater que la
répression du géne AFP endogéne nécessite réellement le DBD de GR, alors que la capacité
de liaison de ce dernier a un GRE pourrait étre requis pour mener a la répression maximale
du gene AFP in vivo. Ces résultats ont cependant été obtenus dans une lignée cellulaire
d’hépatome exprimant GR en grande quantité. Les effets observés lors de la surexpression
des mutants de GR sont donc moins marqués que si ces expériences avaient été réalisées
dans des cellules n’exprimant pas GR. La confirmation de ces résultats dans une telle lignée

cellulaire serait donc préférable avant de conclure sur ce point.

Les résultats de surexpression des différents mutants de GR dans la lignée cellulaire
HepG2, résistante a [’action AFP-suppressive des hormones GC, se sont avérés
intéressants. Dans cette lignée cellulaire, I’introduction d’un vecteur exprimant un GR de
type sauvage, donc fonctionnel, ne permet pas de réprimer le locus AFP endogéne. Ces
résultats suggerent donc que I’absence de répression du géne AFP dans ces cellules n’est
pas due a la présence de mutations dans la séquence codante de GR produisant une protéine

non fonctionnelle. Le phénomene de résistance des hépatomes a 1’action AFP-suppressive
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des hormones GC doit donc survenir a un autre niveau, impliquant possiblement des

partenaires de GR dans ce type de régulation.

Ces derniers travaux soulignent aussi un point trés important relativement a I’interprétation
des résultats de transfections transitoires. Ainsi, les travaux réalisés au début de ce chapitre
sur les régions du locus AFP impliquées dans la répression transcriptionnelle du géne AFP
par la Dex ont été effectués en surexprimant GR en grande quantit¢ dans une lignée
d’hépatome résistante a I’action AFP-suppressive des hormones GC, soit les cellules
HepG2. Or, on peut constater que dans un systéme de transfection transitoire, on arrive a
réprimer un rapporteur AFP/CAT, alors que le géne endogene n’y est pas réprimé. De plus,
cette répression est observée malgré I’exclusion de la région EIII et la mutation des sites
C/EBP de la région EI dans le vecteur utilisé au cours de ces expériences. Ces deux régions
étant les principaux éléments de recrutement de GR au locus AFP in vivo, il semble évident
que les données obtenues dans ce systtme ne sont pas représentatives du contexte
endogeéne. Donc, malgré la facilit¢ d’usage des méthodes de transfections transitoires
utilisant la surexpression de protéines avec un gene rapporteur, les résultats obtenus de

cette fagon demandent une interprétation trés prudente.

Bref, les résultats présentés dans ce chapitre ont permis d’établir le recrutement de GR, en
présence de Dex, aux régions amplificatrices EI et EIIl du locus 4FP. Ce recrutement est
accompagné d’une diminution des coactivateurs de ces régions et d’une diminution rapide
du recrutement de I’ARN polymérase II au promoteur AFP. Le recrutement de GR
s’effectuerait vraissemblablement par I’intermédiaire d’une interaction protéine-protéine
avec les protéines de la famille C/EBP, toutefois son recrutement par interaction DBD/GRE

n’est pas encore exclu et demande une étude plus approfondie.

Quoique tres informatifs sur le recrutement de GR au niveau du locus AFP, ces travaux
soulévent quelques questions supplémentaires. Premiérement, de quelle fagon GR va-t-il
bloquer le recrutement des coactivateurs sur la région amplificatrice de ’AFP? 1l existe
deux hypotheses principales pouvant expliquer ce phénomene. Le recrutement de GR sur
les protéines C/EBP pourrait entraver la liaison des coactivateurs recrutés par C/EBP; ou le
recrutement de corépresseurs par GR pourrait causer un effet négatif sur le recrutement des

coactivateurs par les facteurs de transcription présents a proximité. La répression du locus
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AFP est toutefois tres intrigante puisque le gene TAT, fortement induit par GR apres
traitement a la Dex, est activé par une région amplificatrice ou se lie le méme type de
facteurs de transcription que la région EIII du gene AFP, soit un site GRE a coté de sites
C/EBP et HNF3. Deuxiemement, si GR nécessite le recrutement de corépresseurs précis
afin de réprimer le géne AFP, quels sont-ils? Un candidat possible est le corépresseur
SMRT, qui interagit avec C/EBP sur le géne GSTA2 aprés avoir été recruté par GR, ce qui
mene a la répression du geéne (109). Troisiemement, de quelle facon les hépatomes
résistent-ils a 1’action AFP-suppressive des hormones GC? Une mutation a été identifiée
dans une lignée d’hépatome a I’intérieur de GR qui empéche ce dernier d’activer C/EBPa
pour mener a un arrét de la prolifération (188). Cependant la surexpression d’un GR de
type sauvage dans une lignée résistante a 1’action AFP-suppressive des hormones GC ne
permet pas de réprimer I’AFP, confirmant ainsi 1’existence de mécanismes alternatifs
pouvant conférer une résistance a ces hormones. Une meilleure compréhension du
mécanisme de répression de I’AFP par GR permettrait assurément d’en savoir plus sur le
phénomeéne de résistance aux hormones GC. Des expériences devront donc étre effectuées

afin de répondre a ces interrogations.
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Chapitre 5- Discussion générale



Le geéne AFP constitue un excellent modele de régulation li€é aux mécanismes de
différenciation cellulaire puisque celui-ci est exprimé uniquement pendant la vie foetale de
I’organisme ainsi que dans certains cas de HCC, associés a la réexpression de fonctions
hépatiques immatures. De plus, la résistance des HCC a 1’action AFP-suppressive et anti-
proliférative des hormones GC constitue un autre modele intéressant permettant d’identifier
les différents mécanismes de différenciation cellulaire qui peuvent étre déréglés dans les

cancers hépatiques.

Plusieurs études antérieures suggéraient un role crucial de la région distale du promoteur
AFP dans la régulation développementale et hormonale du locus, sans en identifier
toutefois le mécanisme. Plusieurs sites de reconnaissance pour des facteurs de transcription
ont été rapportés dans cette région. Cette étude a donc été initiée afin de préciser I’identité
des facteurs de transcription se liant a cette région pour permettre de répondre a la question
suivante: comment la région distale du promoteur AFP est-elle organisée pour répondre aux
stimuli développementaux? De plus, le recrutement de régulateurs transcriptionnels sur les
régions amplificatrices était encore largement inexploré et pouvait constituer un point de
controle important pour la régulation du locus AFP. L’ utilisation conjointe des méthodes
d’empreintes génomiques in vivo, de ChIP et de transfections au cours de cette étude a
permis de mieux analyser 1’organisation des régions amplificatrices et promotrices AFP
dans leur condition native. Les résultats présentés dans cette thése permettent ainsi de
générer de nouvelles pistes concernant la régulation de ce locus et ouvrent la voie a

plusieurs perspectives fort intéressantes.

5.1 Organisation du promoteur du gene AFP

Les travaux présentés au chapitre 2 ont permis de mieux comprendre la régulation
transcriptionnelle du géne AFP en précisant davantage 1’organisation et le fonctionnement
de la région distale de son promoteur. Dans un premier temps, ces travaux me permettent
maintenant d’affirmer que les protéines de la famille C/EBP vont lier la région distale du
promoteur (autour de la région -120) pour mener a I’activation de la transcription du géne
AFP et ce, corrigeant la littérature abondante soutenant la présence essentielle de HNF1 au
niveau de cette séquence. De plus, ces travaux suggerent la présence sur cette méme région

des protéines de la famille NF1, identifiées comme des répresseurs de I’AFP, lorsque le
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gene est réprim¢. Malgré I’occupation exclusive de cette région par les protéines C/EBP et
NF1, les expériences de transfections stables réalisées au chapitre 2 suggérent qu’il n’y a
pas de compétition entre ces deux protéines pour la régulation transcriptionnelle du géne
AFP. Cette conclusion est appuyée par des résultats obtenus précédemment dans notre
laboratoire qui montrent qu’un transgene dont le site NF1 a été détruit est réprimé au cours

du développement dans le foie de souris adultes (121).

Dans un deuxiéme temps, nos résultats suggerent une absence de facteurs de transcription
sur la séquence LS, située entre les sites C/EBP et FTF. Ces résultats interpellent fortement
les effets majeurs des mutations ou délétions de ce segment d’ADN sur I’activité des
régions régulatrices du géne AFP au cours du développement hépatique. Des expériences
de transfection stable ont subséquemment permis d’établir un effet négatif marqué de ces
modifications de la région LS sur la régulation de ’AFP par les protéines C/EBP. Ainsi, la
région LS, quoique étant dépourvue de sites de liaison fonctionnels pour des facteurs de
transcription, aurait un impact sur la régulation de ’4AFP en favorisant le positionnement

précis et ’'usage des sites C/EBP et FTF de la région distale du promoteur.

Ensuite, mes travaux ont permis d’améliorer encore davantage notre compréhension de la
régulation du locus AFP par les protéines de la famille C/EBP. La présence de sites de
liaison pour les protéines C/EBP au niveau des régions amplificatrices du gene AFP, en
plus de la région promotrice, semblait indiquer une action plus globale de ces protéines sur
la régulation de ’AFP. Des expériences de transfection transitoire avec des rapporteurs
AFP/CAT mutés dans le site C/EBP du promoteur, mais aussi dans les trois sites retrouvés
a la région amplificatrice EI, ont permis de constater que la stimulation du promoteur AFP
par les protéines de la famille C/EBP nécessite autant les sites C/EBP de la région
amplificatrice EI que de la région promotrice. Cela indique donc que le site C/EBP du
promoteur est nécessaire au couplage entre les fonctions activatrices des régions
amplificatrices et de la région promotrice, fonction aussi décrite par un autre groupe pour le
site FTF du promoteur AFP (249), et d’autre part que I’activité du promoteur AFP nécessite
bien la présence des régions amplificatrices (87). Dans I’ensemble, ces résultats montrent la
faible activité du promoteur AFP et renforce 1’idée que son activité dépend absolument des

régions amplificatrices. La présence de nucléosomes positionnés précisément autour de la
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région promotrice AFP pourrait possiblement contribuer a ce phénoméne. De plus, ces
résultats soulignent I’importance de la région distale du promoteur AFP dans la régulation

transcriptionnelle du géne AFP en favorisant son activation par les régions amplificatrices.

Ces travaux s’aveérent fondamentaux pour la compréhension de la régulation
transcriptionnelle du géne AFP et permettent d’expliquer certaines observations réalisées au
fil des ans par plusieurs groupes de recherche. D’abord, le recrutement au locus AFP des
protéines C/EBP, ciblées par de multiples voies de signalisation cellulaire, suggere qu’elles
puissent constituer des effecteurs majeurs des différents stimuli modulant le géne AFP.
Notamment, des motifs de réponse a la voie de signalisation PKC ont été identifiés sur
C/EBPa et sur C/EBPJ dont certains sont conservés entre les membres de la famille, alors
que la transcription du géne AFP est modulée par ’activation de cette voie (196). De plus,
la répression transcriptionnelle du gene AFP observée lors de I’activation de la voie Ras
(147, 160) pourrait également impliquer les protéines C/EBP puisqu’elles sont ciblées par
cette voie de signalisation (14, 210, 217). Les changements de phosphorylation sur tyrosine
au cours du développement hépatique corrélant avec la transcription de I’AFP (108), de
méme que I’implication de la voie Ras dans les derniers stades de la différenciation
hépatique (145) renforcent 1’idée que les protéines C/EBP pourraient étre ciblés par une
signalisation développementale pour réguler I’AFP. La modification de ces résidus des
protéines C/EBP module leur activité transcriptionnelle, ce qui renforce ’idée que ces
protéines puissent étre principalement ciblées dans la régulation de ’AFP (14, 233, 234).
En outre, la répression du gene AFP observée lors de la surexpression des protéines de la
famille p53 peut aussi €tre expliquée par une interaction avec les protéines C/EBP, comme

il a été¢ démontré dans le cas du géne ALB (115).

Ensuite, le concept de faiblesse intrinséque du promoteur AFP, abordé au cours de cette
thése, permettrait aussi d’expliquer les résultats obtenus chez des souris portant un
transgéne modifi¢ dans la région LS. Dans un premier temps, il semble que ces
modifications de la région LS empécheraient C/EBP de se lier au promoteur AFP et
favoriseraient la liaison de HNF1 a cet endroit. Dans un deuxiéme temps, la juxtaposition
d’un site de liaison pour un récepteur nucléaire (soit FTF ou HNF4) immédiatement en

amont du site HNF1 permettrait une forte activit¢ de ce promoteur, probablement en
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favorisant leur interaction avec HNF1. Enfin, ces modifications couplées a la destruction du
site NF1 empécheraient une compétition entre NF1 et HNF1, permettant au transgéne de
conserver une activité élevée dans le foie adulte (121). Dans 1’ensemble, tous ces éléments
permettraient d’obtenir un promoteur beaucoup plus fort que le promoteur de type sauvage
en changeant tout simplement 1’occupation de la région distale du promoteur 4FP. Ceci
résulterait donc en un promoteur qui peut demeurer actif dans le foie des souris adultes,
méme lors d’une perte d’activité des régions amplificatrices. Ce dernier énoncé est encore
une fois appuyé par les résultats obtenus chez les souris transgéniques. En effet, tous les
transgenes analysés au cours de ces expériences, quoique présentant une expression qui
persiste chez les souris adultes, voient leur expression diminuer de dix fois lors de la
différenciation hépatique, reflétant possiblement la diminution d’activit¢ de la région
amplificatrice a ce moment (121). Ces résultats suggerent donc encore une fois un role

majeur de la partie distale du promoteur AFP dans la régulation transcriptionnelle du géne.

5.2 Implication des régions amplificatrices dans la régulation du
gene AFP

L’organisation du locus AFP est trés complexe. Constitué d’un promoteur et de trois
régions amplificatrices, il comporte des sites de liaison pour plusieurs types de facteurs de
transcription, entre autres FTF, C/EBP, HNF1 et HNF3, qui sont tous enrichis au foie.
Aucun de ces facteurs ne semble toutefois étre régulé de fagon similaire a I’AFP au cours
de la différenciation hépatique et ils occupent tous des rdles importants au niveau du foie
adulte (203, 204). Le mécanisme de régulation développementale du gene AFP demeurant
inconnu a ce jour, j’ai analysé de fagon plus approfondie sa région amplificatrice pour
vérifier de quelle fagon elle est régulée au cours de la différenciation hépatique. Cette these
a ainsi permis de mettre en évidence le réle possible de deux protéines tres intéressantes,
soit C/EBP et HNF4, dans la régulation développementale du géne AFP par la région

amplificatrice.

5.2.1 Role des protéines C/EBP dans la régulation du gene AFP
Des sites de liaison pour les protéines C/EBP ont été répertoriés dans toutes les régions
régulatrices du géne AFP. Le lien étroit qui associe ces protéines avec la différenciation de

plusieurs types de tissus fait d’elles des candidats trés intéressants afin de permettre
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d’expliquer la régulation développementale de ’4FP. Ainsi, les expériences présentées au
chapitre 3 ont démontré la présence des protéines C/EBPa et C/EBP sur les trois régions
amplificatrices du gene AFP, dans un modele d’hépatome en culture et dans le foie de rats
de 4 jours, qui transcrivent abondamment I’AFP. Un phénomeéne trés intéressant se produit
au locus AFP lors des stades tardifs de différenciation hépatique. Par ChIP, on observe une
disparition progressive des protéines C/EBP de la région amplificatrice EI, aux environs du
jour 10, qui correle étroitement avec la désactivation transcriptionnelle du locus. La
disparition de C/EBP de la région EI est trés sélective puisqu’on peut toujours observer un
signal pour ces protéines aux régions EII et EIIl du locus AFP. La régulation sélective de
I’activité de la région EI pourrait donc jouer un réle dans la régulation développementale du
gene AFP. Un résultat complémentaire est aussi obtenu dans les cellules 7.6. Ainsi, malgré
que le recrutement des protéines C/EBP sur les régions amplificatrices ne diminue pas dans
les conditions de culture AFP-négatives, la répression du locus 4FP coincide avec une
diminution marquée du recrutement des coactivateurs sur ces régions, en particulier
CBP/p300. Dans I’ensemble, ces résultats suggerent donc que la désactivation des fonctions
amplificatrices du locus AFP pourrait étre un événement précoce lors de sa répression dans

diverses conditions.

Les protéines C/EBP continuent d’activer la transcription de plusieurs de leurs genes cibles
lors de la différenciation terminale des hépatocytes. Si les protéines C/EBP sont
responsables de la régulation développementale du gene AFP, de quelle fagon pourraient-
elles conférer un patron d’expression spécifique a ce géne au cours du développement
hépatique sans avoir le méme effet sur leurs autres geénes cibles? La régulation des
processus transcriptionnels est trés dépendante du contexte génomique. Cela souléve donc
la possibilit¢ qu’une modification des protéines C/EBP en réponse a divers stimuli
permettrait la régulation sélective d’un sous-groupe de génes cibles, dont I’AFP. Ce type de
phénomene a déja été observé pour les protéines de la famille C/EBP par un autre groupe
de recherche étudiant le gene ALB. Ils ont montré que ce gene est activé par les protéines
C/EBP au cours du développement hépatique et que cette activation dépend du recrutement
par celles-ci de SWI/SNF, un complexe impliqué dans le remodelage de la chromatine (96).
De plus, la perturbation de la formation du complexe SWI/SNF par I’inactivation ciblée

chez la souris d’une sous-unité centrale de ce complexe, soit le géne SNF3, n’entraine pas
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de changements dans la transcription du geéne AFP (80). Cela suggere donc que le
complexe SWI/SNF, malgré son recrutement par les protéines C/EBP, régule sélectivement
la transcription du géne ALB. De plus, la modification de deux motifs distincts de C/EBPa
a été impliquée dans la régulation sélective de génes impliqués dans la lipogenése et la
gluconéogenese (177). Il semble donc plausible que ce type de phénomene prenne part a la
régulation spécifique du géne AFP. Par ailleurs, les fluctuations observées dans les cellules
7.6 au niveau du recrutement des coactivateurs CBP et p300 sur le locus AFP pourraient
étre expliquées par une modulation de P’activité des protéines C/EBP. La régulation de
I’interaction entre C/EBP et ses cofacteurs CBP et p300 constitue donc un processus tres
intéressant qui pourrait permettre de réguler sélectivement la transcription du gene AFP.
Dr’ailleurs, plusieurs processus de différenciation impliquant les protéines de la famille
C/EBP semblent cibler ce type d’interactions avec, par exemple, pRB (100), SWI/SNF
(156), TIF2 (197), HDACI1 (253, 267), CDK4 et CDK6 (95, 243, 244).

La relation étroite qui semble exister entre les régions amplificatrices et promotrices du
gene AFP nous amene a nous poser une question fondamentale : comment ces régions
vont-elles interagir pour mener a ’activation et a la désactivation du géne AFP? 1l existe
deux principaux mécanismes permettant d’expliquer I’effet activateur des régions
amplificatrices d’un geéne. Premiérement, une interaction stable pourrait survenir entre les
régions amplificatrices et promotrices du géne AFP et ce sur de trés longues distances, ce
qui entrainerait la formation de boucles chromatiniennes. Ces boucles permettraient aux
régions régulatrices de se retrouver a proximité les unes des autres, ce qui faciliterait le
recrutement des coactivateurs et de la machinerie transcriptionnelle. La formation de ces
boucles résulterait d’interactions entre les différents activateurs ou coactivateurs présents
sur les régions promotrices et amplificatrices de ce geéne. Ainsi, au locus AFP, une boucle
pourrait étre formée, par exemple, par des interactions entre les protéines de la famille
C/EBP, qui sont présentes sur toutes les régions amplificatrices de ce gene, et le récepteur
nucléaire FTF, qui est présent sur le promoteur du gene. Comme FTF et C/EBP
interagissent avec le cofacteur CBP/p300 (65, 112), cette boucle pourrait aussi survenir par
I’intermédiaire d’interaction entre ces facteurs. Un autre groupe a récemment rapporté la
formation de ces boucles au locus AFP par des expériences de ChIP (104). Pour ma part, je

n’ai pu démontrer leur présence et ce, méme en utilisant des temps de fixation plus long
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dans nos expériences de ChIP pour tenter de fixer ces gros complexes. L’interaction
physique entre le promoteur AFP et ses régions amplificatrices est donc encore incertaine et

demande une étude plus approfondie.

Deuxiemement, les régions amplificatrices d’un géne pourraient aussi servir a recruter
différents coactivateurs qui vont étre responsables de 1’ouverture globale de la chromatine
sur tout le locus. Ceci faciliterait la liaison des facteurs de transcription sur tout le locus,
jusqu’au niveau de la région promotrice du géne, permettant ainsi la formation du PIC. Les
régions amplificatrices du géne AFP recrutent toutes des cofacteurs possédant une activité
HAT, soit CBP/p300, ce qui ménerait a I’acétylation globale du locus AFP et a I’ouverture
du promoteur, rendant ainsi cette région compétente a I’activation de la transcription du
gene. Quelques observations tendent a appuyer ce type d’action des régions amplificatrices
du géne AFP. L’incapacit¢ du promoteur AFP de fonctionner seul, sans régions
amplificatrices, combinée a la présence probable d’une contrainte nucléosomale importante
sur cette région et a l’absence de détection, jusqu’a présent, de coactivateurs sur le

promoteur du gene AFP par ChIP, pointent toutes vers ce modele de régulation.

Aucune preuve concrete n’a toutefois pu confirmer 1’une ou ’autre de ces hypotheses dans
le cadre de cette theése et le mode de communication entre les régions amplificatrices et la
région promotrices du gene AFP reste encore a étre clarifié afin de mieux comprendre le

fonctionnement de ce locus.

5.2.2 ROle possible du récepteur nucléaire HNF4 dans la régulation du
gene AFP

Au chapitre 3, j’ai démontré par des expériences de ChIP I’occupation des régions
régulatrices du géne AFP par le récepteur nucléaire HNF4. Celui-ci est retrouvé sur ces
régions dans la lignée d’hépatome 7.6 et dans le foie de rats adultes. HNF4 est une protéine
trés importante au niveau du développement hépatique, surtout en ce qui a trait a la
régulation du caractére épithélial des hépatocytes (11). De plus, il semble impliqué au
niveau de la régionalisation de I’expression de certains génes lors de la différenciation
hépatique terminale (218). Ainsi, il meéne au recrutement du corépresseur HDACI sur la
région amplificatrice du géne GS spécifiquement dans la région périportale du foie pour

mener a sa répression alors que son expression dans la zone péricentrale n’est pas affectée.
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L’identification de HNF4 sur les régions amplificatrices de I’AFP ameéne des perspectives
trés intéressantes en ce qui a trait a la régulation développementale de I’AFP de méme qu’a
sa réexpression dans les HCC. Ainsi il a déja été rapporté dans la littérature que les régions
amplificatrices de I’AFP, en particulier la région EIII, présentent une activité qui se
retrouve régionalisée lors de la différenciation terminale des hépatocytes (186). L’activité
de ces régions amplificatrices est observée uniquement dans les régions péricentrales du
foie différencié, comme c’est le cas pour le géne GS. L’analogie entre ces deux génes me
permet donc de proposer un mécanisme similaire de régulation pour le geéne AFP,
impliquant la liaison de HNF4 au niveau de ces régions régulatrices pour provoquer la
régionalisation de leur activité¢ au cours du développement hépatique et ainsi contribuer en

partie a la répression développementale du géne.

Dans un méme ordre d’idées, quelques groupes rapportent une perturbation de la fonction
de HNF4 dans plusieurs lignées d’hépatomes (32, 143). Cette perte de fonction est causée
dans certains cas par la sous-expression de plusieurs cofacteurs importants pour 1’activité
transcriptionnelle de HNF4 sur certains génes hépatiques différenciés, en particulier des
coactivateurs PGCla et SRC1. De plus, il est a noter que I’interaction entre HNF4 et
certains de ses corégulateurs peut étre modulée par la phosphorylation de celui-ci, comme
c’est le cas notamment pour le coactivateur PC4 (86). D’ailleurs, une étude récente rapporte
une augmentation marquée de la phosphorylation de HNF4 au cours de la différenciation
des cellules HepaRG, une lignée de progéniteurs hépatiques, en hépatocytes d’apparence
morphologique et fonctionnelle mature (175). Ainsi, le phénomeéne de perte de fonction de
HNF4 pourrait résulter d’une incapacit¢ de HNF4 a recruter certains de ses corégulateurs
ou d’une absence dans les hépatomes de ces corégulateurs. Donc, la présence de HNF4 sur
les régions amplificatrices du géne AFP dans une lignée cellulaire d’hépatome exprimant
fortement ce géne pourrait refléter une perte de fonction de HNF4 dans ces cellules, et par

le fait méme une absence de répression des fonctions amplificatrices du locus AFP.

5.3 Répression transcriptionnelle du gene AFP par GR
Malgré I’effet rapide et spécifique des hormones GC sur la transcription du gene AFP, le
mécanisme en cause tout comme le phénomene de résistance des hépatomes a ces

hormones sont encore inconnus. Les données obtenues jusqu’a présent suggéraient que la
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région distale du promoteur AFP ¢tait ciblée directement par GR lors de traitements a la
Dex. De plus, I’identification d’un site de liaison pour les protéines C/EBP précisément
dans cette région du promoteur 4FP a mis en lumiére une nouvelle cible potentielle
intéressante de GR. Les travaux présentés au chapitre 4 visaient donc a mieux cerner les
régions régulatrices ciblées par GR pour tenter d’en comprendre davantage sur le
mécanisme de répression du gene AFP de méme que sur le phénomene de résistance des

hépatomes a I’action AFP-suppressive des hormones GC.

J’ai démontré par des expériences de ChIP que GR est recruté rapidement et sélectivement
sur les régions amplificatrices EI et EIII du locus AFP lors du traitement des cellules 7.6
avec de la Dex. De plus, on peut observer une désactivation rapide et compléte du
promoteur AFP en réponse aux hormones GC, qui correle avec la cinétique de recrutement
de GR sur les régions amplificatrices du géne AFP. Le mécanisme de répression du geéne
AFP par les hormones GC n’impliquerait pas une interférence de GR avec la liaison des
facteurs de transcription sur les régions amplificatrices puisque ceux-ci y demeurent liés.
Le recrutement de GR interférerait plutdt avec le recrutement de certains cofacteurs qui
semblent essentiels a la transcription du géne AFP, soit CBP et p300. Ce blocage du
recrutement des cofacteurs est sélectif au locus AFP et semble affecter particulicrement
I’activité du promoteur AFP puisque le recrutement de I’ARN polymérase II et de C/EBP
sur cette région diminue dés les premicres heures de traitement des cellules a la Dex. Ces
résultats suggerent encore une fois un role essentiel des régions amplificatrices dans
I’activité transcriptionnelle du promoteur AFP, comme il en est discuté a la section 5.3.1.
Ce phénomeéne de répression transcriptionnelle requiert in vivo le DBD de GR et pourrait
nécessiter sa liaison a un GRE pour causer une répression maximale. Donc, le GRE
identifié¢ au niveau de la région amplificatrice EIII pourrait permettre le recrutement de GR
a cet endroit. Ces résultats suggerent donc que la répression du géne AFP passe
principalement par deux phénomeénes importants, soit d’abord la liaison directe de GR a
I’ADN de la région EIII et ensuite, I’interaction entre GR et un activateur de la région EI.
Les seuls candidats connus a se retrouver sur la région EI du géne AFP sont les protéines de
la famille C/EBP. Etant donné I’interaction déja documentée entre cette famille de
protéines et le DBD de GR (22), les protéines C/EBP sont des cibles trés plausibles dans la
répression du gene AFP par GR. La fonctionnalité d’une interaction DBD/GRE dans la
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région EIII reste toutefois a étre confirmée de fagon plus convaincante dans d’autres lignées

cellulaires.

Je n’ai pu identifier le mécanisme impliqué dans le phénomene de résistance des hépatomes
a I’action AFP-suppressive des hormones GC. Cependant, je peux affirmer, a la lumiére de
mes résultats, que ce phénomeéne n’implique pas, dans la lignée cellulaire étudiée, des
mutations dans la protéine GR endogene puisque la réexpression d’un GR fonctionnel dans
une lignée d’hépatome résistante ne permet pas de retrouver une réponse négative du geéne
AFP apres traitement a la Dex. La résistance des hépatomes proviendrait donc possiblement
de I’absence de certains des corépresseurs de GR a ’intérieur de ces cellules. D’ailleurs la
balance entre les coactivateurs et les corépresseurs dans la cellule semble avoir un impact

important sur le résultat final du signal véhiculé par GR (247).

5.4 Modeles de régulation transcriptionnelle du géne AFP
Les résultats présentés tout au long de cette thése me permettent d’élaborer un modéle de
régulation développementale de méme que hormonale du locus AFP permettant de mieux

répondre aux questions concernant 1’effet de ces différents stimuli sur la transcription du

gene AFP.
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Figure 5-1 Mod¢le proposé pour I’ouverture du locus AFP au cours du développement
hépatique

1) Dans I’endoderme, I’activation de HNF3 permet a celui-ci de se lier a son site présent
dans la région EIII du locus AFP, ce qui induit une décompaction locale de la chromatine.
2) Cet événement permet, lors de I’induction de la différenciation hépatique, a C/EBP de se
lier a son site adjacent a HNF3, ce qui méne au recrutement des cofacteurs CBP/p300 et
Mediator, et a ’acétylation de la chromatine environnante. 3) Cette acétylation permet de
relacher la chromatine, ce qui rend accessible les sites de liaison de la région EIl. C/EBP
peut donc s’y lier a son site pour recruter ses cofacteurs et poursuivre la propagation de
I’acétylation des histones, jusqu’a la région EI, ou le méme phénomene se produit. La
transmission du signal jusqu’au promoteur permet aux sites de liaison de cette région de
devenir accessible, ce qui permet encore une fois a ces facteurs de s’y lier et de recruter le
PIC pour activer la transcription du gene AFP.
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Ainsi, tel qu’illustré a la figure 5-1, I’ouverture du locus AFP serait amorcée au cours du
développement hépatique par les protéines de la famille HNF3. La liaison de ces protéines
a la région amplificatrice EIIl permettrait de relacher la structure chromatinienne a cet
endroit, exposant ainsi des sites de liaison pour d’autres facteurs de transcription. Lors de
I’induction de I’hépatogenese, les protéines de la famille C/EBP pourraient se lier a leur site
de liaison adjacent au site HNF3 et recruter des coactivateurs comme CBP/p300 pour
mener a [’acétylation des histones présentes dans cette région. Cette acétylation
engendrerait une ouverture progressive du locus AFP jusqu’a la région amplificatrice
suivante, rendant cette région a son tour compétente pour lier des facteurs de transcription,
permettant ainsi de poursuivre I’acétylation du locus. L’acétylation globale du locus AFP
serait relayée par les régions amplificatrices jusqu’a la région promotrice du gene AFP, ce
qui permettrait aux protéines FTF, C/EBP et HNF1 de se lier a leur site respectif du

promoteur et d’en activer la transcription.

5.4.1 Régulation développementale

Lors de la différenciation terminale des hépatocytes, deux événements surviendraient pour
mener a la répression de la transcription du gene AFP (figure 5-2). Le principal mécanisme
de répression ciblerait une ou plusieurs voies de signalisation particuliéres affectant
I’activité transcriptionnelle des protéines C/EBP. La modulation des fonctions activatrices
des protéines C/EBP pourrait s’opérer de deux facons distinctes mais menant a un résultat
similaire. Dans un premier temps, des voies de signalisation liées a la différenciation et a
I’arrét de la prolifération des hépatocytes pourraient modifier de fagon directe les protéines
C/EBP en ajoutant par exemple des groupements phosphates ou acétyles sur différents
résidus de ces protéines. Ces modifications entraineraient un changement d’interaction
entre les protéines C/EBP et leurs coactivateurs, produisant ainsi un effet sur leur activité
transcriptionnelle. Dans un second temps, les voies de signalisation pourraient cibler
spécifiquement un coactivateur des protéines C/EBP essentiel a I’ouverture de la
chromatine du locus AFP, en diminuant sa quantité totale ou en le modifiant de fagcon post-
traductionnelle. De cette fagon, les régions régulatrices du gene AFP liant les protéines de
la famille C/EBP, en particulier la région EI, perdraient complétement leurs fonctions

activatrices, essentielles a 1’activité du promoteur. Cela aurait donc pour effet d’empécher
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les facteurs de transcription retrouvés au niveau du promoteur de se lier a leurs sites,

menant par le fait méme a la répression du gene AFP.
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Figure 5-2 Mécanismes possibles de régulation développementale du locus 4AFP

A) Lors de la différenciation terminale des hépatocytes, deux principaux éveénements se
produiraient. Premiérement, une signalisation cellulaire viendrait ajouter une modification
post-traductionnelle sur C/EBP dans toutes les cellules hépatiques. Deuxiément, seulement
dans les cellules périportales du foie, HNF4 viendrait se lier au niveau des régions
amplificatrices du locus AFP. B) Ces deux évenements meénent a la perte de fonction de
C/EBP sur la région EI et au recrutement de corépresseurs par HNF4 sur les régions EII et
EIIl. Ceci permet la désacétylation du locus et par le fait méme la désactivation du
promoteur AFP. C) La désactivation du locus se poursuit par la condensation de la
chromatine de la région amplificatrice EI et du promoteur AFP.
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Un autre phénomene se produisant au méme moment viendrait complémenter la répression
du géne AFP mentionnée plus haut. Ainsi, lors de la régionalisation de certains genes
hépatiques, HNF4 se lierait, dans les cellules de la région périportale du foie, sur toutes les
régions régulatrices du locus AFP encore actives par I’intermédiaire des protéines C/EBP.
La présence de HNF4 permettrait le recrutement sur ces régions de certains corépresseurs,
ce qui menerait a une perte de I’activité des régions amplificatrices du géne AFP et par le
fait méme a une désacétylation globale du locus. Ceci aurait pour effet de rendre la région
du promoteur dans une conformation plus compacte qui empécherait les facteurs de

transcription du promoteur de s’y lier et ainsi d’activer la transcription du géne AFP.

5.4.2 Régulation hormonale

Lors de la répression du gene AFP en réponse aux hormones GC, les régions
amplificatrices, qui sont affectées lors de la répression développementale, seraient aussi
ciblées spécifiquement par GR (voir figure 5-3). Le traitement a la Dex ménerait d’abord au
recrutement rapide et sélectif de GR sur les régions amplificatrices EI et EIII du locus AFP.
Ce recrutement s’effectuerait vraisemblablement par des interactions protéine-protéine
entre GR et les complexes C/EBP présents sur la région EI et EIIl, et dans une moindre
mesure, possiblement par la liaison de GR sur un GRE présent dans la région EIII. La
présence de GR sur les régions amplificatrices du gene AFP menerait ensuite a un blocage
du recrutement des coactivateurs importants pour la transcription de I’AFP par un
mécanisme encore indéterminé, mais qui pourrait impliquer une compétition entre GR et
les coactivateurs sur C/EBP. La perte des coactivateurs aux régions amplificatrices de
I’AFP entrainerait une perte d’activité de ces régions qui seraient alors incapables de
maintenir la région du promoteur permissive a I’activation, résultant en la répression de la
transcription du geéne. En ciblant les régions amplificatrices du locus AFP, qui semblent
aussi ciblées lors de la différenciation hépatique, GR court-circuiterait la signalisation
normale pour mener a un arrét de la prolifération des hépatocytes ainsi qu’a un arrét rapide

de la transcription de I’AFP.
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Figure 5-3 Mécanisme de répression hormonale du locus AFP

L’ajout d’hormones GC aux cellules permet la translocation de GR au noyau. Celui-ci va
par la suite venir se lier aux régions EIIl et EI du locus AFP, ce qui va empécher le
recrutement des coactivateurs importants pour I’activit¢ du locus. Le recrutement de
corépresseurs par GR pourrait par la suite faciliter la désacétylation du locus ce qui
occasionnerait la désactivation du promoteur AFP et par le fait méme, l'arrét de la
transcription du gene.

5.5 Perspectives

Afin d’étre en mesure de produire un modele plus complet concernant les différents
mécanismes de régulation du géne AFP, il serait intéressant de poursuivre la caractérisation
par ChIP des différentes protéines (principalement des corégulateurs) qui sont présentes sur
les régions régulatrices du geéne AFP lorsque celui-ci est actif. Ceci permettrait d’avoir une
meilleure idée des différentes protéines pouvant moduler la transcription du géne. J’ai
confirmé la présence d’une seule sous-unité du complexe Mediator au niveau du locus

AFP. Ce complexe étant composé d’un trés grand nombre de sous-unités ayant chacune un
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role spécifique, I’identification des autres sous-unités de ce complexe prenant part a la
régulation du gene AFP pourrait permettre d’en apprendre davantage sur la régulation
spécifique de ce geéne. De plus, il serait trés intéressant d’identifier les différentes
modifications post-traductionnelles présentes sur les histones distribuées sur le locus AFP,
autant lorsque celui-ci est actif que lorsqu’il est réprimé. En portant une attention
particuliere au niveau d’acétylation et de méthylation de certains résidus des histones H3 et
H4, on pourrait ainsi vérifier mon hypothése impliquant un réle pour les régions
amplificatrices du géne AFP dans I’ouverture de la région promotrice par la propagation de
modifications au niveau des histones du locus. Cela pourrait permettre également
d’identifier certaines classes de cofacteurs jouant un réle dans 1’activation ou la répression

du locus et étant potentiellement ciblées par une signalisation développementale.

Ensuite, afin de vérifier si une contrainte nucléosomale importante est présente au niveau
du promoteur AFP, nous devrions d’abord vérifier la densité nucléosomale de cette région
au cours du développement hépatique. A 1’aide de ChIP contre les histones H3 et H4, on
pourrait vérifier si la présence d’un nucléosome sur le promoteur AFP correle avec 1’état
transcriptionnel du locus. En outre, plusieurs modifications post-traductionnelles des
protéines C/EBP ont été associées a leur effet différenciateur, notamment dans la
différenciation adipocytaire (8, 29, 227, 253), un processus largement étudié. Malgré la
forte présomption qu’un processus similaire touche le géne AFP, soit de facon positive ou
négative, je n’ai toutefois pu démontrer 1’existence de telles modifications des protéines
C/EBP affectant spécifiquement la transcription du géne AFP au cours du développement
hépatique. L’utilisation de mutants des protéines C/EBP sur des résidus modifiés post-

traductionnellement pourrait permettre de répondre a cette question.

Malgré I’identification au cours de cette étude du récepteur nucléaire HNF4 sur les régions
régulatrices du géne AFP, je ne sais pas avec certitude si cette protéine méne réellement a
la répression du geéne AFP lors de la différenciation terminale des hépatocytes. Le
mécanisme par lequel HNF4 est recruté sur le locus AFP, que ce soit en se liant directement
a ’ADN ou en interagissant avec les protéines C/EBP, est aussi inconnu. Donc, si HNF4
réprime réellement I’AFP, on devrait vérifier de quelle fagcon cette protéine produit son

effet dans le foie normal afin de savoir qu’est-ce qui I’en empéche dans les hépatomes.
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L’identification, par des expériences de ChIP, de cofacteurs de HNF4 sur les régions
amplificatrices du géne AFP chez les rats adultes pourrait permettre d’en connaitre
davantage sur le role de HNF4 dans la régulation de I’AFP. De plus, la surexpression de ces
corégulateurs dans la lignée d’hépatome 7.6, utilisée tout au long de cette thése, et son effet
sur I’expression du geéne AFP endogéne pourrait permettre de confirmer le modéele
impliquant une perte de fonction de HNF4 dans la réexpression de I’AFP dans les tumeurs

d’origine hépatique.

Une question fondamentale persiste toujours concernant le mécanisme exact de répression
du géne AFP par les hormones GC. Ainsi, je n’ai toujours pas identifié de corépresseurs
recrutés par GR et responsables de la répression du gene AFP lors d’un traitement a la Dex.
Ces corépresseurs pourraient &tre impliqués dans la répression du locus en facilitant la
désacétylation de ses nucléosomes. De plus, 1’absence de ces protéines dans certaines
lignées d’hépatome, comme c’est le cas pour HNF4, pourrait aussi €tre en mesure

d’expliquer le phénomene de résistance des hépatomes aux effets des hormones GC.

Enfin, mes travaux mettent en lumiere le role important des protéines C/EBP dans la
régulation transcriptionnelle du géne AFP de méme qu’un réle possible du récepteur
nucléaire HNF4 dans la restriction de I’activité des régions amplificatrices de ce géne. Ces
facteurs de transcription sont impliqués directement dans I’établissement du phénotype
hépatique, C/EBP étant responsable principalement de la transcription de plusieurs genes
métaboliques alors que HNF4 permet I’induction des caracteres épithéliaux du foie mature.
De plus, le géne AFP est aussi activé par FTF, un autre récepteur nucléaire jouant un role
important dans le développement hépatique. Ceci vient donc renforcer le lien étroit qui
existe entre le contréle de la transcription du géne AFP et ’état de différenciation des
cellules hépatiques. La pleine compréhension du fonctionnement de ces facteurs de
transcription au cours du développement hépatique et de leur dérégulation dans la
carcinogenese permettrait d’¢laborer plus efficacement des thérapies différenciatrices
ciblant les tumeurs d’origine hépatique. On serait alors en mesure de manipuler ces facteurs
de facon plus ciblée afin d’obtenir un impact plus important sur 1’état malin des cellules
tumorales et pousser celles-ci a revenir vers un état plus différencié. De plus,

I’identification des corégulateurs ayant un effet majeur sur la transcription du géne AFP
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permettrait de cibler des protéines supplémentaires pour obtenir un effet optimal. Des
résultats trés prometteurs ont d’ailleurs été obtenus avec différents inhibiteurs généraux des
HDAC dans le traitement de différents types de cancers. Ainsi, une certaine efficacité de
ces molécules a été établie pour ce qui est de leur effet différenciateur et anti-prolifératif sur

les cellules tumorales (21).

5.6 Conclusion

L’ensemble des résultats présentés dans cette thése a permis de clarifier plusieurs aspects
importants de la régulation transcriptionnelle du géne AFP. Ainsi, j’ai démontré que la
régulation complexe du locus AFP implique probablement la liaison des protéines de la
famille C/EBP sur trois régions amplificatrices et sur une région promotrice. L’activité des
régions amplificatrices serait requise pour mener a 1’ouverture globale de la chromatine sur
tout le locus, activité particulierement importante au niveau du promoteur du gene AFP,
lequel semble présenter une activité intrinseque tres faible nécessaire a une régulation fine
de la transcription du gene. La faiblesse relative du promoteur AFP semble conférée par un
positionnement précis des sites de liaison pour les protéines FTF et C/EBP sur la région
distale du promoteur, conférant a celui-ci une dépendance absolue aux régions
amplificatrices du gene. Les régions amplificatrices du geéne AFP occupent donc des
fonctions trés importantes dans la régulation de ce géne en permettant vraisemblablement
de garder la chromatine du promoteur dans une conformation permissive pour la liaison de
facteurs de transcription. Ainsi, plusieurs éveénements, notamment la répression
développementale et hormonale du gene AFP, semblent cibler majoritairement 1’activité de
ces régions régulatrices. Tout indique que les protéines de la famille C/EBP servent
d’intermédiaires clés dans la régulation de la transcription de I’AFP au cours du

développement, de la répression par les hormones glucocorticoides et de la carcinogenése.
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