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Détermination des fonctions de HNF4a dans les cellules épithéliales
intestinales

par :

Délabré Jean-Francois

Thèse présentée à la faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention du
grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en biologie cellulaire. Université de Sherbrooke

Introduction : La protéine HNF4a est un récepteur nucléaire orphelin exprimé dans le foie et
tout au long de l'axe gastro-intestinal. De nombreuses études effectuées dans le foie ou des

cultures cellulaires ont mis en évidence l'implication de HNF4a dans des mécanismes de
différenciation cellulaire ainsi que dans le contrôle du métabolisme lipidique. Toutefois, le
rôle de cette protéine dans les processus de différenciation et dans le contrôle du métabolisme
des cellules épithéliales intestinales est encore mal connu. Nous avons donc décidé d'étudier
les rôles de la protéine UNF4a dans l'intestin et de déterminer de nouvelles cibles
transcriptionnelles. Méthodes : Des cellules épithéliales intestinales non différenciées IEC-6
ont été infectées avec un vecteur pBabepuro vide ou exprimant l'isoforme HNF4al. La
morphologie des cellules a été observée par microscopie optique et électronique. L'impact de
l'expression de HNF4al dans les cellules IEC-6 a été étudié à l'aide de micropuces à ADN de
type Affymetrix. L'expression et l'activité de différents gènes sélectionnés sur les micropuces
à ADN ont été testées par RT-PCR, immunobuvardage, essais luciférase et gels par retard de
migration. Finalement l'activité métabolique a été testée en mesurant la synthèse et la
sécrétion des apolipoprotéines et des lipoprotéines après marquage avec de l'acide oléique
marqué au carbone 14 et de la méthionine marquée au soufre 35. Résultats : 1) les cellules
qui expriment HNF4al présentent des microvillosités, habituellement observées sur des
cellules épithéliales intestinales différenciées, ainsi que des modifications de la forme des
cellules. Parallèlement, on peut noter une meilleure organisation des jonctions intercellulaires.
2) On peut observer une augmentation de l'expression de la villine qui est habituellement
observée au niveau de la bordure en brosse. 3) On observe ime importante modification
d'expression des protéines RARp et PPARp qui sont notamment impliquées dans le contrôle
de mécanismes de différenciation. 4) L'analyse des micropuces à ADN met en évidence
l'augmentation d'im nombre important de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique.
Parallèlement, il y a augmentation de la synthèse d'apolipoprotéines et de HDL. 5) Les
micropuces à ADN ont permis d'identifier que la protéine prkaa2, une sous-unité catalytique
de l'AMPK, est une cible de HNF4al. 6) La protéine Cdx2 peut induire l'expression de
HNF4a via son promoteur. Conclusions : HNF4al est impliquée dans les mécanismes de
différenciation et de métabolisme intestinaux. Elle permet l'établissement d'un réseau
transcriptionnel qui conduit à une modification des interactions intercellulaires, de la
morphologie cellulaire ainsi qu'à l'apparition de microvillosités. De plus, HNF4al induit ime
augmentation de l'expression de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme Upidique
ainsi qu'à une augmentation de la synthèse lipidique. Parallèlement, nous avons pu montrer
que HNF4al contrôlait l'expression de la sous-unité prkaa2 de l'AMPK et que UNF4al et
Cdx2 étaient impliquées dans des voies de régulation communes, notamment dans la
différenciation intestinale.



Introduction

1. Le système intestinal

1.1. Anatomie et fonctions du système intestinal

Le système digestif, ou tractus gastrointestinal, est un ensemble complexe

d'organes intervenant principalement au niveau de la digestion et de l'ingestion

des aliments (figure la). La digestion permet la transformation d'aliments en

éléments utilisables par l'organisme (glucides, lipides et protides notamment) par

le biais d'actions mécaniques ou enzymatiques. Brièvement, les aliments sont tout

d'abord broyés au niveau de la bouche et mélangés à la salive avant que le bol

alimentaire ne descende dans l'estomac par le biais de l'œsophage. Dans

l'estomac, la fragmentation mécanique des aliments est complétée tandis que les

sucs gastriques commencent le cycle de dégradation enzymatique des nutriments.

Le contenu de l'estomac est ensuite transféré dans les intestins qui sont composés

dans l'ordre de l'intestin grêle (composé du duodénum, du jéjunum, et de l'iléon)

et du gros intestin (lui-même composé du colon ascendant, transverse, descendant

et sigmoïde). Au niveau du duodénum, les enzymes sécrétées par les cellules

intestinales, le pancréas (sucs pancréatiques) et la vésicule biliaire (bile) agissent

de façon coordonnée dans la dégradation finale des nutriments. La majorité de

l'absorption des aliments et des liquides sécrétés au cours de la digestion

s'effectue au niveau de l'intestin grêle tandis que le colon intervient

1
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Figure 1 : Système digestif et structure générale de l'intestin

a) Le système digestif est constitué d'un ensemble d'organes qui participent à l'ingestion, la

digestion, au stockage ou à la redistribution des nutriments, b) Structure générale de

l'intestin, coupe transversale. Le tube digestif est constitué d'un ensemble de couches

circulaires qui possèdent chacime un rôle dans la digestion et l'ingestion des nutriments,

ainsi que leur redistribution dans l'organisme.

Tiré de Yoimg et Heath (2000).



principalement dans la récupération de l'eau et la fin de l'absorption des aliments.

Les résidus alimentaires sont finalement stockés au niveau du sigmoïde et plus

particulièrement du rectum. Le déplacement des aliments s'effectue

principalement par des contractions volontaires des muscles au niveau de la

bouche et de l'œsophage puis par des mouvements de contractions réflexes des

muscles lisses appelés mouvements péristaltiques.

1.2. Structure et ultrastructure de l'intestin grêle

Le système gastro-intestinal présente une structure générale similaire dans ses

différentes parties. Il est globalement de la forme d'un tube composé de quatre

parties principales : la muqueuse (comprenant un épithélium, la lamina propria et

la muscularis mucosae), la sous-muqueuse, une couche musculaire et l'adventice.

La muqueuse, située en contact avec le lumen, présente une épaisseur variable tout

au long du système digestif (figure Ib). Plus spécifiquement, l'intestin grêle

mesure environ six mètres chez l'humain et présente de nombreux plis circulaires

(aussi appelé valves de Kerkring) formés de la muqueuse et de la sous-muqueuse

(figure 2a). La surface de la muqueuse est composée de nombreuses projections

dans le lumen appelées villosités tandis qu'au pied de ces villosités la muqueuse

prend la forme de cryptes, aussi appelées cryptes de Lieberkiihn (figures 2b et 2d).

Finalement, les villosités présentent elles-mêmes de nombreuses microvillosités

sur la membrane apicale des entérocytes (figure 2c).



Figure 2 : Système digestif et structure générale de l'intestin

a) Représentation schématique d'une coupe transversale de l'intestin grêle

L'intestin grêle est une structure complexe composée de plusieurs couches dont des

muqueuses, des couches musculaires ainsi que des repliements et des microvillosités qui

permettent d'accroître la surface d'absorption des aliments.

PP : plaque de Peyer ; CM : couche circulaire de la muscularis mucosae ; PC : phs circulaires

ou valves de Kerkring ; S : sous-muqueuse ; 'V : villosité ; MM : muscularis mucosae., LM :

couche longitudinale de la muscularis mucosae ; Se : couche séreuse.

b) Représentation schématique de l'axe crvpte - villosité :

L'intestin grêle est caractérisé par la présence d'un axe crypte-villosité qui tient une place

particulière dans les fonctions de l'intestin grêle. V : villosité ; C : crypte de Lieberkûhn.

c) Représentation de la structure d'un entérocvte :

Les entérocytes, ou cellules épithéliales intestinales différenciées, sont caractérisés par la

présence d'ime bordure en brosse, composée de microvillosités, qui participent elles aussi

dans l'augmentation de la surface d'absorption. E : entérocyte ; Mv : microvillosité.

d) Coupe histoloeique de l'intestin grêle

Cette coupe d'un duodénum humain grossie 15 fois, après ime coloration à l'éosine

hématoxyline, permet de visualiser l'organisation des différentes structures intestinales.

SM : sous - muqueuse ; MM : muscularis mucosae ; LP : lamina propria ; C : cryptes ; V :

villosité.

Tiré de Yoxmg B. et Heath J. W. (2000)
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Plusieurs types cellulaires peuvent être observés au niveau de l'intestin grêle. Les

entérocytes forment le type cellulaire le plus répandu dans l'intestin et présentent

des microvillosités à leur surface apicale. Ces cellules sont spécifiques de l'intestin

et sont les principales cellules absorbantes. Les cellules à mucus sont présentes

parmi les entérocytes et produisent notamment la mucine nécessaire à la protection

de l'épithélium. Les cellules de Paneth sont observées au niveau de la crypte et

interviennent dans la défense de l'intestin en produisant des lysozymes et des

produits antimicrobiens. Les cellules entéroendocrines produisent localement des

hormones qui régulent la motilité gastro-intestinale, l'absorption intestinale et la

sécrétion pancréatique. Les cellules souches, situées à la base de la crypte, se

divisent continuellement afin de produire les quatre types cellulaires

précédemment cités. Finalement, des lymphocytes intra épithéliaux participent à la

défense de l'intestin.

1.3. Renouvellement et différenciation de l'épithélium intestinal

Au niveau de l'intestin grêle, les cellules intestinales ont xm taux de

renouvellement élevé puisque chez l'humain, le renouvellement des cellules de la

villosité prend environ cinq jours tandis que les cellules de Paneth ont une

espérance de vie d'environ 20 jours. Les cellules différenciées spécifiques de

l'intestin grêle proviennent toutes des cellules "pluripotentes" prolifératives

localisées dans le bas de la crj^pte, au niveau de la niche, où commence la

différenciation des différents types cellulaires intestinaux (figure 3)



Figure 3 : Cycles de maintien et de renouvellement de l'intestin grêle

Localisation des cycles de différenciation, prolifération et de perte des cellules intervenant

dans le maintien de l'intégrité intestinale. Les cellules souches, hautement prolifératives et

situées dans la crypte, donnent naissance aux différents types cellulaires intestinaux qui vont

progressivement se différencier puis migrer vers le fond de la ciypte ou vers l'extrémité de la

villosité où elles vont entamer un mécanisme d'exfoliation puis se désolidariser de la villosité.

Tiré de Sancho et al. (2004)
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(Cheng et Leblond, 1974; Leedham et al, 2005). La niche fournit l'environnement

nécessaire aux cycles de renouvellement/différenciation. Les cellules souches

peuvent s'auto-reproduire tout en maintenant la production des futures cellules

intestinales (Leedham et al, 2005). Les cellules prolifératives, situées dans le bas

de la crypte, se différencient et devieiment matures au niveau du dernier tiers de la

crypte, avant que les cellules différenciées ne migrent vers l'extrémité de la

villosité, à l'exception des cellules de Paneth qui migrent vers le bas de la crypte

(Cheng et Leblond, 1974). Au niveau de l'extrémité de la villosité, les cellules sont

exfoliées et sont remplacées par de nouvelles cellules, dans un cycle de

renouvellement continuel (Hall et al, 1994).

1.4. Voies impliquées dans le développement ou le maintien intestinal

1.4.1. Rôle des protéines Wnt dans le développement ou le maintien

intestinal

La voie Wnt est une cascade qui implique notamment la participation du complexe

caséine kinase-l/GSK3p, et des protéines APC, Axine et p-caténine (figure 4). Les

protéines Wnt sont des facteurs solubles qui, lors de leur liaison sur leurs

récepteurs Frizzled, provoquent \m blocage de l'activité du complexe formé par les

protéines APC, caséine kinase-1 et GSK3P, induisant ainsi une accumulation de la

P-caténine qui migre ensuite dans le noyau. Une fois au noyau, la P-caténine se lie

aux protéines de la famille TCF/LEF qui agissent comme



Figure 4 : Voies de signalisation induites par les protéines Wnt

a) Voie canonique de signalisation induite par les protéines Wnt. L'activation du récepteur

par la liaison de la protéine Wnt va induire une cascade de signalisation impliquant les

protéines Dishevelled et le complexe comprenant la GSK3P, l'axine et APC puis mener à une

migration au noyau de la protéine P-caténine qui va induire l'expression de gènes cibles, b)

Dans certain cas, l'activation de son récepteur par Wnt va induire l'activation de la CAMKII

et la protéine kinase C via l'augmentation du Calcium intracellulaire, c) Cascade de

signalisation impliquant le calcium intracellulaire, c) Voies non canoniques de signalisation

induites par les protéines Wnt. Finalement, la protéine Wnt peut activer une voie alternative,

impliquant xme activation de la protéine Jnk, qui va

Tiré de Montcouquiol et al. (2006).
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des activateurs transcriptionnels des gènes cibles de la protéine Wnt

(Montcouquiol et al, 2006). Lors de l'absence de protéine Wnt, la protéine

GSK3p phosphoryle la P-caténine cytoplasmique, entrmnant ainsi son

ubiquitination puis sa dégradation dans le protéasome. Les protéines Wnt peuvent

aussi induire des voies impliquant les PKC et le calcium ou la protéine JNK.

Plusieurs études ont jeté un éclairage sur l'importance de la voie Wnt dans la

formation de l'intestin foetal et adulte. Particulièrement, Korinek et al (1998) ont

observé que l'absence d'expression de la protéine TCF4 induisait la perte des

compartiments prolifératifs de l'intestin grêle. Plus récemment, Gregorieff et al

(2005) ont observé que les protéines Wnt et Frizzled étaient exprimées au niveau

des cellules épithéliales cryptales. L'inhibition de l'activité de la P-caténine, qui

est constitutivement activée dans les cellules de cancers colorectaux conduit ces

cellules à passer d'un phénotype de type cryptai à un phénotype différencié

semblable à celui observé dans les villosités (van de Wetering et al, 2002).

Finalement, la surexpression d'un inhibiteur des protéines Wnt solubles conduit à

une baisse significative de la prolifération épithéliale ainsi qu'une perte des

cryptes (Pinto et al, 2003).

1.4.2. Rôle des protéines Cdx dans le développement ou le maintien

intestinal

Les protéines Cdx sont des facteurs de transcription caractérisés par un

homéodomaine qui permet une liaison directe à l'ADN. A ce jour, trois isotypes de



Cdx ont été identifiés chez la souris et l'humain : Cdxl, Cdx2 et Cdx4 (Freund et

al, 1998). Au cours du développement embryonnaire murin, la protéine Cdx2 voit

progressivement son expression se restreindre à l'endoderme intestinal (Beck et

al, 1995). Chez l'adulte, la protéine Cdx2 est localisée essentiellement au niveau

des cellules en cours de différenciation situées dans le haut de la crypte et dans les

cellules différenciées situées dans la villosité, à l'exception de l'extrémité de la

villosité (Boulanger et al, 2005). Chez la souris adulte, l'expression de Cdx2

augmente progressivement à partir du duodénum jusqu'au colon proximal où elle

diminue progressivement jusqu'à disparaître dans le colon distal (Silberg et al,

2000; Fang et al, 2006).

Les protéines Cdx jouent im rôle important lors du développement intestinal et

permettraient de réguler l'équilibre entre différenciation et prolifération dans les

cellules épithéliales intestinales (Beck, 2004). Elles contrôlent notamment

l'expression de plusieurs enzymes intestinales telles que la lactase - phlorizine

hydrolase et la sucrase - isomaltase (Suh et al, 1994; Fang et al, 2000; van

Wering et al, 2002). L'inactivation de l'expression de Cdx2 chez des souris induit

l'apparition de polypes intestinaux et un phénomène d'antériorisation intestinale

(Chawengsaksophak et al, 1997). De plus, l'expression de Cdx2 dans l'estomac

induit l'expression de gènes spécifiques de l'intestin ainsi que l'apparition de

cellules en gobelets qui sont spécifiques de l'intestin (Silberg et al, 2002). Cdx2

possède de plus un rôle important dans la régulation de la prolifération et de la

différenciation intestinale (Suh et Traber, 1996; Escaffit et al, 2006). Finalement,

Mutoh et al (2005) ont observé in vivo que la protéine Cdx2 pouvait être
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suffisante pour contrôler la morphogenèse et les fonctions absorptives des cellules

intestinales. Ils ont de plus observé dans les cellules épithéliales intestinales de rat

IEC-6 que Cdx2 contrôlait l'expression de la protéine Mathl, impliquée dans la

détermination du devenir des cellules entéroendocrines, en gobelet et de Paneth

(Mutoh et al, 2006).

1.4.3. Rôles des protéines LKBl et AMPK

La protéine kinase LKBl a été identifiée en 1998 lors de l'analyse génétique de

plusieurs familles atteintes de la maladie de Peutz-Jeghers qui touche le système

gastro-intestinal (Hemminki et al, 1998). Cette protéine a été impliquée dans de

nombreux mécanismes cellulaires, tels que le contrôle de l'arrêt du cycle cellulaire

ou de l'apoptose induite par la protéine p53, des voies Wnt et TGPP ou du

métabolisme énergétique (Baas et al, 2004b). Afin d'être active, la protéine LKBl

nécessite la présence des protéines STRAD et M025 qui vont former un complexe

d'activation (Boudeau et al, 2003). Lors de l'activation du complexe, la protéine

LKBl active par phosphorylation la protéine "S'-AMP-activated-protein kinase"

(AMPK), qui est une protéine clé dans le contrôle métabolique (Woods et al,

2003; Kahn et al, 2005). LKBl et l'AMPK sont toutes les deux activées lors de

stress métaboliques qui conduisent notamment à une diminution de la quantité

d'ATP intracellulaire et une augmentation de la quantité d'AMP intracellulaire

libre. Ces protéines servent donc de points de contrôle dépendant du niveau

énergétique de la cellule et possèdent im rôle central dans le contrôle du
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métabolisme de la cellule ou de l'organisme comme le prouve la régulation de leur

activité par la ̂ eline, la leptine, l'insuline, l'hypoglycémie, l'hyperglycémie ou

lors de la prise de nourriture (Kahn et al, 2005). La protéine AMPK est ime

protéine hétérotrimérique composée d'une sous-unité catalytique a, qui possède

xme activité kinase, et de deux sous-unités régulatrice p et y qui possèdent la

capacité d'activer l'activité de l'AMPK lors de la liaison de substrats. Bien que

l'activité de l'AMPK soit régulée par la liaison d'AMP et éventuellement de

glycogène et que plusieurs modulateurs de son activité aient été identifiés, aucun

régulateur de l'expression de l'AMPK n'a encore été identifié (Kahn et al, 2005).

L'AMPK possède un rôle central dans la cellule en contrôlant notamment la

lipolyse, les sécrétions par les canaux chlorures, la synthèse ou l'oxydation des

acides gras, la croissance cellulaire ou la synthèse de protéines, notamment via

l'activation de la protéine mTor (Hardie, 2005). L'inactivation spécifique de la

sous-unité alpha2 (prkaa2) de l'AMPK induit une résistance à l'insuline ainsi

qu'une augmentation de la prise de poids de rats suite à une diète (Jorgensen et al,

2004). Plus spécifiquement, Baas et al (2004a) ont observé que la surexpression

de LKBl dans des cellules de colon induisait ime réorganisation du cytosquelette,

une relocalisation de marqueurs spécifiques des pôles apical et basai et la

formation de microvillosités. Plus récemment, Forcet et al (2005) ont confirmé

que la protéine LKBl jouait im rôle dans la polarisation cellulaire, possiblement

via le contrôle de la protéine AMPK.
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1.4.4. Rôle des protéines Notch dans le développement ou le maintien

intestinal

Chez les mammifères, quatre récepteurs Notch (Notch 1-4) ainsi que cinq ligands

(delta-like 1, 3 et 4, Jagged 1 et 2) ont été identifiés (figure 5a) (Radtke et al,

2004). Ces protéines sont toutes des protéines transmembranaires situées sur les

membranes plasmiques de deux cellules adjacentes. L'interaction du récepteur et

de son ligand induit un clivage protéolytique du récepteur Notch qui va conduire à

la libération du domaine intracellulaire (figure 5b). Ce domaine migre dans le

noyau où il se lie au facteur de transcription Csl/CBFl. A l'état libre, la protéine

Csl/CBFl, liée à des corépresseurs, se comporte comme un inhibiteur

transcriptionnel tandis que la liaison du domaine intracellulaire de Notch à

Csl/CBFl induit la transcription des gènes cibles des ligands de Notch. Les

protéines Notch contrôlent indirectement plusieurs protéines impliquées dans la

différenciation intestinale, telles que les protéines Math-1, Hesl ou Ngn3

(Schonhoff et al, 2004). L'absence des protéines Ngn3 ou Hesl (Jensen et al,

2000; Lee et al, 2002) perturbe la différenciation des cellules endocrines tandis

que l'absence de Matbl entraîne l'absence de toutes les cellules sécrétrice

intestinales (Yang et al, 2001). Stanger et al (2005) ont finalement observé que la

protéine Notch contrôlait le développement intestinal chez l'adulte en contrôlant

l'équilibre entre les cellules de type sécrétrice et absorbante. Parallèlement, Fre et

al (2005) ont mis en évidence que l'activation des protéines Notch pouvait inhiber
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Figure 5: Vole de signalisation induite par les protéines Notch

a) Ligands et récepteurs spécifiques de la voie Notch. A l'heure actuelle, cinq protéines Notch

différentes, dNotch et Notch 1 à 4, ont été identifiées ainsi que cinq récepteurs

transmembranaires pour ces ligands, serrate, delta, delta 1, 3 et 4. b) Voie de signalisation par

les protéines Notch. La voie Notch est activée lors de la liaison d'un ligand Notch et d'un de

leur récepteur entre deux cellules adjacentes. Cette activation induit le clivage du domaine

extracellulaire et transmembranaire par les protéines TACE et y-secrétase respectivement. Ces

clivages permettent la libération du domaine intracellulaire (NCID) qui va s'hétérodimériser

avec la protéine Csl puis migrer dans le noyau ou le complexe va activer l'expression de

gènes cibles après recrutement de coactivateurs et déplacement de corépresseurs.

Tiré de Wilson et Radtke (2006) et Radtke et al. (2004).
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la différenciation des cellules intestinales tout en permettant l'augmentation du

nombre de cellules souches cryptales. Finalement, Van Es et al. (2005) ont montré

que l'inhibition de la voie Notch à l'aide d'inhibiteurs induisait une différenciation

des cellules cryptales en cellules en gobelet, notamment chez des souris déficientes

en APC.

1.4.5. Voie impliquant les protéines Smad et BMP

Les protéines de la sous-famille des protéines « Bone morphogenic proteins »

(BMP) font partie de la famille des facteurs de croissance TGPP (Transforming

Growth Factors). Les protéines BMP ont tout d'abord été identifiées pour leur rôle

dans la formation ectopique de cartilage avant de se voir attribuer des rôles de

régulation majeurs dans l'embryogenèse précoce, l'organogenèse et l'homéostasie

cellulaire chez l'adulte. Les protéines BMP peuvent exercer leur action via deux

types de récepteurs caractérisés par leur activité serine/thréonine kinase : les

récepteurs de type I (BMPRIa et BMPRIb) et ceux de type II (BMPRII). Lors de la

liaison d'une protéine BMP, les BMPRII, constitutivement actives, vont activer

par phosphorylation les BMPRI qui vont ensuite activer une cascade de

transactivation impliquant les protéines SMADS I, 5 et 8 (figure 6). Ces demières,

en formant des hétérodimères avec la protéine SMAD4 dans le eytoplasme, vont

ensuite s'accumuler dans le noyau avant d'induire l'expression des gènes

spécifiques des protéines BMP par le biais du recrutement de co- activateurs ou de

protéines modifiant l'état de la chromatine. Plusieurs intereonnections entre la voie
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de signalisation des BMP et les voies Notch, Wnt, Jnk et certaines kinases telles

que les MAPK ont été observées (Miyazono et al, 2005)..

Plusieurs études ont rapporté un rôle des protéines BMP dans la morphogenèse

intestinale. Fritsch et al (2002) ont tout d'abord montré que la syntaxine

influençait la morphologie intestinale et la formation de l'axe crypte - villosité,

très probablement par l'induction de la voie des BMP. Hardwick et al (2004) ont

observé que les protéines BMP2, BMPRIa, BMPRIb et BMPRII sont exprimées

dans des lignées de cellules de colon mature tandis que la protéine BMPRIa est

fréquemment mutée dans les cas de polypose gastrique familiale. De plus, Batts et

al (2006) ainsi que Haramis et al (2004) ont observé lors de la surexpression de

la protéine Noggin, un inhibiteur de la voie des BMP, ime altération de la

formation des villosités au stade précoce de leur développement, ce qui induit la

création de villosités déformées et réduites ainsi que l'apparition de nombreuses

cryptes ectopiques. Finalement, les protéines BMP peuvent bloquer la voie de

signalisation des WNT ce qui permet le maintien d'im taux de renouvellement

constant et régulé des cellules souches (He et al, 2004).
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Figure 6 : Vole de signalisation induite par les protéines BMP

Les protéines BMP (Bone Morphogenetic Protein) peuvent agir via deux types de récepteurs,

les récepteurs BMPR-II ou BMPRI. Lors de la liaison de leur ligand, les protéines BMPRII

vont activer les BMPRI par phosphorylation ce qui va ensuite induire une cascade de

transactivation impliquant les protéines SMADS 1, 5 et 8. Ces protéines, en se liant à SMAD4

vont ensuite induire l'expression de cibles spécifiques par le biais du recrutement de co-

activateurs ou de protéines modifiant l'état de la chromatine.

Tiré de Miyazono et al. (2005).
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2. "Hepatocyte Nuclear Factor 4a " (HNF4a)

2.1. Généralités

Les protéines "Hepatocyte Nuclear Factor-4" (HNF4) sont des récepteurs

nucléaires de la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux de type

stéroïdien/thyroïdien (Sladek et al, 1990). Le premier membre de cette famille,

HNF4al, a été initialement purifié à partir d'extraits de foie (Costa et al, 1989;

Sladek et al, 1990). Trois isotypes de HNF4 sont actuellement connus, HNF4a et

HNF4y chez les mammifères (Costa et al, 1989), et HNF4p qui n'a été observé

que chez Xenopus laevis (Holewa et al, 1997). Le gène codant pom HNF4a est

situé sur le chromosome 20 chez l'humain ou 2 chez la souris (Avraham et al,

1992).

2.2. Structures de HNF4a

2.2.1. Structure du gène HNF4a

Le gène HNF4a est composé de 13 exons (figure 7) (Furuta et al, 1997).

L'expression de ce gène est sous le contrôle de deux promoteurs PI et P2, séparés

de 45 kb (Zhong et al, 1994; Thomas et al, 2001; Boj et al, 2001), comme

fréquemment observé pour d'autres récepteurs nucléaires de type stéroïdien tel que
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Figure 7 : Structure du gène codant pour la protéine HNF4a

Le gène codant pour HNF4a contient deux promoteurs, PI et P2, et 13 exons qui permettent

la formation de neuf isoformes par l'utilisation altemative des promoteurs et de variations

d'épissage. Ces isoformes varient essentiellement au niveau des extrémités N- et C-

terminales. Les promoteurs PI et P2 sont distant de 45 kb.
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RARp (Zelent et al., 1991). L'utilisation alternative de ces deux promoteurs et de

variations dans l'épissage de l'ARNm permet au gène HNF4a de coder pour neuf

isoformes protéiques numérotées de HNF4al à HNF4a9 (Tanaka et al, 2006). Le

promoteur PI permet la transcription des isoformes al-a6, tandis que le

promoteur P2 initie la transcription d'ARNm codant pour les isoformes a7-a9.

2.2.2. Structure protéique de HNF4a

Les isoformes de HNF4a possèdent six domaines, appelés respectivement

domaines de transactivation ligand-indépendant (A/B), domaine de liaison à

l'ADN (C), domaine charnière (D), domaine de liaison du ligand (E) et domaine F,

similaires à ceux observés habituellement chez les récepteurs nucléaires de type

stéroïdien (figure 8a) (Sladek et al, 1990; Hadzopoulou-Cladaras et al, 1997). Les

neuf isoformes de HNF4a sont fortement homologues et diffèrent généralement

par leurs extrémités, suite à l'insertion d'une séquence de 30 aa du côté N-terminal

ou de 10 aa du côté C-terminal (figure 8b) (Tanaka et al, 2006).

2.2.2.1. Domaine modulateur (A/B)

Le domaine modulateur des récepteurs nucléaires intervient dans l'activation des

récepteurs nucléaires et possède une activité variable suivant le contexte cellulaire
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Figure 8: Structure générale des récepteurs nucléaires et des isoformes de HNF4a

a) Structure générale des récepteurs nucléaires de type stéroïdien. Les récepteurs nucléaires

possèdent généralement 5 ou 6 domaines, avec un domaine de transactivation indépendant du

ligand (A/B), un domaine de liaison de l'ADN (C), une région charnière (D) et un domaine de

transactivation dépendant du ligand (D) qui intervient aussi dans la liaison du ligand. Le rôle

du domaine est généralement mal coimu. b) Structure des isoformes de HNF4a. Tel que

spécifié précédemment, les isoformes de HNF4a varient essentiellement au niveau de leurs

extrémités N- et C-terminales.

AF-1 : facteur d'activation transcriptionnelle indépendant du ligand; AF-2 : facteur

d'activation transcriptionnelle dépendant du ligand; boite CoR : séquence de liaison de

corépresseurs ; CTE : extension carboxy-terminale ; NLS : signal de localisation nucléaire ;

2q,

Zn : domaine de liaison à l'ADN, structure en doigts de zinc. Domaine A/B : domaine

d'activation indépendant du ligand; Domaine C : domaine de liaison à l'ADN ; Domaine D :

région charnière ; domaine E : domaine de transactivation dépendant du ligand, domaine F :

domaine carboxy-terminal.
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comme cela a été observé pour le récepteur aux oestrogènes ou le récepteur à la

progestérone (Tzukerman et al, 1994; Dowhan et Muscat, 1996). Situé à

l'extrémité N-terminale, ce domaine modulateur, aussi appelé domaine A/B ou

domaine de transactivation indépendant du ligand, est le domaine qui présente le

plus de variabilité chez les récepteurs nucléaires, que ce soit par la taille ou par la

séquence. Le domaine A/B contient généralement un facteur d'activation

transcriptionnelle appelé AF-1 qui possède une activité constitutive active ou

indépendant du ligand via le recrutement de co-activateurs (Nagpal et al, 1993;

Dowhan et Muscat, 1996; Hadzopoulou-Cladaras et al, 1997). Le domaine AF-1

des protéines HNF4a mesure 24 aa et est actif par le biais de ses acides aminés de

type acide (Green et al, 1998; Kistanova et al, 2001). Chez HNF4a, les isoformes

HNF4a7 à HNF4a9 possèdent un domaine A/B tronqué avec un domaine AF-1

incomplet, ce qui entraîne une diminution de la capacité de transactivation de ces

isoformes (Torres-Padilla et al, 2002).

2.2.2.2. Domaine de liaison à l'ADN (G)

Le domaine C, ou domaine de liaison à l'ADN, possède la séquence la mieux

conservée chez les récepteurs nucléaires stéroïdiens/thyroïdiens (Krust et al,

1986). Ce domaine est caractérisé par la présence de deux motifs en doigts de zinc,

suivis d'une extension carboxy-terminale qui permet la reconnaissance sur l'ADN

d'éléments de liaison spécifiques à chaque récepteur (Glass, 1994; Zhao et al,

1998; Melvin et al, 2004). Au niveau du deuxième doigt de zinc xme courte
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séquence forme ime interface de dimérisation entre les domaines de liaison à

l'ADN des récepteurs nucléaires (Umesono et Evans, 1989). Bien que possédant

une structure caractéristique des récepteurs nucléaires, le domaine de liaison à

l'ADN de HNF4a possède une boite P unique qui n'est pas retrouvée parmi les

trois autres classes de récepteurs nucléaires (Sladek et al, 1990; Jiang et al,

1995). De façon spécifique, le domaine de dimérisation des protéines HNF4a

n'intervient que dans la formation d'homodimères et ne permet pas la liaison avec

des protéines adaptatrices tel que RXR, comme cela a été généralement observé

chez les autres récepteurs nucléaires (Jiang et al, 1995).

2.2.2.3. Domaine charnière (D)

Le domaine D, aussi appelée région charnière, possède la séquence la moins

conservée des récepteurs nucléaires et son rôle est encore mal défini. Toutefois,

plusieurs études ont démontré que cette région peut intervenir dans différents

mécanismes, tels que la localisation intracellulaire, le recrutement de

coactivateurs, la dimérisation ou la liaison de récepteurs nucléaires sur l'ADN

(Michigami et al, 1999; Miyamoto et al, 2001; Bu et al, 2004). Récemment,

lordanidou et al (2005) ont démontré que la région chamière de HNF4a

participait au recrutement de coactivateurs, notamment PGC-1. Chez HNF4a, le

domaine D, qui est très conservé parmi les différentes isoformes, est important

pour l'activité du facteur d'activation AF-2 localisé dans le domaine de liaison du

ligand (Hadzopoulou-Cladaras et al, 1997).
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2.2.2.4. Domaine de liaison du ligand (E)

Le domaine E, ou domaine de liaison du ligand, possède une poche profonde qui

permet la liaison de ligands lipophiles, même si l'identité du ou des ligands de

HNF4a est encore sujette à controverse (Hertz et al, 1998; Wisely et al, 2002;

lordanidou et al, 2005). La taille et la forme de cette poche, variables suivant les

membres de la famille des récepteurs nucléaires, définissent la spécificité et

l'affinité de liaison du ligand (Benoit et al, 2004). Ce domaine joue aussi un rôle

dans la dimérisation des récepteurs nucléaires, dans le recrutement de cofacteurs et

possède un facteur de transactivation AF-2 (Eeckhoute et al, 2003b). Le domaine

de transactivation AF-2 possède généralement une activité dépendante du ligand

(Wammark et al, 2003). Chez HNF4a, le domaine AF-2 possède une taille très

importante (238 aa) et présente une structure très complexe comparativement aux

autres récepteurs nucléaires (Hadzopoulou-Cladaras et al, 1997). Le domaine E de

HNF4a participe activement dans la formation des homodimères et pourrait aussi

probablement contenir une séquence qui inhibe la formation d'hétérodimères avec

les protéines RXR (Bogan et al, 2000; Eeckhoute et al, 2003b).

2.2.2.5.Domaine C-terminal (F)

Le domaine F, ou domaine carboxy-terminal, possède ime présence variable chez

les récepteurs nucléaires et n'est observé que chez quelques récepteurs nucléaires.
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Le domaine F permettrait une discrimination dans le recrutement des co-

activateurs, comme cela a été observé pour HNF4al et les récepteurs à

l'œstrogène (Wammark et al, 2001; Ruse Jr et al., 2002). Spécifiquement, chez

HNF4a, le domaine F aurait un rôle inhibiteur lors du recrutement de co-

activateurs sur le domaine de liaison du ligand (Sladek et al, 1999).

2.3. Expression et localisation de HNF4a

La protéine HNF4a est majoritairement exprimée au niveau de l'intestin, de

l'estomac, du pancréas, du foie et du rein (Tableau 1) (Jiang et al, 2003; Tanaka et

al, 2006). Au niveau de l'épithélium intestinal, plusieurs études ont montré que la

protéine HNF4a était exprimée dans tous les types cellulaires, aussi bien au niveau

de la crypte que de la villosité dans l'intestin grêle (Sauvaget et al, 2002; Jiang et

al, 2003; Garrison et al, 2006). Dans tous les cas, la protéine est observée

exclusivement dans le noyau (Jiang et al, 2003).

2.4. Régulation de l'expression de HNF4a

Plusieurs voies de régulation de l'expression du gène HNF4a ont été mises en

évidence (figure 9). La régulation de ce gène se fait principalement via les

promoteurs PI et P2 ou par le biais d'un élément régulateur (ER) situé six

kilobases avant le promoteur PI (figure 9).
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Tableau 1 : Expression de HNF4a dans l'organisme

Distribution des différentes isoformes de HNF4a dans l'organisme tel qu'ont pu l'observer
l'équipe de Tanaka et de ses collaborateurs. Tiré de Tanaka et al. (2006).

HNF4a HNF4al-6 HNF4a7-9

Cerveau . .

Epiderme . . •

Rein

Glomérule _
• _

Tubule proximal + + -

Boucle de Henlé - . •

Tubule distal _

Tubule collecteur - • -

Epithélium de transition - . _

Foie

Hépatocyte + + .

Cellules lignée sinusoïdale . _

Canal biliaire - .

Cellule Kupffer - _ .

Pancréas

Cellules centroacinetises + +

Cellules acineuses + +

Canaux pancréatiques + - +

Ilots de Langerhans + . +

Coeur . . .

Tissue adipeux blanc . -

Rate - .

Oesophage - _ -

Estomac

Cellules fovéolaires + _ +

Cellules pariétales . _

Cellules chef - _ _

Intestin grêle
Cellules épithéliales absorbantes + + +

Cellules en gobelet + + +

Cellules de Paneth + + +

Colon

Cellules épithéliales absorbantes + + +

Cellules en gobelet + + +

Vessie _
. _

Testicules

Tubes séminifères .

Cellules Leydig - -

Cellules de SertoK _

Epididyme
Canal efférent + + +

Canal de Tépididyme . . •

Ovaires _

Glandes adrénergiques - _ _

Utérus

Endothélium _ «

Cervix _ _ _

Thyroïde - _ •

Thymus - - -

Trachée .

Poumons •

Glandes salivaires .

Langue - . _

Glandes mammaires _ _

Placenta _ _ _

Prostate _ _

Muscle squelettique - -

Muscle lisse
- - -
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Figure 9 : Voies d'activation ou de répression du gène HNF4a.

Schéma récapitulatif des différentes voies de régulation de l'expression du gène HNF4a via

ses différents promoteurs. PI : promoteur I ; P2 : promoteur 2 ; ER : élément régulateur ;

GR : récepteur aux glucocorticoïdes.

I: Répression
h : Activation
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2.4.1. Induction de l'expression du gène HNF4a par les facteurs HNF

HNFla est la protéine régulatrice la mieux connue de HNF4a. Cette protéine

permet une activation de l'expression de HNF4a via les promoteurs PI, P2 ou via

l'ER, tel que mis en évidence dans les cellules P du pancréas ou dans le foie

(Bailly et al, 2001; Hatzis et Talianidis, 2001; Hansen et al, 2002; Briançon et

al, 2004). Cette voie est particulièrement étudiée en raison de son importance

dans les cas de diabète de type MODY (voir plus loin). De son côté, la protéine

HNFip contrôle faiblement l'expression de HNF4al en l'induisant lors du

développement hépatique via l'ER (Bailly et al, 2001; Hatzis et Talianidis, 2001).

Toutefois, l'absence d'expression de HNFip chez les souris HNFip'^' empêche

l'activation du gène HNF4a lors du développement précoce de l'endoderme

viscéral, ce qui suggère que HNFlp possède tout de même un rôle majeur dans la

régulation de l'expression du gène codant pour HNF4a (Coffinier et al, 1999).

L'effet majeur de HNFip semble provenir de sa capacité d'agir en synergie avec

le factevir GATA6, une combinaison de ces deux facteurs entraînant une forte

expression du gène HNF4a (Hatzis et Talianidis, 2001).

Parallèlement à la régulation de HNF4a par les facteurs HNFl, Duncan et al

(1998) ont observé un réseau complexe de régulation de l'expression de HNF4a

par les protéines HNF3a et HNF3P dans des cellules souches embryonnaires.
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Brièvement, la protéine HNF3P régule de façon positive l'expression des protéines

HNF3a et HNF4a tandis que la protéine HNF3a réprime l'expression de HNF4a

et HNFla. HNF3P peut de plus induire l'expression de HNF3a (Duncan et al,

1998). Briançon et al (2004) ont finalement mis en évidence un mécanisme de

stimulation du géne HNF4a par la protéine HNF6. L'élément de réponse

spécifique lié par HNF6 est aussi lié par la protéine Oc2 de la famille des onecut et

permet vme activation spécifique du promoteur P2 (Briançon et al, 2004). Les

protéines HNFla et HNF6 peuvent agir en synergie ou de façon additionnelle

suivant le promoteur (Hatzis et Talianidis, 2001 ; Briançon et al, 2004).

2.4.2. Autorégulation par HNF4al

La protéine HNF4al peut autoréguler son expression de façon sélective en

réprimant l'expression des isoformes issues du promoteur P2 dans le foie adulte,

favorisant ainsi l'expression des isoformes issues du promoteur PI (Briançon et

al, 2004). Le mécanisme de répression du géne HNF4a par HNF4al est encore

obscur et favorise l'expression d'isoformes ayant une plus forte capacité

d'activation transcriptionnelle.

2.4.3. Inhibition de l'expression de HNF4a par les récepteurs RXR, GR et

COUP-TFII
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Plusieurs études ont mis en évidence un mécanisme de régulation de l'expression

de HNF4a par l'acide rétinoïque via ses récepteurs (Qian et al, 2000; Hatzis et

Talianidis, 2001). L'ajout d'acide rétinoïque induit l'expression du gène HNF4a

dans les lignées hépatiques HepG2 et Hep3B. Toutefois, Hatzis et Talianidis

(2001) ont observé que cette stimulation induisait une réponse rapide et brève. De

son côté, la protéine COUP-TFII inhibe l'expression de la protéine HNF4a en

agissant directement sur le promoteur PI, sur im élément de réponse chevauchant

celui des récepteurs RXRa (Hatzis et Talianidis, 2001). Finalement, Bailly et al

(2001) ont observé que les récepteurs aux glucocorticoïdes induisaient

l'expression du gène HNF4a dans différentes cellules hépatiques en se liant sur

l'ER.

2.4.4. Régulation par les facteurs Gataô, Pdxl, Cdx2, C/EBPa et les

MAPkinases

Morrisey et al (1998) ont montré que la protéine GATA6 contrôlait l'expression

du gène HNF4a lors de la différenciation de l'endoderme viscéral via l'ER tandis

que Thomas et al (2001) ont observé que les facteurs Cdx2 et Pdxl (IPFl)

peuvent induire l'expression du gène HNF4a dans les cellules pancréatiques en se

liant sur le promoteur P2. Toutefois, des études par mutagenèse dirigée n'ont pas

permis d'identifier l'élément de liaison de Cdx2 sur le promoteur P2, ce qui laisse

supposer une régulation indirecte de HNF4a par la protéine Cdx2 (Thomas et al,

2001). La protéine C/EBPa quant à elle peut induire l'expression de HNF4a via
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TER (Bailly et al, 2001). Finalement, les protéines ERKl/2 de la famille des

Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) peuvent réprimer l'expression du gène

codant pour HNF4a dans les cellules hépatiques (Reddy et al, 1999). Le

mécanisme de régulation de HNF4a par ERKl/2 n'a pas encore été déterminé.

2.5. HNF4a et ses ligands

Comme tous les récepteurs de type stéroïdien, HNF4a possède un domaine de

liaison de ligand de structure classique (domaine E ; figure 8) (Sladek et al, 1990).

L'activité des récepteurs nucléaires est généralement régulée par la liaison ou non

de ligands. Toutefois, la possibilité d'une régulation de HNF4a par un ligand fait

encore débat.

Hertz et al (1998, 2003, 2005) ont observé une modulation de l'activité de

HNF4a par des acides gras insaturés de type €16:0 (activation) ou €18:0

(répression) sous la forme d'esters liés à la coenzyme A. Cette équipe a de plus

montré qu'il était possible d'utiliser ces ligands dans un but thérapeutique (Hertz

et al, 2003). De façon diamétralement opposée, Wisely et al (2002) ont démontré

que les protéines HNF4a liaient de façon constitutive des acides gras,

probablement lors de la formation des structures tertiaire et quaternaire de la

protéine. Ces acides gras seraient de plus indissociables de la protéine. Plusieurs

équipes de chercheurs suggèrent que la protéine HNF4a est constitutivement

active et que sa régulation ne se fait pas au niveau de la liaison du ligand (Bogan et
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al, 2000; Ruse Jr et al, 2002; Wisely et al, 2002; Sladek, 2002). Cette

controverse fait que HNF4a est encore fréquemment considéré comme un

récepteur nucléaire orphelin.

2.6. Régulation de l'activité transcriptionnelle de HNF4a

Indépendamment de l'identification d'un ligand pour HNF4a, plusieurs études ont

montré que l'activité transcriptionnelle de cette protéine pouvait être modulée par

plusieurs mécamsmes, tels que l'acétylation, la phosphorylation, la nitrosylation

ou la liaison de cofacteurs (figure 10).

2.6.1. Régulation par dimérisation

Contrairement à la majorité des récepteurs nucléaires de type stéroïdiens qui

forment régulièrement des hétérodimères avec les protéines RXR, la protéine

HNF4a ne se lie à l'ADN que sous la forme d'homodimères (Jiang et al, 1995).

2.6.2. Régulation par acétylation

Soutoglou et al (2000) ont tout d'abord montré que l'acétylation de lysines avait

un rôle essentiel dans la localisation intranucléaire de la protéine HNF4a.
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1) Acétylation 2) P® sur Ser/Thr ou Tyr 3) Nitrosylation

Noyau

Cytoplasme

Acétyl
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/  / i
Jak2 D38MAPK

■ê' ^

4) Dimérisation

5) Ligand?

Nitrosylation

Ser 133-134

Figure 10 : Voies d'activation ou de répression de la protéine HNF4a

L'activité des protéines HNF4a peut être régulée de cinq façons principales. 1) L'état
d'acétylation de HNF4a détermine tout d'abord sa localisation intracellulaire et par
conséquent son activité. Une désacétylation de HNF4a induit un transfert actif du noyau vers
le cytoplasme. 2) La modification de l'état de phosphorylation sur Serine/Fhréonine ou
tyrosine de HNF4a, par l'AMPK ou lors des phénomènes induits lors de l'inflammation ou de
la nutrition, va généralement induire une baisse de son activité. De façon exceptionnelle, la
phosphorylation de HNF4a sur la sérine 158 par la p38 MAPK va induire une induction de sa
capacité de transactivation. L'absence de phosphorylation sur tyrosine va induire un
changement de localisation intranucléaire et une baisse d'activité de transactivation de
HNF4a. 3) La nitrosylation des cystéines localisées au niveau du domaine de liaison à l'ADN
de HNF4a va quant à elle induire une déstabilisation du complexe ADN-HNF4a et une
diminution de sa capacité de transactivation. 4) Afm d'être transcriptionnellement actif, les
protéines HNF4a doivent agir sous forme d'homodimères uniquement, ce qui est unique
parmi les récepteurs nucléaires de type stéroïdien. 5) Des incertitudes demeurent sur la
régulation de l'activité de HNF4aI par liaison d'un ligand.

P° : phosphorylation ; déP° : déphosphorylation.

: Répression
^ A : Répression indirecte

: Activation
^  : Migration du noyau vers le cytoplasme.
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L'acétylation par la protéine CBP de lysines au niveau du signal de localisation

nucléaire situé dans le domaine de liaison à TADN de HNF4a empêcherait la

sortie active du noyau via la voie CRMl (Soutoglou et al, 2000). Plus récemment,

Maeda et al (2002) ont rapporté que la protéine p53 se lie à la protéine HNF4a et

induit le recrutement de désacétylase de type HDAC, menant à line diminution de

son activité transcriptionnelle.

2.6.3. Régulation par phosphorylation

Actuellement, deux types de phosphorylation ont été observés pour cette protéine,

sur tyrosine ou sur sérine/thréonine. Lors de la déphosphorylation des tyrosines

suite à un traitement à la génistéine, un inhibiteur des tyrosines kinases, Ktistaski

et al (1995) ont observé que HNF4a possédait une localisation plus diffuse dans

le noyau parallèlement à une baisse d'activité transcriptionnelle. La

phosphorylation sur tyrosine influencerait donc la capacité de HNF4a à lier

l'ADN dans des zones transcriptionnellement actives.

Plusieurs études indépendantes ont prouvé que les phosphorylations sur les résidus

sérine et thréonine avaient une place importante dans la régulation de l'activité de

HNF4a. Ainsi, HNF4a est phosphorylée par la protéine PKA au niveau du

domaine de liaison à l'ADN sur les sérines 133 et 134 suite à une induction par le

glucagon ou lors de stimuli nutritionnels (Viollet et al, 1997; You et al, 2002;

Song et Chiang, 2006). De la même façon, la protéine AMPK, protéine clé dans le
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contrôle du métabolisme cellulaire, phosphoryle HNF4a sur la sérine 304 au

niveau du domaine de liaison du ligand (Leclerc et al, 2001; Hong et al, 2003).

Dans tous ces cas, une phosphorylation sur sérine ou thréonine induit une

déstabilisation de l'homodimère HNF4a et une baisse de la capacité de

transactivation.

Parallèlement, plusieurs études ont montré que la protéine HNF4a était

phosphorylée lors de processus inflammatoires, même si les résultats observés

peuvent sembler contradictoires. Wang et al (2001) ont tout d'abord montré que

des traitements au LPS ou à l'Il-ip induisent une dégradation de HNF4a dans le

protéasome. Li et al (2002) ont de leur côté observé que, lors de phénomènes

inflammatoires ou de stress, l'IL-ip induisait ime phosphorylation de HNF4a sur

des résidus indéterminés via un mécanisme impliquant la protéine Jak2, ce qui

conduit à une baisse d'activité transcriptionnelle. Finalement, de façon

surprenante, Guo et al (2006) ont récemment observé que lors de traitement

d'hépatocytes de rat à l'IL-ip, HNF4a était phosphorylée sur la sérine 158 via la

voie de la MAPK p38. Cette phosphorylation induirait xme augmentation de la

capacité de transactivation de HNF4a sur le promoteur du gène iNOS.

2.6.4. Régulation par nitrosylation

Lucas et al (2004) ont observé que, lors de traitements à l'oxyde nitrique (NO), la

protéine HNF4a avait une moins bonne capacité de transactivation. Le NO
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induirait une nitrosylation au niveau des cystéines présentes dans le domaine de

liaison à l'ADN, conduisant à une déstabilisation du complexe HNF4a-ADN.

2.6.5. Régulation par liaison de cofacteurs

En plus d'être régulée par le biais de modifications post-traductionnelles, l'activité

de HNF4a est modifiée par le recrutement de cofacteurs. Plusieurs groupes de

chercheurs ont montré que ces cofacteurs ont im effet variable suivant les

isoformes, chaque isoforme ayant une activité spécifique (Soutoglou et al, 2000;

Torres-Padilla et al., 2002; Torres-Padilla et Weiss, 2003; Eeckhoute et al.,

2003a).

Les protéines HNF4a se lient à des co-activateurs tels que les protéines Smad3,

Gnp-1, PGC-1, Src-1, Trip3 et CBP/p300 qui induisent une augmentation de

l'activité transcriptionnelle (Wang et al., 1998; Soutoglou et al, 2000; Iwahashi et

al, 2002; Torres-Padilla et al, 2002; Chou et al, 2003; Rhee et al, 2006). De la

même façon, HNF4a se lie à des co-répresseurs tels que les protéines SHP,

SMRT, Proxl, SREBP-1 ou p53 qui modifient son activité transcriptionnelle

directement ou par le biais du recrutement d'autres protéines (Maeda et al, 2002;

Torres-Padilla et al, 2002; Shimamoto et al, 2004; Yamamoto et al, 2004; Song

et al, 2006).
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Le recrutement des co-régulateurs se fait par le biais des domaines AF-1, AF-2 et

d'une partie de la région charnière qui permettent la formation de complexes

(Torres-Padilla et al, 2002; Yamamoto et al, 2004; lordanidou et al, 2005; Song

et al, 2006). De façon complémentaire, le domaine F permettrait de faire vme

sélection dans le recrutement des co-régulateurs grâce à un domaine riche en

proline (lyemere et al, 1998; Suaud et al, 1999; Ruse Jr et al, 2002). La capacité

de sélection du domaine F serait elle aussi variable suivant l'isoforme étudiée

(Sladek et al, 1999).

2.7. Rôles et fonctions de HNF4a

Les études menées sur la protéine HNF4a ont mis en évidence tme importante

diversification des rôles de cette protéine dans les cellules. Les fonctions les mieux

étudiées de HNF4a sont son implication dans le métabolisme des lipides ou du

glucose ainsi que dans la différenciation cellulaire (Hayhurst et al, 2001; Watt et

al, 2003; Crestani et al, 2004; Garrison et al, 2006).

2.7.1. HNF4a et le métabolisme lipidique

HNF4a contrôle notamment l'expression de plusieurs apolipoprotéines impliquées

dans le transport et le métabolisme des lipides ainsi que l'expression de la protéine

MTP impliquée dans le contrôle de la synthèse des chylomicrons intestinatix ou

l'expression du récepteur scavenger BI (SR-BI) qui permet la capture du
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cholestérol dans le foie (Antes et Levy-Wilson, 2001; Kardassis et al, 2002;

Malerod et al, 2003; Malik, 2003; Sheena et al, 2005; Prieur et al, 2005).

Hayhurst et al (2001) ont de plus montré chez la souris que l'inactivation

spécifique de HNF4a dans le foie perturbait le métabolisme lipidique hépatique et,

de façon plus globale, entraînait de fortes perturbations des taux circulants de

cholestérol et de triglycérides dans le sérum. De nombreuses autres cibles de

HNF4a impliquées dans le métabolisme lipidique ont aussi été identifiées dans la

présente étude ( voir annexe 1).

2.7.2. HNF4a et le métabolisme du glucose

Parallèlement, plusieurs études ont mis en évidence l'importance de HNF4a dans

la régulation du métabolisme du glucose. Ainsi, HNF4a peut moduler l'expression

de la glucose-6-phosphatase, de la glucokinase, de l'insuline et de la protéine

Kir6.2 (Bartoov-Shifinan et al, 2002; Massillon et al, 2003; Roth et al, 2004;

Gupta et al, 2005). Miura et al (2006) ont observé que l'inactivation spécifique

de HNF4a dans les cellules P des îlots de Langerhans du pancréas suffisait à

désorganiser la sécrétion d'insuline tandis qu'Oyadomari et al (2000) ont observé

que l'expression de HNF4a pouvait être activée par le glucagon et réprimée par

l'insuline. Ces études ainsi que l'implication de la protéine HNF4a dans les

diabètes de type MODYl laissent supposer un rôle central de HNF4a dans la

régulation du glucose.
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2.7.3. HNF4a et la différenciation cellulaire

Plusieurs études ont mis en évidence l'importance de la protéine HNF4a dans des

processus de différenciation et d'adhésion cellulaire. Notamment, la protéine

HNF4a semble indispensable pour l'organogenèse du côlon et du foie tandis

qu'une invalidation spécifique de son expression conduit à une absence de

développement de l'endoderme viscéral (Hakoda et al, 2003; Parviz et al, 2003;

Gamson et al, 2006). Toutefois, HNF4a n'interviendrait pas lors de la

détemunation hépatique et ne serait indispensable que pour la phase de

différenciation (Li et al, 2000). De façon complémentaire, plusieurs équipes de

chercheurs ont mis en évidence la capacité de HNF4a d'inhiber la prolifération

cellulaire et d'avoir un rôle clé dans la mise en place des jonctions serrées des

cellules F9 ou HEK293T (Chiba et al, 2003; Chiba et al, 2005; Lucas et al,

2005; Satohisa et al, 2005).

2.7.4. Autres fonctions de la protéine HNF4a

On sait aussi que la protéine HNF4a intervient dans de nombreux autres

mécanismes cellulaires, tels que le métabolisme des acides aminés, la prolifération

cellulaire (régulation directe de la protéine p21), la réponse inflammatoire

(régulation de la protéine iNOS notamment) et la régulation de transporteurs tels

que des canaux ioniques (Dusing et al, 2000; Inoue et al, 2002; Guo et al, 2002;

Popowski et al, 2005). D'un point de vue plus physiologique, HNF4a régule aussi

39



des protéines importantes pour la coagulation sanguine (Reijnen et al, 1992;

Wilberding et Castellino, 2000; Tarumi et al, 2002) ou la morphogenèse du foie

ou de l'intestin comme l'ont montré plusieurs études par inactivation du gène

codant pour HNF4a (tableau 2) (Garrison et al, 2006; Miura et al, 2006). La

diversification des rôles de HNF4a se retrouve aussi dans la diversification et le

nombre important de gènes régulés directement par HNF4a (Annexe 1).

2.7.5. Fonctions de F[NF4a dans l'intestin

Peu d'études ont porté sur le rôle de HNF4a au niveau de l'intestin, la plupart

d'entre elles ayant pris des cellules de pancréas ou de foie comme modèle.

Toutefois, quelques résultats ont permis de préciser le rôle de HNF4a dans

l'intestin. Garrison et al (2006) ont récemment observé que HNF4a était une

protéine essentielle dans le développement embryonnaire du côlon. De la même

façon, Olsen et al. (2005) ont rapporté que HNF4a régulait l'expression de la

phosphatase alcaline humaine, souvent utilisée comme marqueur de

différenciation intestinale, dans les cellules intestinales Caco-2/15, et ce de façon

proportionnelle à l'état de différenciation des cellules. La protéine HNF4a peut de

plus réguler l'expression des apolipoprotéines AI (ApoAI), AIV (ApoAIV), B

(ApoB) ainsi que de l'ai-antitrypsine (al-AT) et la guanylyl cyclase G dans les

cellules intestinales (Ginsburg et al, 1995; Hu et Perlmutter, 1999; Swenson et al,

1999; Antes et Levy-Wilson, 2001; Peignon et al, 2006).
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Tableau 2 : Effets de l'inactivation de HNF4a dans différents modèles

Etude Inactivation Modèle Effets Survie
Garrison et al.

(2006)
Cre/Lox Cellules

épithéliales de
colon foetal

- Blocage de la gastrulation
- Absence de crypte dans le colon
- Baisse du nombre de cellules à mucus

Mutation

létale

Miura et al.

(2006)
Cre/Lox Cellules P du

pancréas de souris

- Diminution de la sécrétion insuline

- Perturbation du métabolisme glucidique
Mutation

viable
Gupta et al.

(2005)
Cre/Lox Cellules p du

pancréas de souris

- Hyperinsulinémie
- Perturbation du métabolisme glucidique
- Régulation canal potassique

Mutation

viable

Parviz et al.

(2003)
Cre/Lox Hépatocytes de

souris

- Modification de la structure du foie

- Lésions hépatiques
- Perte des contacts cellulaires

Mutation

létale

Hayhurst et
al. (2001)

Cre/Lox Hépatocytes de
souris

- Accumulation de lipides dans le foie
- Baisse des taux circulants de cholestérol

et de triglycérides dans le sang
- Augmentation du taux circulant d'acides
biliaires dans le sang

Mutation

viable

Duncan et al.

J:1997)
mutation Cellules

embryonnaires

- Blocage de la différenciation en cellules
de l'endoderme viscéral.

-

Chen et al.

(1994)
Recombinaison

homologue
Cellules souches

embryonnaires de
souris

- Blocage de la gastrulation
- Augmentation de la mort cellulaire des

cellules ectodermiques

Mutation

létale
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2.8. Pathologies impliquant HNF4a

A l'heure actuelle, deixx pathologies sont directement reliées à HNF4a. Reijnen et

al. (1992, 1993) ont été les premiers à observer des mutations dans le promoteur

du gène du facteur IX de coagulation lors de cas d'hémophilie de type B ou de

Leyden. L'hémophilie de type B est caractérisée par ime absence ou une forte

diminution de l'expression du facteur IX de coagulation, ce qui entraîne des

hémorragies prolongées plus ou moins sévères. Les mutations touchent

particulièrement un élément de liaison de la protéine HNF4a. Ces mutations

bloquent la liaison de la protéine HNF4a sur le promoteur du facteur IX,

entraînant ainsi une baisse d'expression du facteur de coagulation.

Des mutations sur la protéine HNF4a ont aussi été observées comme étant

responsables du diabète juvénile de type 1 (MODYl; Maturity-Onset Diabete of

the Young) (Gupta et Kaestner, 2004). Yamagata et al. (2006) ont pour la première

fois observé que des mutations dans la séquence codant pour HNF4a suffisaient

pour induire des diabètes de type MODYl. Ces mutations bloquent généralement

l'expression du gène HNF4a (mutations sur le promoteur) ou la capacité de

transactivation de la protéine, conduisant à une baisse de sécrétion de l'insuline

(Lausen et al., 2000; Thomas et al., 2001). Récemment, Tanaka et al. (2006) ont

observé que l'expression des isoformes de HNF4a variait dans de nombreux cas

de cancers. Plus spécifiquement, leurs résultats obtenus par immunohistochimie
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montrent que l'équilibre d'expression entre les isoformes issues des promoteurs PI

et P2 est affectée dans les organes atteints de cancers (Tanaka et al, 2006).

Lazarevitch et al. (2004) ont de leur côté observé que HNF4a n'est plus exprimé

dans des carcinomes hépatiques agressifs tandis que des carcinomes faiblement

prolifératifs possèdent encore une expression normale de HNF4a. De plus, le fait

de ré-exprimer HNF4al est suffisant pour inhiber la prolifération dans les cellules

de carcinomes à fort taux de prolifération (Lazarevich et al, 2004). Toutefois,

aucune étude n'a été en mesure de montrer que HNF4a pouvait être un

suppresseur de tumeurs.
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Hypothèse de travail

De par sa fonction centrale dans la digestion, de nombreuses études portent sur le

système intestinal et particulièrement sur les voies métaboliques impliquées dans

le transfert des nutriments de l'intestin vers la circulation sanguine ainsi que sur

les mécanismes qui interviennent dans l'établissement de sa structure complexe,

nécessaire à son bon fonctionnement.

Parallèlement, dans les cellules pancréatiques ou hépatiques, la protéine HNF4a

s'est imposée comme une protéine clef dans les processus de différenciation, du

métabolisme cellulaire ainsi que dans l'établissement des jonctions cellulaires. De

plus, plusieurs études ont mis en évidence un rôle probable de la protéine HNF4a

dans des phénomènes inflammatoires ou dans les voies de signalisation impliquées

dans la prolifération cellulaire.

Toutefois, peu d'études se sont intéressées au rôle de cette protéine au niveau de

1 intestin. Ainsi, bien que l'épithélium intestinal soit un organe largement étudié

tant au niveau de la différenciation cellulaire, de l'établissement des jonctions

cellulaires que des phénomènes métaboliques impliqués dans l'absorption et le

transfert des nutriments, et que la protéine HNF4a ait été identifiée dans le foie et

le pancréas comme étant une protéine clef dans ces mêmes mécanismes, le rôle de

cette protéine dans l'épithéliiun intestinal est encore très mal défini.

Au vu des études effectuées dans le foie, nous avons posé l'hypothèse que la

protéine HNF4a pouvait avoir un rôle clé dans l'intestin. Nous avons décidé

44



d'éclaircir les rôles de HNF4a dans l'intestin, en focalisant tout particulièrement

sur son implication dans les phénomènes de différenciation intestinale,

d'établissement des jonctions cellulaires ainsi que dans l'indentification de

nouvelles cibles, spécifiques à l'intestin.
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Matériel et méthodes

1. Culture cellulaire

La lignée cellulaire intestinale épithéliale de rat IEC-6 (Quaroni et al, 1978) et les

lignées cellulaires IEC-6 infectées par les virus pBabePuro ou pBabePuro

HNF4al ont été cultivées dans du milieu «Dulbecco's Modified Eagle's Médium»

(DMEM) (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) complémenté

avec 5% de sérum fœtal bovin inactivé par la chaleur (FBS) (Wisent, St-Bruno,

QC, Canada), 2 mM de L-Glutamine (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) et 50 UI/50

pg/ml de pénicilline/streptomycine (Wisent, St-Bruno, QC, Canada). La lignée

cellulaire Caco-2/15 (J.-F. Beaulieu, Département d'Anatomie et de Biologie

Cellulaire, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Canada) issue d'un carcinome

de côlon humain a été cultivée dans du milieu DMEM complémenté avec 10% de

FBS, 2 mM de L-Glutamine et 50 UI/50 pg/ml de pénicilline/streptomycine. Les

cellules HEK293T (A. Nepveu, Université McGill, Montréal, QC, Canada) issues

de cellules embryonnaires humaines de reins transformées ont été cultivées dans

un milieu identique aux cellules Caco-2/15. Lorsque indiqué, les cellules ont été

cultivées dans des plaques de culture dont le fond était recouvert de matrigel,

fibronectine, collagène ou laminine (Becton-Dickinson, Bedford, MA, USA).

Dans tous les cas, les cellules ont été cultivées dans une étuve à atmosphère

humide présentant une température constante de 37°C dont l'atmosphère contrôlée

contenait 5% de CO2.
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2. Génération de la lignée cellulaire IEC-6 HNF4al

2.1. Clonage de HNF4al

La séquence codant pour HNF4al (Sladek et al., 1990) a initialement été clonée

dans le vecteur pCMVscript (Stratagene, La Jolla, CA, USA) après amplification

par réaction en chaîne du fragment à l'aide des amorces HNF4S : 5'-CAC CAT

GGA CAT GGC TGA CTA C-3' et HNF4AS : 5'-GAT GGC TTC CTG CTT

GGT GAT CG-3' ce qui a permis d'ajouter ime séquence Kozak consensus (CCA

CCA TG). La séquence a ensuite été vérifiée par séquençage et comparaison avec

la séquence NM_022180 (genbank) à l'aide de l'algorithme Blast2n (NCBI). Le

gène codant pour HNF4al a ensuite été cloné dans le site 5naBI du vecteur

rétroviral pBabePuro (Morgenstem et Land, 1990). Les vecteurs recombinants

pBabePuroHNF4al ont ensuite été transformés dans des bactéries Top 10 F'

(Clontecb, Mississauga, ON, Canada) et les clones positifs ont été identifiés à

l'aide de l'enzyme Pvul.

2.2. Préparation des rétrovirus

Les rétrovirus pBabePuroHNF4al ont été générés en co-transfectant le vecteur

pBabePuroHNF4al avec un vecteur viral d'encapsidation pAmpbo (A. Nepveu,

Université McGill, QC, Canada) en présence de Lipofectamine2000 (Invitrogen
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Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Une heure avant la transfection, le

milieu de culture des cellules a été remplacé par 4 ml de milieu frais. La

Lipofectamine2000 a été incubée 5 minutes à température ambiante à raison de 15

pl de lipofectamine2000 par 500 pl d'OptiMEM (Invitrogen Life Technologies,

Burlington, ON, Canada). Le mélange contenant la construction plasmidique a été

préparé parallèlement en ajoutant 3 pg des vecteurs à 500 pl d'OptiMEM. Les

solutions de Lipofectamine2000 et des constructions plasmidiques ont ensuite été

mélangées, incubées 20 minutes à température ambiante avant d'être ajoutés au

milieu de culture. Les surnageants rétroviraux ont été récoltés deux jours après

l'infection puis filtrés avec un filtre de 45 pm (Millipore, Bedford, MA, USA),

avant d'être congelés à -80°C.

2.3. Infection des cellules IEC-6

La lignée IEC-6 HNF4al a été générée en infectant im pétri de 100 mm de

cellules IEC-6 à 50% de confluence pendant huit heures avec 1,5 ml de surnageant

rétroviral pBabePuroHNF4al en présence de 4 pg de polybrène/ml (Sigma-

Aldrich, Oakville, ON, Canada). Le milieu de culture a ensuite été changé. Les

cellules ont été divisées le lendemain et les populations cellulaires sélectionnées

dans un milieu contenant 1,5 pg/ml de puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON,

Canada).
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3. Extraction des protéines et dosage

3.1. Extraction des protéines nucléaires

Les protéines nucléaires ont été préparées tel que précédemment décrit par

Desilets et al. (2000). Brièvement, des boîtes de culture de 100 mm ont été lavées

deux fois avec du PBS IX froid puis les cellules ont été grattées dans 1 ml de PBS

IX froid avant d'être récoltées dans im tube Eppendorf stérile de 1,5 ml. Suite à

une centrifugation de deux minutes à 3000 rpm, le culot de cellules a été re

suspendu dans 100 pl, pour les cellules IEC-6, ou 200 pl, pour les cellules Caco-

2/15 ou HEK293T, de tampon de lyse (10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-l-

piperazineethanesulfonate pH 7.9, 1 mM éthylènediamine disodium tetraacetate

(EDTA), 60 mM KCl, 0,5% Nonidet P-40 (NP40), 1 mM dithiothreitol (DTT), 1

mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)) puis incubé cinq minutes sur glace.

Suite à une centrifugation de 10 secondes à 13000 rpm, le culot contenant les

noyaux a été resuspendu dans 200 pl de tampon de re-suspension des noyaux (0,25

M Tris-HCl pH 7.8, 0,06 M de KCl, 1 mM DTT et 1,5 mM PMSF) Le mélange de

noyaux a ensuite été soumis trois fois au cycle de congélation/décongélation

suivant : deux minutes dans l'azote liquide, deux minutes à 37°C suivi d'une

agitation de cinq secondes à l'aide d'un vortex. Finalement, le mélange a été

centrifugé 10 minutes à 13000 rpm et à 4°C. Les surnageants contenant les

protéines nucléaires ont ensuite été transférés dans de nouveaux tubes puis

immédiatement congelés à -80°C.
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3.2. Extraction de protéines totales

Des pétris de 100 mm de cellules ont été lavés deux fois avec du PBS IX froid

avant que les cellules ne soient lysées dans 1 ml de tampon de lyse (1% Triton X-

100, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 m EDTA pH 8.0, 40 mM p-

glycérophosphate, 50 mM NaF, 200 pM sodium orthovanadate, 5% glycérol, 0,5

pg/ml aprotinine, 0,5 pg/ml leupeptine, 0,7 pg/ml pepstatin, 1 mM PMSF). Les

cellules ont ensuite été grattées et récupérées dans des tubes eppendorf de 1,5 ml

avant une incubation sur glace de 15 minutes. Les lysats ont ensuite été centrifugés

cinq minutes à 13000 rpm et à 4°C avant que le surnageant ne soit transféré dans

un nouveau tube avant d'être congelé immédiatement à -80°C. Dans le cas de

cellules à 50% de confluence, trois pétris ont été regroupés avant l'ajout de 1 ml de

tampon de lyse.

3.3. Dosage des protéines

Suite aux extractions, les concentrations en protéines des échantillons ont été

dosées à l'aide de la technique de dosage de Bradford (BioRad Protein Assay Kit,

Biorad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) et l'absorption lue à 595 nm.

4. Immunobuvardage
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4.1. Migration et transfert des protéines

Afin d'analyser l'expression des différentes protéines étudiées, 35 pg de protéines

totales ont été séparées pendant 90 minutes à 150 volts sur des gels de type SDS-

PAGE comprenant un gel de concentration 4% et un gel de séparation contenant

12% d'un mélange acrylanlide^is-acrylamide (19/1) (HMD Biosciences, San

Diego, CA, USA), dans un tampon de migration standard (0,025 M Tris-HCl,

0,192 mM glycine, 1% SDS), dans im système Mini-protean 3 (Biorad,

Mississauga, ON, Canada). Suite à cette migration, les protéines ont été transférées

du gel d'acrylamide sur une membrane en PVDF (BioRad, Mississauga, ON,

Canada) 2 heures à 50 V, dans un tampon de transfert standard (0.025 M Tris-HCl,

0,192 M glycine, 10% méthanol). Les membranes ont ensuite été bloquées 1 heure

avant le marquage dans une solution TBS-Tween20 0,1% contenant 5% de lait en

poudre écrémé. Les membranes en PVDF ont été équilibrées dans du méthanol

puis rincées dans du tampon de migration préalablement à la migration.

4.2. Marquage et révélation des immunobuvardages

Suite au blocage, les membranes ont été incubées durant la nuit à 4°C dans des

solutions TBS-Tween20 0,1% contenant 5% de lait écrémé en poudre ainsi que les

anticorps primaires spécifiques des protéines étudiées à des dilutions variables

(tableau 3). Suite à ce premier marquage, les membranes ont été lavées trois fois

cinq minutes dans une solution TBS-Tween20 1% avant d'être incubées 45
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minutes à température pièce dans une solution TBS-Tween20 0,1% contenant un

anticorps secondaire couplé à l'HRP spécifique de l'espèce de provenance du

premier anticorps utilisé. Les membranes ont ensuite été lavées trois fois cinq

minutes dans du TBS-Tween20 0,1% puis exposées dans la solution de révélation,

ECL™ Western Blotting Détection Reagents, tel que décrit par le fabricant

(Amersham Biosciences, Baie d'Urfé, QC, Canada).

5. Gels de rétention

Les expériences de gel de rétention ont été effectuées tel que décrit par Désilets et

al. (2000).

5.1. Préparation des sondes radiomarquées

Des sondes d'oligonucléotides double brin portant des séquences de liaison

spécifiques des facteurs de transcriptions étudiés ont été utilisées (tableau 4). Ces

sondes ont été obtenues en hybridant 50 pg de deux oligonucléotides simple brin

complémentaires avec un GG dépassant en 5' et 3', à une concentration de 0,5

pg/pl dans de l'eau chauffée à 95°C puis en laissant l'eau refroidir toute la nuit.
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Tableau 3: Liste des anticorps utilisés pour les immunobuvardages et
immunofluorescences

Compagnie Référence

WB IF

Actine souns 1/5000 - Chemicon Int. MAB1501R

P-caténine souris - 1/100 BD Biosciences #610153

Dlg-3 Chèvre - 1/50 Santa Cruz Biotech. sc-6925

E-cadhérine souris - 1/100 BD Biosciences #610181

FXRa lapin 1/2000 - Santa Cruz Biotech. se-13063

HNF4a chèvre 1/250 1/200 Santa Cruz Biotech. sc-6556

LXRa chèvre 1/200 - Santa Cruz Biotech. sc-1202

Occludine lapin - 1/200 Zymed #71-1500

PPARa chèvre 1/1000 - Santa Cruz Biotech. se-1985

PPARp lapin 1/1500 - Santa Cruz Biotech. sc-7197

PPARy lapin 1/1500 - Santa Cruz Biotech. sc-7196

Prkaa2 lapin 1/2000 - Cell Signaling #2532

Phospho-Prkaa2 lapin 1/1000 - Cell Signaling #2535

RARp chèvre 1/500 - Santa Cruz Biotech. sc-552

Zo-1 lapin - 1/500 Zymed #61-7300
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Tableau 4: Séquence des sondes utilisées pour les gels de rétention

'"'M

HNF4a
Sens 5'- GGC TCA GCT TGT ACT TTG GTA CAA CTA-3'

antisens 5'- GGT AGT TGT ACC AAA GTA CAA GCT GAG-3'

FXRa
Sens 5'- GGG TCC AAG GTC ACC GAT GGG ACA CCG-3'

antisens 5'- GGC GGT GTC CCA TCG GTG ACC TTG GAC-3'

LXRa
Sens 5'- GGG ATC CTT GAA CTT GAG TGA ACT AAG ATC-3'

antisens 5'- GGG ATC TTA GTT CAC TCA AGT TCA AGG ATC-3'

PPRE
Sens 5'- GGT GAC CTT TGA CCT AGT TTT GC-3'

antisens 5'- GGG CAA AAC TAG GTC AAA GGT CA-3'
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Les oligonucléotides ont été marqués avec du ['^P]dCTP (NEN PerkinElmer,

Woodbridge, ON, Canada) en présence du fragment Klenow de l'ADN

polymérase de Escherichia coli et de dATP, dCTP et dGTP froid (Amersham

Biosciences, Baie d'Urfé, QC, Canada). Les sondes ont ensuite été diluées de

façon à avoir une intensité radioactive d'environ 50 comptes par seconde (CPS).

5.2. Préparation des échantillons et migration

Les gels de polyacrylamide 4% contenant 5% de tampon Tris-borate (TBE) (45

mM Tris-borate pH 8.0, 40 mM acide borique, 0,1 mM EDTA) et 2% de glycérol

ont subi une pré-migration de 30 minutes à 150 V. Pour chaque échantillon, le

mélange suivant a été préparé puis incubé 30 minutes à température ambiante : 5

pg d'extraits nucléaires, 2 pi de tampon de réaction lOX (10 mM Tris-HCl pH 7.5,

500 mM NaCl, 10 mM DTT, 10 mM EDTA, 50% glycérol), 0,25 pg de dIdC

(Biosciences, Baie d'Urfé, QC, Canada) et 1 pl de sonde double brin radiomarquée

diluée. Les échantillons ont ensuite été séparés sur les gels de polyacrylamide

natifs durant 2 heures à 150 V. Le gel a ensuite été séché sur deux feuilles de

papier Whatman avant d'être exposé pendant toute la nuit à -SOT avec un film

Kodak Biomax MR (Amersham Biosciences, Baie d'Urfé, QC, Canada). Lorsque

nécessaire, 1 pl d'anticorps concentré a été ajouté dans le mélange réactionnel afin

de confirmer l'identité de la protéine créant le retard de migration.
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6. Immunofluorescence

Les cellules ont été transférées dans des chambres de culture huit puits Lab-Tek II

(Nalgen, Naperville, IL, USA) dans 500 pl de milieu de culture. Lors de l'arrivée à

confluence des cellules, les cellules ont été lavées deux fois cinq minutes avec du

PBS IX puis fixées 10 minutes dans 800 pl de paraformaldéhyde 4%. Suite à deux

nouveaux lavages dans du PBS IX, les cellules ont été bloquées 10 minutes dans

800 pl d'une solution contenant 2 mg/ml de NaBH4 piûs lavées deux fois cinq

minutes dans du PBS IX avant d'être incubées 30 minutes dans 800 pl de solution

de perméabilisation (Triton X-100 0,1%, BSA 1,4%, lait en poudre écrémé 5%).

Après le retrait de la solution de perméabilisation puis deux lavages avec du PBS

IX, les lames ont été séchées à l'envers quelques secondes. Les cellules fixées ont

ensuite été incubées durant la nuit à 4°C dans la solution de dilution des anticorps

(1% lait écrémé en poudre, 1,4% BSA et Triton X-100 0,1%) contenant les

anticorps spécifiques aux protéines étudiées aux dilutions indiquées (tableau 3).

Suite à cette incubation, les lames ont été laissées cinq minutes à température

ambiante puis lavées deux fois cinq minutes avec du PBS IX, avant d'être

incubées ime heure dans 200 pl de la solution d'anticorps secondaire spécifique de

l'anticorps primaire utilisé (dilution 1/2000). Les lames ont suite été lavées deux

fois cinq minutes avec du PBS IX avant d'être séchées. Le filtre a ensuite été

décollé et les lames ont été montées avec du milieu de montage Vectashield

(Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada). Les lames ont été observées sur

un microscope à contraste de phase Leica DMIRBE.
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7. Microscopie électronique

La morphologie des cellules transformées a été observée aux microscopes

électroniques à transmission (MET) et à balayage (MEB). Les cellules observées

avec un MET ont été préparées comme décrit précédemment (Boucher et al,

2005). Brièvement, les cellules ont été conservées en culture pendant 30 jours dans

des pétris de 100 mm. Elles ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS IX,

préfixées 15 minutes dans une solution 1 :1 de milieu de culture DMEM et d'un

tampon fi-aîchement préparé contenant 2,8% de glutaraldéhyde dilué dans un

tampon cacodylate (0,1 M cacodylate, 7,5% sucrose), puis fixées 30 minutes à

température ambiante dans une solution contenant 2,8% de glutaraldéhyde. Après

deux lavages, les cellules ont été post-fixées durant 60 minutes dans un tampon

cacodylate contenant 2% de tetroxyde d'osmium. Les échantillons ont ensuite été

déshydratés dans des solutions de concentration croissante en éthanol (40, 70, 90,

95, 100%, 3 fois pour chaque dilution), puis recouverts deux fois trois heures

d'une fine couche de résine d'araldite 502 (pour remplacer Téthanol). La résine a

ensuite été polymérisée 48 heures à 60°C. Les coupes minces ont été effectuées en

utilisant un ultra-microtome LKB puis contrastées en utilisant du tampon citrate et

de l'acétate d'uranyl. Les observations ont été effectuées grâce à un MET JEOL-

lOOCX.

Concernant les observations au MEB, les cellules ont été cultivées sur des lamelles

en verre stérile durant 30 jours puis fixées dans des solutions contenant 1,4% puis
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2,5% de glutaraldéhyde dilué dans un tampon cacodylate 0,1 M pH 7.4. Les

cellules ont ensuite été post-fixées dans une solution contenant 1% de tétroxyde

d'osmium dilué dans du tampon cacodylate 0,1 M, pH 7.4, puis déshydratées dans

une série de solutions contenant des concentrations croissantes d'éthanol (50%-

100%). Après avoir enlevé l'éthanol par séchage au point critique, les échantillons

ont été recouverts d'un mélange or-palladium avant l'observation ultra-structurale

avec un microscope JEOL-840.

8. Préparation des ARNs et analyses par RT-PCR

8.1. Préparation des ARNs

Les cellules ont été lysées et l'ARN extrait à l'aide de la solution Trizol

(Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Brièvement, les cellules

ont été lavées avec du PBS IX, puis lysées dans 1 ml de solution Trizol durant

cinq minutes à température de la pièce. Le mélange a ensuite été centrifugé cinq

minutes à 2000 rpm à température de la pièce avant que le surnageant ne soit

transféré puis mélangé par agitation manuelle avec 160 pl d'un mélange

chloroforme: isoamylalcool (24:1). Suite à vme incubation de 10 minutes à

température de la pièce, le mélange a été centrifugé 10 minutes à 13000 rpm et à

4°C. Le culot a ensuite été lavé avec 1 ml d'éthanol 70% préparé avec de l'eau

stérile. Les ARNs ont été centrifugés cinq minutes à 13000 rpm avant que le culot

ne soit resuspendu dans 20 pl d'eau ultrapure et libre de nucléases.
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8.2. Synthèse des ADN complémentaires (ADNc)

Suite à rextraction des ARNs, nous avons synthétisé les ADNc afin de pouvoir

procéder à des amplifications spécifiques et déterminer le niveau d'expression des

gènes. Nous avons préparé un mélange réactiormel contenant : 5 pg d'ARN, 1

pl de pdT 500 pg / pl et 1 pl de dNTP 10 mM dans un volume final de 10 pl. Ce

mélange a été incubé cinq minutes à 65°C puis cinq minutes sur glace. Nous avons

ensuite ajouté 4 pl de First strand buffer 5X, 2 pl de DTT 0.1 M et 40 U de

RNAguard (Amersham Biosciences, Baie d'Urfé, QC, Canada) avant de pré

incuber ce mélange deux minutes à 42°C. Le mélange a finalement été complété

avec 1 pl de Superscript™ II RNAse H - reverse transcriptase (Invitrogen Life

Technologies, Burlington, ON, Canada), incubé 50 minutes à 42°C puis 15

minutes à 70°C avant d'être mis sur glace puis conservé à +4°C.

8.3. Amplification de l'ADNc par réaction de polymérisation en chaîne (PCR)

Suite à la synthèse des ADNc, nous avons procédé à des amplifications spécifiques

à l'aide d'un thermocycleur. Nous avons préparé le mélange réactiormel suivant : 1

pl d ADNc, 2 pl d'un mélange de dNTP 10 mM, 5 pl de tampon de réaction lOX

avec Mg^"^, 1,5 pl de chaque solution d'oligonucléotides sens et antisens à 0,1

pg/pl, ainsi que de l'eau pour avoir un volume final de 50 pl avant d'ajouter 1,5 U

de Taq DNA polymérase (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). Les
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oligonucléotides utilisés étaient spécifiques à chaque gène étudié (tableau 5). Les

amplifications étaient composées de 30 répétitions du cycle suivant : une minute à

94°C, 45 secondes à 54°C et 45 secondes à 72°C, précédé d'un cycle de cinq

minutes à 94°C. Les ADNs amplifiés ont été déposés dans des gels d'agarose 2%

contenant du bromure d'éthidium et ont migré à 100 V pendant environ une heure

avant d'être observés à l'aide d'un trans-illuminateur et photographiés avec une

caméra d'Alpha Innotech Corporation.

9. Analyse par micropuce à ADN

Afin de pouvoir analyser à grande échelle l'expression de gènes dans les cellules

IEC-6 HNF4a, les ARNs ont été extraits des cellules IEC-6 puro et IEC-6 HNF4a

confluentes dans du Trizol tel que décrit précédemment. La qualité des ARN a

ensuite été vérifiée sur gel d'agarose avant que 10 pg d'ARN ne soient envoyés à

la plateforme de micropuces à ADN du centre d'Innovation Génome Québec

(Université McGill). Les ADNc marqués à la biotine ont été synthétisés à l'aide

d'une amorce du promoteur T7 possédant une queue polyT avant d'être hybridés

sur une micropuce spécifique du rat présentant 31000 transcrits (Afïymetrix

RAE230A). L'ADN cible a ensuite été coloré à la streptavidine-phycoéruthrine

avant que les micropuces ne soient analysées à l'aide du module de criblage

GeneArray à une longueur d'onde de 488 nm.
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Tableau 5 : Séquence des oligonucléotides utilisés pour les RT-PCR

A2M
sens 5'-CCT CGG CTO AGG TAG AGA TG-3' 3662 3682 NM 012488

antisens 5'-CCT CTC TCG GGA GAA CAC TG-3' 4066 4046 NM 012488

Aflatoxine sens 5'-ATC AGG AGG GCA AGI TTG TG-3' 453 473 NM 013215

reductase antisens 5'-AGA ATG ACT GCA TOC CCT TG-3' 918 898 NM 013215

Apolipoprotéine AI
sens 5'-GCC ACT GTG TAT GTG GAT GC-3' 111 130 NM 012738

antisens 5'-TCA GGG TAG GGT GGT TCT TG-3' 618 599 NM 012738

Apolipoprotéine B
sens 5'-TGG AGA TGG GAG ATG AGG TC-3' 1564 1584 NM 019287

antisens 5'-ACC GTG AGG GTT GTT TTC AG-3' 2019 1999 NM 019287

Apolipoprotéine sens 5'-ACA TGG AAC AAG CCT CCA AG-3' 104 124 NM 012501

cni anti sens 5'-ACG GCT CAA GAG TTG GTG TT-3' 304 284 NM 012501

Apolipoprotéine E
sens 5'-AAC CGC TTC TGG GAT TAC CT-3' 120 140 BC086581

antisens 5'-GCT CAC GGA TAG CAC TCA CA-3' 567 547 BC086581

GAPDH
sens 5'-CCA AAG TTG TCA TGG ATG AC-3' 3 23 NM 017008

antisois 5'-GTG AAG GTC GGT GTG AAC GG-3' 49 47 NM 017008

HNF4a
sens 5'-CTT CTG TGA ACT TCT TCT GGA T-3' 637 659 NM 022180

anti sens 5'-AGA GCT TGA TGA ACT GGA TCT-3' 1097 1076 NM 022180

Intestinal alcaline sens 5'-AAG GAC ACG CTA ACG CTC AT-3' 1146 1166 NM 022665

phosphatase I antisens 5'-GGT GGT TGG TCT GTT CTC GT-3' 1565 1545 NM 022665

Intestinal alcaline sens 5'-ATT TGA CCA GTG CAA CAC CA-3' 408 428 NM 022680

phosphatase II antisens 5'-AGG CCC ATG AGA TAC GTC AC-3' 860 840 NM 022680

Jak2
sens 5'-ACC CAA GTG GAC AGA GTT GG-3'-3' 2321 2340 NM 031514

antisens 5'-CTC CAT GCC CTT GCA TAT CT-3' 2794 2875 NM 031514

L-Gals4
sens 5'-AGA AGA GCA TGC CTT TCC AA-3' 268 288 NM 012975

antisens 5'-GTT GCG AAC CAC ACA ATC AC-3' 729 749 NM 012975

Occludine
sens 5'-TCA TAG TCA GCG CAA TCC TG-3' 526 545 BC062037

antisens 5'-AGT CAT CCA CGG ACA AGG TC-3' 1089 1070 BC062037

Prkaa2
sens 5'-AGC TCG CAG TGG CTT ATC AT-3'

955 974 NM 023991

anti sens 5'-TGC TGG AAT CGA CAC TTG AC-3'
1515 1496 NM 023991

Sucrase Isomaltase
sens 5'-GGG TCC AGC TTT TAT GGT GA-3' 4931 4951 NM 013061

antisens 5'-CTG ATG TTT ACG GCC TCC AT-3' 5426 5406 NM 013061

T-kininogene
sens S'-TTC JGA CTQ JQQ y

475 498 NM 012741

antisens 5'-CAT TGC AGT TGA GGC TTT GA-3' 1056 1037 NM 012741

Villine
sens 5'-CAC CTT TGG AAG CTT CTT CG-3' 104 123 XM 237288

antisens 5'- TAC TCT CTG GCC CAT TCC AC-3' 546 527 XM 237288
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Les données ont ensuite été analysées à l'aide du logiciel «Afïymetrix

Microarray suite 5.0 » (MAS5) mis a disposition par la plateforme de micropuces

à ADN. La classification des gènes a été faite avec les logiciels Genmapp 2

(www.genmapp.org) et David (http://appsl.niaid.nih.gov/davidA.

10. Mesure du métabolisme lipidique

1 G. 1. Mesure de la synthèse d'apolipoprotéines de novo

Après avoir été incubées avec 300 pCi de [^^S]-méthionine, les cellules ont été

lavées avec du milieu de Leibovitz sans méthionine et homogénéisées dans du

PBS contenant 1% de Triton X-100, 2 mM de méthionine, 1 mM de PMSF et 1

mM de benzamidine. Les homogénats ont ensuite été centrifugés pendant 60

minutes à 1 OSOOOxg à 4°C. Les surnageants ont finalement été mélangés avec des

anticorps polyclonaux dirigés contre les apolipoprotéines (Boehringer-Mannheim

Biochemicals, Mannheim, Allemagne) durant 18 heures à 4°C. De la pansorbine a

ensuite été ajoutée avant que le mélange ne soit incubé 60 minutes à 20°C. Les

immunoprécipités ont ensuite été lavés et analysés sur un gradient d'acrylamide

linéaire de 4 à 20% précédé d'un gel de concentration de 3%. Les bandes

d apolipoprotéines sur le gel ont ensuite été sélectionnées, puis découpées avant

qu'un décompte ne soit fait à la suite d'une nuit d'incubation à 20°C dans 1 ml de

BTS-450 (Beckman Fullerton, CA, USA) et 10 ml de liquide de scintillation

(Ready solution, Beckman).
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10.2. Mesure de la synthèse et de la sécrétion lipidique

La sjmthèse et la sécrétion lipidique ont été mesurées tel que décrit précédemment

(Montoudis et al., 2006). Un mélange de ['^C]-acide oléique (53 mCi/mmol,

Amersham, Oakville, ON, Canada) a été mélangé à de l'acide oléique non-marqué

puis solubilisé dans du BSA sans acide gras [BSA/acide oléique 1 :5 (mol/mol)].

La concentration finale en acide oléique est 0,7 mM (0,45 pCi)/puits. Les cellules

ont été lavées avec du PBS avant que le mélange d'acide oléique marqué au

ne soit ajouté. Après 20 heures, les cellules ont été lavées, puis grattées dans une

solution de PBS contenant des antiprotéases (PMSF, pepstatin, le tout à une

concentration de 1 mM). Un aliquot a ensuite été prélevé en vue d'une extraction

de lipides effectuée de façon standard. Les différentes classes de lipides

synthétisées à partir de la solution d'acide oléique marquée au ['^C] ont ensuite été

séparées en utilisant un mélange de solvant hexane-ether-acide acétique (80 :20 :3

vol :vol :vol), tel que décrit précédemment. Les zones correspondantes à chaque

lipide ont été grattées des plaques de chromatographies et la poudre de silice a été

placée dans des compteurs de scintillation avec du liquide de comptage « Ready

Safe » (Beckman LS 5000 TD, ON, Canada). La quantité de protéines cellulaires a

été quantifiée grâce à la méthode de Bradford tandis que les résultats ont été

exprimés en désintégrations par minutes (dpm) par milligramme de protéines

cellulaires.
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10.3. Mesure de la sécrétion de lipoprotéines

Les cellules ont été incubées dans un mélange d'acide oléique marqué au ['^C],

d'antiprotéases et de transporteur de lipides plasmatiques (4:1 vol : vol) afin de

marquer de façon efficace les lipoprotéines synthétisées de novo. Les lipoprotéines

ont été isolées par ultracentrifugation différentielle avec une ultracentrifugeuse

TL-100 (Beckman Instruments, Montréal, QC, Canada), tel que décrit

précédemment (Levy et al., 1992). Brièvement, les chylomicrons ont été isolés

après une centrifugation de 20000 rpm pendant 20 minutes. Les lipoprotéines de

très faible densité (VLDL, very-low density lipoproteins, 1,006 g/ml) et les

lipoprotéines de faible densité (LDL, low density lipoprotein , 1,063 g/ml) ont été

séparées par ultracentrifugation à lOOOOOxg pendant 2h 26 minutes à 4°C.

11. Transfections transitoires et essais luciférase

Des transfections transitoires et des essais luciférase ont été effectués afin de

déterminer l'activité transcriptionnelle de la protéine HNF4a.

11.1. Transfections transitoires

Les transfection des différentes constructions ont été faites dans la lignée cellulaire

HEK 293T pendant 24 heures avant d'effectuer des essais luciférases. Les cellules

pré-confluentes d'une boîte de culture de 100 mm ont été trypsinisées (Invitrogen
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Life Technologies, Burlington, ON, Canada) puis réparties dans des plaques de 24

puits (un pétri de 100 mm permet de faire 96 puits de plaques 24 puits). Le jour

suivant, les cellules ont été transfectées à l'aide de LIPOfectamine 2000. La

LIPOfectamine 2000 (Life Technologies, Burlington, ON, Canada) et TOpti-MEM

(Life Technologies, Burlington, ON, Canada) mélangés dans un rapport 1/50 ont

été incubés 5 minutes à température ambiante (solution A). Le mélange contenant

TADN a été préparé en utilisant 0,1 pg d'ADN de chaque construction dans 50 pL

d'Opti-MEM (solution B). Les solutions A et B ont ensuite été mélangées, agitées

et incubées à température ambiante pendant 20 minutes. Le mélange contenant la

LIPOfectamine 2000 et l'ADN a été ajouté directement au milieu. Huit heures

après la transfection, le milieu a été changé et les cellules ont été lysées après 48

heures.

11.2. Essais luciférases

Brièvement, les essais luciférases ont été réalisés tels que décrit précédemment

(Houde et al, 2001). Quarante-huit heures après la transfection, les cellules ont été

lysées dans 300 pL de tampon de lyse (25 mM gly-gly, 15 mM MgS04, 4 mM

EGTA, 1% Triton X-100 et 1 mM DTT) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada)

pendant 30 minutes sous agitation à température de la pièce. À la lyse cellulaire,

on a ajouté 100 pL de tampon d'essais (25 mM gly-gly, 4 mM EGTA, 15 mM

KH2PO4, 6 mM ATP et 1 mM DTT) et 100 pL d'une solution de luciférine 1 mM

(Invitrogen Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada) ont été ajoutés.
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L'activité luciférase a été mesurée durant 20 secondes à l'aide d'un luminomètre

Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Gaithersburg, MD, États-Unis).

12. Analyse des résultats et statistiques

12.1. Analyses des micropuces à ADN

Les analyses effectuées sur les micropuces à ADN ont été effectuées sur des

triplicatas de chaque condition. Seuls les gènes qui ont vu leur expression

augmenter ou diminuer de façon identique dans les trois extraits de cellules IEC-6

HNF4al ont été sélectionnés. Les augmentations ou diminutions décrites sont

donc une moyeime des valeurs observées pour chaque triplicata, comparativement

à la moyenne de leur expression dans les cellules IEC-6 puro.

12.2. Analyse de la résistance trans-épithéliale

Les analyses de la résistance trans-épithéliale ont été effectuées sur des duplicatas

de chaque condition. Les valeurs reportées sur les graphiques sont les moyennes

de la résistance épithéliale de chaque condition. Les écarts-types ainsi que la

significativité des résultats déterminés par un test de student ont été calculés pour

un seuil de tolérance de p=0,05.
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Résultats

1. Validation du modèle d'étude cellulaire IEC-6 HNF4al

La première étape de mon projet de recherche a consisté à valider nos modèles

d'études IEC-6 puro et IEC-6 HNF4al. Les cellules IEC-6 sont des cellules non

tumorigènes, avec un caryotype normal, provenant de la crypte de l'intestin de rats

âgés de 18 jours. Ces cellules d'origine épithéliale intestinale sont non

différenciées (Quaroni et al., 1978). Des populations cellulaires ont été isolées par

sélection à la puromycine suite à l'infection par le virus pBabepuro et pBabepuro

HNF4al. Nous avons voulu déterminer la ou les fonctions de HNF4al dans

1 intestin en réintroduisant son expression dans une lignée cellulaire d'origine

épithéliale intestinale. Une première analyse par immunobuvardage à partir

d'extraits de protéines totales nous a permis de confirmer une expression de

HNF4a spécifique aux cellules IEC-6 HNF4al, comparativement aux cellules

IEC-6 puro qui ne l'expriment pas (figure lia). Parallèlement, l'observation par

immunofluorescence indirecte de la localisation intracellulaire de HNF4a a permis

d'observer que la protéine est fortement localisée dans le noyau des cellules IEC-6

HNF4al (figure 1 Ib). Finalement, dans le but de confirmer la capacité de liaison

et d activation de la protéine HNF4al dans nos cellules, des protéines nucléaires

ont été extraites puis incubées avec ime séquence d'ADN radiomarquée présentant
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Figure 11 ; Validation du modèle expérimental IEC-6 HN4al

Afin de valider notre modèle expérimental, les niveaux d'expression, la localisation ainsi que

la capacité de liaison des protéines HNF4a ont été caractérisées dans des cellules IEC-6

HNF4al nouvellement confluentes. a) Analyse par immunobuvardage des niveaux

d'expression de la protéine HNF4a dans les cellules IEC-6 puro et IEC-6 HNF4al. b)

Détermination de la localisation de la protéine HNF4a dans les cellules IEC-6 HNF4al par

immunofluorescence. Barre d'échelle : 100 pm c) Analyse par retard de migration de

l'activité de liaison de la protéine HNF4a sur une séquence d'ADN spécifique dans les

cellules IEC-6 HNF4al, avec (+) ou sans (-) anticorps dirigé contre HNF4a. La flèche

indique le complexe retardé.

Des extraits de protéines issues de cellules ou des cultures de cellules issues

d adénocarcinome de colon humain Caco-2/15 ont été utilisés comme témoins positifs.
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une séquence de liaison spécifique à HNF4a (tableau 4) avant d'être séparées sur

un gel d'acrylamide. Les résultats obtenus ont permis d'observer une liaison

spécifique pour les échantillons issus des cellules Caco-2/15 et de cellules IEC-6

HNF4al. (figure 11c). L'utilisation d'un anticorps dirigé spécifiquement contre

HNF4a a permis de constater que la liaison observée dans les échantillons issus

des cellules IEC-6 HNF4al était bien due à la protéine HNF4al. La disparition de

la bande spécifique de la liaison à l'ADN, lors de l'ajout de l'anticorps, plutôt

qu un retard de migration dû à la liaison de l'anticorps laisse supposer que ce

dermer se lie à une séquence protéique impliquée dans la liaison à l'ADN.

2. Morphologie des cellules exprimant HNF4al

2.1. Morphologie des cellules infectées cultivées sur plastique

Plusieurs observations au microscope ont permis d'observer un phénotype

spécifique aux cellules IEC-6 HNF4al. Celles-ci présentent tout d'abord une

tendance à s'agréger à sous confluence et à former des colonies plus serrées que

celles observées avec les cellules IEC-6 puro. De plus, les cellules IEC-6 HNF4al

semblent s'empiler à post-confluence.

Afin d'avoir une idée plus précise des modifications subies par les cellules IEC-6

HNF4al, nous avons dans un premier temps effectué des observations à l'aide
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d'un MET de cellules cultivées 30 jours (figure 12). Ces observations nous ont

tout d'abord permis de constater que les cellules IEC-6 HNF4al présentent une

structure plus compacte que les cellules contrôles. Généralement plus épaisses que

les cellules IEC-6 puro, les cellules qui expriment HNF4al ont parfois im

phénotype cuboïdal, avec une hauteur supérieure à la largeur de la cellule (figures

12b et 12c). De façon tout aussi remarquable, les cellules IEC-6 HNF4al

possèdent régulièrement à la siuTace de la membrane apicale une abondance

d'excroissances de la membrane qui rappellent très fortement des microvillosités

(figure 12b et 12d). Ces microvillosités sont particulièrement observées au niveau

des cellules de forme cuboïdale. On peut parfois observer à la surface des cellules

IEC-6 puro de telles microvillosités, mais de façon beaucoup moins importante, tel

que decnt par Quaroni et al. (1978). Les cellules lEC-6 HNF4al ont de plus la

particularité de se recouvrir les imes les autres, rarement plus de deux cellules

d'épaisseur, avec parfois formation d'un bourrelet (figure 12b et 12c). Les cellules

lEC-6 HNF4al semblent avoir des jonctions cellulaires plus développées que les

cellules IEC-6 puro (figures 12e et 12f).

Afin d'avoir une idée plus précise de l'aspect de la surface membranaire des

cellules, nous avons observé nos cellules à l'aide d'un MEB. Ces observations ont

permis de confirmer im nombre beaucoup plus important de structures de type

microvillositaire sur la surface des cellules IEC-6 HNF4al comparativement aux

cellules IEC-6 puro qui présentent toutefois quelques microvillosités (figure 13).
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Figure 12: Morphologie des cellules IEC-6 HNF4al par microscopie électronique à

transmission.

Les cellules IEC-6 infectées avec le virus PuroBabe HNF4al et cultivées 30 jours après

l'atteinte de la confluence ont été observées au microscope électronique à transmission afin

d'observer d'éventuelles modifications morphologiques.

a) Agrandissement d'une cellule IEC-6 puro, grossie 8000x. b) Agrandissement d'une cellule

IEC-6 HNF4al, grossie 8000x. —>• Indique les microvillosités. c) Empilement de cellules

IEC-6 HNF4al, grossies 5000x. d) Microvillosité sur la membrane d'ime cellule IEC-6

HNF4al grossie SOOOOx. e) Agrandissement d'une jonction cellulaire de cellules IEC-6 puro,

grossie 40000x. f) Agrandissement d'une jonction cellulaire de cellules IEC-6 HNF4al,

grossie 40000x. Barres d'échelles, figmes a), b) et c) : 2 pm ; d), e) et f) : 500 nm.
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Figure 13 : Morphologie de la membrane plasmique des cellules IEC-6 HNF4al par

microscopie électronique à balayage

Nos observations par microscopie électronique à transmission ayant mis en évidence des

modifications de la membrane plasmique des cellules IEC-6 HNF4otl, nous avons voulu

observer de façon plus précise la surface de ces cellules par microscopie électronique à
balayage. Les cellules ont été cultivées sur plastique pendant 30 jours après l'atteinte de la

confluence, a) IEC-6 puro cultivées sur plastique, grossissement 20000x. b) IEC-6

HNF4al cultivées sur plastique, grossissement 20000x. c) agrandissement d'une cellule IEC-6

HNF4al, grossissement SOOOOx. Barres d'échelles pour les figures a), b) et c) : 1 pm.
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2.2. Morphologie des cellules infectées cultivées sur différentes matrices

Les cellules IEC-6 HNF4al montrent des modifications de leur structure qui

indiquent un début de différenciation, aussi nous avons voulu tester la possibilité

d amplifier ces modifications en cultivant les cellules sur différents types de

matrices, telles que la laminine, la fibronectine, le collagène de type IV ainsi que

le matrigel (figure 14). Notre hypothèse de travail était que nous pourrions ainsi

observer une polarisation plus importante des cellules, ainsi que des jonctions

cellulaires plus organisées dans les cellules IEC-6 HNF4al.

Comme pour les cellules cultivées sur le plastique, les premières observations ont

mis en évidence un nombre plus important de microvillosités sur les cellules IEC-6

HNF4al que sur les cellules IEC-6 puro. De plus, la culture sur matrigel augmente

considérablement le nombre de microvillosités sur les cellules IEC-6 HNF4al,

contrairement aux cellules IEC-6 puro (figures 14g et 14h). Toutefois, nous

n'avons pas observé de modification de la polarité baso-latérale ou de changement

drastique de morphologie (figure 14). Les cellules IEC-6 HNF4al sont toutefois

toujours plus épaisses que les IEC-6 puro. La seule modification notable observée,

hormis l'augmentation du nombre de microvillosités sur matrigel, est la présence

de vacuoles contenant un matériel fibrillaire indéfini dans les cellules IEC-6

HNF4a (non montré). Les jonctions cellulaires semblent aussi légèrement mieux

formées que pour les cellules cultivées sur plastique (non
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Figure 14 : Morphologie des cellules IEC-6 HNF4al cultivées sur différentes matrices,

observées par microscopie électronique à transmission

Les cellules IEC-6 HNF4al cultivées 30 jours post-confluence sur différentes matrices ont

été observées par MET afin de vérifier s'il était possible d'amplifier les modifications

observées lors de culture sur du plastique.

IEC-6 puro grossies 15000x sur a) collagène, c) fibronectine, e) laminine et g) matrigel. lEC-

6 HNF4al grossies 15000x sur b) collagène, d) fibronectine, f) laminine et h) matrigel.

Barre d'échelle : 2pm.
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montré). Il est à noter que les cellules IEC-6 HNF4al semblent notablement plus

actives métaboliquement, le milieu s'acidifiant plus rapidement.

3. Etablissement des jonctions cellulaires en présence de la protéine HNF4al

3.1. Localisation de différentes protéines des jonctions cellulaires

Les observations par MET nous ont permis d'observer que les jonctions cellulaires

des cellules IEC-6 HNF4al semblaient mieux établies que dans les cellules

contrôles. Nous avons donc vérifié la localisation intracellulaire de plusieurs

protéines impliquées dans le maintien de l'intégrité des jonctions cellulaire (figure

15). A l'aide d'observations par microscopie à fluorescence, nous avons pu

observer que la localisation intracellulaire des protéines p-caténine, occludine, E-

cadhérine et Zo-1 dans des cellules à confluence au niveau des jonctions

cellulaires est identique entre les deux lignées (figure 15). Il est toutefois possible

de noter que l'occludine semble mieux localisée dans les cellules IEC-6 HNF4al

que dans les cellules contrôles, celles-ci présentant un marquage diffus dans le

cytoplasme. De plus, l'expression de la protéine dlg3 semble augmenter et dlg3

semble surtout localisée dans le cytoplasme (figure 15).
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Figure 15 : Localisation par immunofluorescence des protéines |3-caténine, dlg3, E-

cadhérine, ZiO-1 et de l'occludine dans les cellules IEC-6 HNF4al

Afin de mieux connaître l'état d'organisation des jonctions cellulaires, la localisation des

protéines P-caténine, dlg3, E-cadhérine, Zo-1 et de l'occludine dans les cellules IEC-6

HNF4al a été observée par microscopie à fluorescence siu des cellules nouvellement

confluentes. Les observations ont été effectuées à im grossissement de 40x. Barre d'échelle :

lOOpm



IEC-6 puro IEC-6 HNF4al

P-caténine

dlg3

E-cadhérine

Occludine

Zo-1
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3.2. Mes\ire de la résistance trans-épithéliale

Afin d'étudier de façon quantitative le niveau d'établissement des jonctions

cellulaires, des mesures de la résistance trans-épithéliale (RTE) sur des cellules

IEC-6 puro et HNF4al cultivées sur des filtres ont été effectuées à différents

temps de confluence. La RTE d'ime couche cellulaire est proportionnelle au degré

d'établissement des jonctions cellulaires, particulièrement des jonctions serrées.

Ainsi, plus les jonctions cellulaires sont développées et stables, plus la RTE est

élevée. Il est impossible d'observer une réelle différence de RTE dans les premiers

jours de culture (figure 16). Toutefois, les mesures effectuées permettent

d'observer une augmentation de la RTE des cellules IEC-6 HNF4al

comparativement aux cellules contrôles mais uniquement à partir du dixième jour

jusqu'au vingt-sixième jour. La différence est notable puisque l'on peut observer

ime différence moyenne de plus de 160 ohms entre les deux types cellulaires. Les

valeurs observées pour les IEC-6 puro et IEC-6 HNF4al sont toutefois nettement

inférieures à celles relevées pour les cellules Caco-2/15 aux mêmes temps de

culture qui sont de 1400 à 1600 ohms après 21 jours de confluence. Un test de

student a toutefois permis de constater que les différences étaient non

significatives, peut-être à cause du faible échantillonage.

4. Détermination de nouvelles cibles de HNF4cil dans les cellules intestinales
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Figure 16 : Résistance trans-épithéliale dans les cellules IEC-6 HNF4al à difTérents

temps de confluence :

La résistance trans-épithéliale (RTE) des cellules IEC-6 puro et IEC-6 HNF4al a été mesurée

à différents temps de confluence afin de comparer de façon quantitative le degré

d établissement des jonctions cellulaires. La RTE dépend principalement du degré

d'établissement des jonctions serrées. Chaque jour, deux échantillons différents ont été

comptés pour chaque type cellulaire. Les écarts-types ont été indiqués sur la figure. Le calcul

de la significativité des résultats par un test de Student montre toutefois que les différences ne

sont pas significatives.
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4.1. Détermination de nouvelles cibles de HNF4al par l'utilisation de

micropuces à ADN

La majorité des cibles de HNF4a ayant été déterminées dans le foie et le pancréas,

il nous est apparu intéressant d'étudier de façon plus spécifique l'expression des

gènes contrôlés par HNF4a dans un contexte intestinal. A cet effet, des extraits

d'ARN de cellules nouvellement confluentes ont été utilisés afin de déterminer le

profil d'expression de gènes grâce à des micropuces à ADN. Ces observations ont

été effectuées sur des cellules IEC-6 HNF4al, comparativement à des cellules

IEC-6 infectées avec un vecteur vide, et répétées trois fois de façon indépendante.

Les premiers résultats obtenus ont permis d'observer que la protéine HNF4a

contrôle, directement ou non, l'expression de très nombreux gènes. En résumé,

l'analyse des puces à ADN montre une variation d'expression de deux fois ou plus

de 1569 sondes au total (annexe 2). Il est à noter que nous n'avons retenu que les

gènes dont les différences d'expression étaient significatives dans cet essai et qu'il

est possible que le nombre de gènes dont l'expression est altérée par HNF4al soit

supérieur. Dans un souci de clarté, nous nous sommes concentrés pour la suite de

l'analyse de résultats sur les gènes clairement identifiés, après élimination des

gènes identifiés par similarité, homologie ou les séquences transcrites ou

inconnues. Après le tri, il ressort que 327 gènes ont vu leur expression augmentée

plus de deux fois tandis que 200 ont une baisse d'expression de plus de deux fois.

La plus forte augmentation d'expression a été de 1138 fois pour le gène de

l'apolipoprotéine AI tandis que la plus forte diminution a été de 96 fois pour le

79



gène ionotropique du glutamate 2. Afin de pouvoir les comparer plus facilement,

les gènes dont l'expression est augmentée ou diminuée plus de quatre fois ont été

regroupés dans différentes catégories telles que celles utilisées par Naiki et al.

(2002) (tableau 6).

4.2. Caractéristiques des gènes induits par HNF4al

Les premières observations mettent en évidence une surreprésentation de gènes

dans les catégories métabolisme, défense de la cellule ou de l'organisme et

signalisation/communication cellulaire, particulièrement au niveau des protéines

impliquées dans le métabolisme des lipides ou l'adhésion cellulaire (tableau 7).

Parallèlement, on peut noter que certaines familles de gènes sont particulièrement

régulées par HNF4a dans l'intestin, telle que la famille des protéines possédant un

domaine de liaison à l'ATP (ATP-binding cassette proteins) avec une

augmentation de l'expression de cinq membres, la famille des aldéhydes

déshydrogénases (cinq membres) ou la famille des protéines canaux transporteurs

de solutions (soluté camer proteins) avec l'augmentation d'expression de neuf

membres. Au total, dix cibles de HNF4a déjà identifiées dans d'autres organes

semblent aussi des cibles dans l'intestin, telles la protéine HNFla et les

apolipoprotéines AI, B et C-III. De façon plus significative, plusieurs gènes

observés umquement au niveau des villosités intestinales ou dans des cellules

intestinales différenciées, sont surexprimés de façon plus ou moins importante

dans les cellules IEC-6 HNF4al. On peut ainsi observer la surexpression des
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Tableau 6 : Classification des gènes modulés par HNF4al

Les gènes dont l'expression est augmentée ou diminuée plus de quatre fois lors de la sur

expression de HNF4al ont été classés tel que décrit par Naiki et al (2002).



Catégorie Sous-catégorie
Sur-

expriméfs)
Sous-

exprimé(s)

Division cellulaire Générale 5 3

Synthèse/réplication ADN - -

Apoptose 1 1

Cycle cellulaire 3 -

Structure chromosomique - -

total 9 4

Signalisation/communication
cellulaire Adhésion cellulaire 13 2

Protéines de 5 6

transport/canaux
Modulateurs d'effecteurs 5 3

Hormones/facteurs de 1 6

croissance

Médiateurs intracellulaires 3 g

Métabolisme - -

Modifications protéiques - 1

Récepteurs 1 6

total 28 32

Structure/motilité cellulaire Générale 1 6

Cytosquelette 5 3

Matrice extracellulaire 1 9

Protéines associées aux 2 3

microtubules/moteurs

total 9 21

Défense cellulaire, de l'organisme Générale - 2

Homéostasie 7 6

Immunologie 9 6

total 16 14

Expression de gènes/protéines Synthèse ARN 7 2

Synthèse protéique - -

total 7 2

Métabolisme Général 8 4

Acides aminés 5 3

Cofacteurs - -

Energie/cycle du citrate - 1

Lipides 11 2

Nucléotides 2 -

Modifications protéiques 2 4

Sucre/glycolyse 2 -

Transport 7 2

total 37 16

Non classé/identifié 14 8

Total 120 92
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Tableau 7 : Sélection de gènes induits par HNF4al

Liste récapitulative des gènes les plus augmentés lors de la surexpression de HNF4al dans les

cellules IEC-6, après les avoir classés tel que décrit dans le tableau 6. Seule les catégories les

plus importantes ont été présentées ici. Chaque condition a été testé en triplicata et seuls les

gènes induits dans chaque triplicata en été pris en compte.

Augm° moy. : augmentation moyeime. Défense Cell./organisme : défense de la cellule ou de

l'organisme. Signalisation/com. Cellulaire : signalisation ou communication cellulaire.
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gènes codant pour la calbindin 3 (Freeman, 1995), le récepteur Scavenger BI (Cai

et al, 2001), la protéine Dual Oxydase 2 (El Hassani et al, 2005), Egals 4

(Wooters et al, 2005) et la protéine HMGCS2 (Camarero et al, 2006).

L'utilisation du logiciel genmapp2 a permis de mettre en évidence l'impact majeur

de la surexpression de HNF4al sur la régulation de certaines voies intracellulaires

intestinales, telles que le métabolisme des lipides (figure 17).

4.3. Caractéristiques des gènes réprimés par HNF4al

Les gènes réprimés par la surexpression de HNF4al sont des gènes impliqués

principalement dans la signalisation, la structure ou la motilité cellulaire ainsi que

le métabolisme (tableau 8). HNF4al module particulièrement l'expression de

gènes impliqués dans la communication cellulaire, notamment des récepteurs, des

médiateurs intracellulaires et des hormones de croissance, et très peu de gènes

impliqués dans 1 adhésion cellulaire. Au niveau métabolique, HNF4al ne semble

pas inhiber de voie particulière et il ne semble pas y avoir de regroupement

particulier parmi les gènes sous-exprimés.

4.4. Confirmation de la surexpression de différents gènes dans les cellules

IEC-6 HNF4al

85



Figure 17: Analyse des micropuces à ADN par le logiciel Genmapp2

Les résultats obtenus avec les micropuces à ADN ont été analysés à l'aide du logiciel

Genmapp2 (http://www.genmaDp.org'> qui permet de représenter sous forme de voies

schématiques les résultats obtenus. Nos observations ont notamment permis d'observer

l'augmentation de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme lipidique,

a) Voie de dégradation des acides gras. Auteurs : N. Reyez, New York Médical Collège, b)

Voie de la (3-oxydation dans les mitochondries. Auteurs : C.H. Redfem et N.Salomonis,

Gladstone Institute.

Q Augmentation de plus de 2 fois de l'expression

H Diminution de plus de 5 fois de l'expression

n Gène dont l'expression n'augmente pas plus de 2 fois ou ne diminue pas plus de 5

fois.

n Gène non représenté sur les micropuces étudiées.
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Tableau 8 : Sélection de gènes sous-exprimés lors de la surexpression de HNF4al

Liste récapitulative des gènes les plus réprimés lors de la surexpression de HNF4al dans les

cellules IEC-6, après les avoir classés tel que décrit dans le tableau 6. Seules les catégories les

plus importantes ont été présentées ici. Chaque condition a été testé en triplicata et seuls les

gènes reprimés dans chaque triplicata ont été pris en compte.

Dim° moy.: diminution moyenne. Défense Cell./organisme : défense de la cellule ou de

l'orgamsme. Signalisation/com. Cellulaire : signalisation ou communication cellulaire.
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Afin de valider la surexpression de gènes dans les cellules IEC-6 HNF4al, des

analyses par RT-PCR ont été effectuées sur des extraits d'ARN de cellules à

confluence (figure 18a). L'expression de gènes codant pour des protéines de

différentes catégories telles les apolipoprotéines, l'aflatoxine réductase, Jak2,

1 occludine ou la sous unité prkaa2 de l'AMPK entre autres a ainsi été observée.

De plus, l'expression des phosphatases alcalines I et II de rat et de la sucrase

isomaltase a été vérifiée, ainsi que celle de la villine, l'homologue de la villine

étant surexprimé 41 fois dans les micropuces à ADN. Les résultats obtenus

confirment les augmentations observées lors de l'analyse par micropuces à ADN

même si les augmentations observées par RT-PCR ne coïncident pas toujours avec

les niveaux d'induction décelés par micropuces. L'expression de la sucrase

isomaltase et des phosphatases alcalines, généralement utilisées comme marqueur

de la différenciation intestinale, ne varient pas. Bien que la sucrase isomaltase ne

soit pas ime cible de HNF4a, HNF4a régule directement l'activité de la

phosphatase alcaline (Olsen et al., 2005). Toutefois, on observe l'augmentation de

l'expression de la villine, augmentation confirmée par immunobuvardage. La

villine est considérée comme un marqueur de la différenciation épithéliale

intestinale (Soubeyran et al., 1999). L'augmentation d'expression de la protéine

prkaa2, sous-umté catal)4ique de la protéine AMPK, est aussi très remarquable

puisque cette protéine est considérée comme une protéine clé dans la régulation du

métabolisme cellulaire tout en régulant l'activité de HNF4a (Hong et al, 2003;

Hardie et al, 2006).
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4.5. Surexpression de HNF4al et régulation des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires forment un réseau complexe d'interrelations, que ce soit

en régulant mutuellement leur expression ou en agissant de façon complémentaire

ou opposée sur l'expression de gènes cibles. Parallèlement, plusieurs récepteurs

nucléaires possèdent des rôles importants dans le contrôle de la différenciation

cellulaire ou dans le contrôle de voies métaboliques. Nous avons donc vérifié

l'expression des protéines LXRa, PPARa, PPARp, PPARy, FXRa et RARp. Des

analyses par immunobuvardage nous ont permis d'observer une expression plus

importante des protéines PPARp et RARp, tandis que l'expression de FXRa,

LXRa, PPARa et PPARy ne varient pas (figure 18b). Les analyses de liaison

permettent toutefois d'observer un déplacement du complexe de liaison pour les

protéines FXRa, LXRa et rm isoforme indéterminé de PPAR, ce qui traduit

probablement une modification dans la composition des complexes liés.

5. HNF4al et le métabolisme lipidique

Les résultats obtenus lors des analyses par les micropuces à ADN ont mis en

évidence une expression accrue de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme

lipidique. Dans le but de déterminer l'impact de ces modifications sur le

métabolisme lipidique, nous avons procédé, en collaboration avec le Dr Emile

Levy de l'hôpital Sainte-Justine de Montréal, aux dosages de divers marqueurs.
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a)
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puro HNF4a
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T-kininogen

ApoCIN

Villine

puro HNF4a

142,4 X lAP II

2,26 X SI

1138 X
Occludine

49 X AFAR

14,4 X A2M

81,6 X Lgals4

41 X HNF4a

GAPDH

407 X

235,7 X

33,5 X

b) IEC.fi

Caco Puro HNF4a
IEC-6

Caco Puro HNF4a

FXRa

LXRa .

PPARa

actine ^

PPARp*

PPARy

RARp

Figure 18 : Analyse par RT-PCR et immunobuvardage de l'expression de divers gènes

et protéines dans les cellules exprimant HNF4al

L effet de la surexpression de la protéine HNF4al sur l'expression de différents gènes ou

protéines a été examiné par RT-PCR ou immunobuvardage sur des extraits de cellules

nouvellement confluentes.

a) Analyse par RT-PCR de gènes choisis parmi les gènes augmentés dans les micropuces à

ADN. L'augmentation observée sur les micropuces à ADN a été notée quand disponible. lAP

I : Phosphatase alcaline I de rat : lAP II : phosphatase alcaline II de rat ; SI : sucrase

isomaltase, AFAR : aflatoxine reductase ; Lgals4 : galectine 4 ; A2M : macroglobuline al. b)

Analyse par immunobuvardage de l'expression de plusieurs récepteurs nucléaires impliqués

au niveau du métabolisme ou de la différenciation cellulaire.
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Les niveaux d'expression des apolipoprotéines AI, B-lOO et B-48 augmentent dans

les cellules IEC-6 HNF4al bien qu'il y ait une baisse de sécrétion de celles-ci

dans le milieu (tableau 9a). 11 y a parallèlement diminution à la fois de la synthèse

et de la sécrétion des triglycérides tandis que les taux de diglycérides augmentent

sans augmentation significative de leur sécrétion (tableau 9b). On peut aussi

observer une diminution de synthèse des esters de cholestérol (tableau 9b).

Finalement, on peut observer une baisse de sécrétion de tous les types de

lipoprotéines étudiées, chylomicrons, VLDL, HDL et LDL (tableau 9c). Ces

résultats montrent que bien que l'expression de HNF4al entraîne une

augmentation de la synthèse de certains lipides ou de protéines impliquées dans le

métabolisme lipidique, la sécrétion de ces lipides est généralement inchangée ou

diminuée.

6. HNF4al et régulation de prkaa2 (AMPK)

La protéine AMPK est une protéine hétérotrimérique composée de trois sous-

unités, dont deux régulatrices (p et y) et une catalytique (a; prkaa2) (Long et

Zierath, 2006). Cette protéine est, tout comme HNF4a, impliquée dans la

régulation du métabolisme cellulaire et contrôle l'activité de HNF4a par le biais

de la phosphorylation de la sérine 304 (Imai et al, 2006). Les analyses effectuées

à l'aide des micropuces à ADN montrent ime surexpression de 72 fois de la sous-

unité prkaa2 dans les cellules lEC-6 HNF4al.
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Tableau 9 : Métabolisme lipidique lors de la surexpression de HNF4al

Le niveau d'expression des apolipoprotéines dans les cellules IEC-6 pure et HNF4al a été

mesuré grâce à l'incorporation de [^^S]-méthionine dans des cellules nouvellement

confluentes puis par immimoprécipitation des apolipoprotéines. Les mesures de la synthèse et

de la sécrétion lipidique ont été effectuées grâce à un marquage avec du ['''C]-acide oléique

dans des cellules confluentes puis par chromatographie tandis que les lipoprotéines ont été

dosées suite à un marquage avec de l'acide oléique marqué au ["^C]. PL : phospholipides ;

MG : monoglycérides ; DO : diglycérides ; TG : triglycérides, CE : esters de cholestérol ;

CM : chylomicron ; VLDL : very low density lipoproteins ; LDL ; low density lipoprotein;

HDL: high density lipoprotein. Les dosages sont exprimés en désintégration par minute par

milligramme de protéines cellulaires (dpm).



a) Synthèse et sécrétion des apolipoprotéines

sécrétion IEC-6 IEC-6 HNF4al

B-lOO 23 723 ± 775 9998 +362 p< 0.0001
B-48 44 024+ 1547 22 070 + 640 p< 0.0001
A-I 35 712 + 4473 22 891 +2372 p < 0.0370

synthèse IEC-6 IEC-6 HNF4al

B-lOO 54 067 + 3933 88 041+ 5228 p < 0.001
B-48 528 247 + 21 445 694 213+ 19 908 p < 0.001
A-I 43 153 + 3040 51 723 + 1663 p < 0.039

>e et sécrétion de lipides

synthèse IEC-6 IEC-6 HNF4al

PL+MG 144 210 + 6061 165 378+ 12 164 NS

DG 3621 + 325 6393 + 646 p< 0.015
TG 145 445 + 3382 130 048 + 2428 p< 0.012
CE 6089 + 402 3996 + 459 p< 0.014

sécrétion IEC-6 IEC-6 HNF4al

PL+MG 12 619 + 304 10 205 + 517 p< 0.011
DG 853 + 114 2261 + 748 NS

TG 3294 + 481 1663 + 242 p < 0.034
CE 377 + 32 743 + 228 NS

n de lipoprotéines

sécrétion IEC-6 IEC-6 HNF4al

CM 82 818 + 3620 63 721 + 1657 p < 0.020
VLDL 4945 + 242 4523 + 276 p< 0.017
LDL 7734 + 454 6483 + 267 p < 0.065
HDL 118 063 +6416 98723 + 3651 p< 0.011
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Des analyses effectuées par RT-PCR ont permis de confirmer la surexpression du

gène codant pour prkaa2 dans les cellules IEC-6 HNF4al, tandis que les

immunobuvardages ont confumé une surexpression de la protéine prkaa2 (figures

19a et 19b). Toutefois, un immunobuvardage spécifique de la forme phosphorylée

active de prkaa2, dirigé contre la thréonine 172, n'a permis d'observer qu'une très

faible augmentation de la forme activée de prkaa2 (Woods et al., 2003) (figure

19b). Plusieurs traitements des cellules IEC-6 puro et HNF4al avec de l'AICAR,

un inducteur spécifique de l'AMPK, ou avec différentes concentrations de glucose

dans le milieu, n'ont toutefois pas permis d'induire une augmentation de la

phosphorylation de l'AMPK sur la thréonine 172 (non montré). Afin de déterminer

si l'activation du gène codant pour prkaa2 était bien directement dépendante de

HNF4al, le promoteur de prkaa2 a été cloné puis inséré dans un vecteur pGL3

contenant le gène rapporteur de la luciférase. Des essais luciférases effectués dans

des cellules 293T ont permis d'observer une augmentation spécifique de

l'expression du gène codant pour la luciférase lorsque la protéine HNF4a était

exprimée en présence du promoteur de prkaa2 (figure 19c). Cette induction est

environ égale à celle observée lorsque les promoteurs des apoliprotéines AU et

cm, cibles connues de HNF4a, ont été utilisés comme témoins positifs. Une

analyse du promoteur de prkaa2 effectué grâce au logiciel TESS a permis

d'identifier deux sites putatifs de liaison de HNF4a (figure 20).

95



a)

Pr1<aa2

GAPDH

b)

72,3 X Prkaa2

phospho-Prkaa2

Actine

C)

a> c
tn o
50

à ̂
11
v<D "D

i
4>> (U
O >

< c

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1.0

0,0

//
lO^

Figure 19 : Modulation de l'expression de prkaal dans les cellules IEC-6 HNF4al

a) Analyse par RT-PCR de l'expression du gène codant pour prkaa2, sous unité active de la

protéine AMPK, dans les cellules IEC-6 HNF4al nouvellement confluente. b) Détermination

du niveau d'expression de la protéine prkaa2 et de sa forme phosphorylée sur la thréonine 172

dans les cellules IEC-6 HNF4al nouvellement confluente. c) Détermination par transfection

transitoire et essais luciférases de la capacité d'induction du gène prkaa2 par HNF4aI dans

des cellules 293T, 36 heures après l'infection. Les promoteurs de l'apoClIIB et de l'apoIIJ

clonés dans le plasmide pGL3 contenant le gène rapporteur luciférase servent de contrôle.

Une séquence de 1500 nucléotides de la région 5' du gène prkaa2 a été amplifiée à partir

d'ADN génomique de rat puis clonée dans le plasmide pGL3.
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-1404 GTTAGAATCGAGAGTCCTGGAGAGGGTGTÇTTTTATCCCTATAACACGATTGTCTATATAACTGAAT
sens ^

-1337 GAAGAAAAGAAATAGAAGGAGGGACATAATTGCTCCTGGCTACAGTGGATATGCTGGTTTGTCATTT

-1270 gtcaaattgacacaagctagggttatttgaaaggagggaacctcaattgagaaaatgcctccataag

-1203 ATGTAAGCTGTAAGACATTTTCTTAATTAGTGATCAATGGCCCATTGTAGGTAGTGCCATCTTTGGG

-1136 CTGGTGGTCCTGGGTTCTGTAGAAAACCAGGCTGTACCAGCCCTGATGAGCCAGCCAGTAAGCAGCA

-1069 CCCTCCCGGTGCTAACCCCCC^TGGÇÇTÇ^ATCGGGACTGCCTCCAGGTTCCATGTACTGTTTGA
HNF4A

-1002 GTTCCCATCCTGACTATCACAATGAAAAAAAACCTTCCTTCAGAGATGAACAGTGCTGTGGAAGTGT

-935 aacaataatacctgtcctccccaacttgttttttggctatggtgtttttaactaacacaacgaagaa

-868 GGCTTATTGTAGATAAACGAACGTACAGGCAGAAGCAGGGACGTTTAGGAGAGTCCAGGGTGAACAT

-801 GGGCAGACTGAGCAGGGCTATGTGAGGAGAGAGGGGGAGTGGGAGCAAGAGAGGAGCCAGGCCTAGA

-734 GGGGTGGGTGGTCTGGGCTGAGAGATTAGCACAGCCAAAATGGCTGAATAATCTAGGGACCAGGGGA

-667 CCTGAGGGAAGGGGCTGGAGTCCCTGGGCTGGAGAGTTCGGGGTAGGAGTCGAGGTATGGCAGGCAG

-600 GAGGACCCTATCCCAGTTAGGGACTGAGGGATGCTGAGAGAACCTGGCAGCCAGCGTCATCTTTGAT

-533 ATGTTAATGATAGGCGTCTCCTTGGGCAGTTTGTCCAGGGTTTCGACCTAACAATAACGTGACAAGG

-466 AACTACAAAATAAGCGTGAGTTCTAAAACAATGGGGTCGCTATCTGAGGAGGGTACGGACTAGAGCG

-399 TTCCCAGTCA^^T^ÇÇTTœ^GGGGGGAGCGTGCCAGGGGCTAGGGAAGGGCCGCCCTCCCCGC
HNF4B

-332 CTGGTCCTGCTGTCCTGAGGCACGTCTCATGGTCTGCACCCCCTCACCCCCACTTCTCTTCAGATTC

-265 tcctttcacctcggtcgctctcagactcatcccttccatcttcaccgccgtgggctttatcttcacc

-198 gccgtgggctttcctcaggacgcttcgggctctgcgcctccagctcgcgtccacacacgccgagccg

-131 CGCTCACCCTACCGCGCCCCAGGCGTCCCCGTCCCGCCCCCCGGGCCCGCTGCACTGTGGGTAGGCG

-64 GTGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGCTTAGAGCCCGCGGC^CGGGGAGGCCGCGCGCCGAAC^TG
antisens

Figure 20 : Structure du promoteur de prkaa2

La séquence du promoteur de prkaa2 a été obtenue à partir de la référence

ENSRNOG00000007706 sur ensembl (www.ensembl.org) puis analysée par le logiciel TESS

(http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess). Les oligonucléotides utilisés pour le clonage du
promoteur ont été représentés ainsi que la position des sites de liaison putatifs par HNF4a

(HNF4A et HNF4B) et le site d'initiation de la transcription.
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7. Régulation de l'expression de HNF4a par la protéine Cdx2

Bien que les protéines HNF4a et Cdx2 soient toutes deux impliquées dans des

méeanismes de régulation de la différenciation intestinale, aucun lien entre ces

deux protéines n'a encore pu être mis en évidence. Nous avons donc voulu

déterminer si les protéines HNF4a et Cdx2 pouvaient être impliquées dans des

mécanismes communs. Pour ce faire, nous avons comparé l'expression de

plusieurs gènes dans les cellules exprimant HNF4a. La comparaison de l'effet de

Cdx2 et HNF4al dans les IEC-6 a été effectuée sur des mieropuees à ADN

obtenues après surexpression de Cdx2 ou HNF4al dans les cellules IEC-6. De

façon intéressante, nos résultats ont montré que Cdx2 et HNF4al possédaient de

nombreuses cibles communes dans les cellules IEC-6 (tableau 10). Notamment,

nous avons pu identifier les gènes codant pour la villine, l'AFAR, l'A2M et

l'apolipoprotéine AI comme étant surexprimés par HNF4al et Cdx2 Hans les

cellules intestinales. Des analyses effectuées par RT-PCR ont mis en évidence une

sur- expression de ces gènes dans les deux types cellulaires, ainsi qu'une

surexpression de HNF4a par Cdx2 (figure 21a). La surexpression de HNF4a dans

les cellules Cdx2 a de plus été confirmée par immimobuvardage (figure 21b). Afin

de déterminer si la régulation de HNF4a par Cdx2 pouvait se faire de façon

directe, les deux régions promotrices de HNF4a (PI et P2) ont été clonées dans le

vecteur d'expression pCMVscript avant que des essais luciférases ne soient
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Tableau 10 : Comparaison de l'effet de la surexpression de Cdx2 ou HNF4al dans les

cellules IEC-6

Suite à ime étude par micropuces à ADN effectuées à partir de cellules surexprimant HNF4al

ou Cdx2, nous avons comparé l'expression de différents gènes dans les cellules IEC-6

HNF4al et IEC-6 Cdx2. Chaque condition a été testée en triplicata et chaque gène a été

retenu lorsque lem augmentation a été observée dans les trois conditions. Augm° :

augmentation. Signalisation/comm. cellulaire : signalisation et communication cellulaire.

Défense cell./organisme : défense de la cellule ou de l'organisme.

Les gènes surexprimés ont été classés en catégorie tel que décrit par Naïki et al (2002).
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actine

Induction promoteur P2

Figure 21 : Impact de la surexpression de Cdx2 sur l'expression de HNF4a

a) Analyse comparative par RT-PCR de l'expression de différentes cibles de HNF4al et

Cdx2 comparativement à des cellules non différenciées (lEC-6 puro) dans des cellules

nouvellement confluentes. b) Analyse par immunobuvardage de l'expression de HNF4a dans

les cellules IEC-6 HNF4al et IEC-6 Cdx2 nouvellement confluentes. c) Analyse par essais

luciférase dans des cellules Caco-2/15 de l'impact de Cdx2 sur l'induction des promoteurs

codant pour les différentes isoformes de HNF4a, 36 heures après la transfection. Les

inductions sont représentés par rapport au vecteur vide.
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dans des cellules Caco-2/15 en présence ou non de Cdx2. Ces tests ont montré que

Cdx2 était suffisant pour induire la surexpression des isoformes issues du

promoteur PI qui code pour les isoformes HNF4al à HNF4a6. En revanche

l'effet de Cdx2 sur les isoformes issues du promoteur P2 semble modéré ou nul

(figure 21c).
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Discussion

L'épithélium intestinal tient une place majeure dans l'organisme de par son rôle

dans la digestion et l'absorption des nutriments. Sa structure hautement

différenciée est caractérisée par une polarisation suivant des axes antéropostérieur

et apico-basal tandis que les cellules intestinales, notamment les entérocj^es, sont

caractérisées par une grande spécificité de fonction, que ce soit pour leur activité

métabolique ou leur fort potentiel d'absorption et de sécrétion. Dans l'intestin

grêle, les cellules épithéliales intestinales non différenciées situées au niveau de la

crypte vont se différencier au cours de leur migration vers les villosités où elles

vont devenir pleinement actives. Malgré l'existence de nombreuses études portant

sur la différenciation et le métabolisme intestinal, les mécanismes impliqués dans

ces phénomènes sont encore incomplètement connus.

La protéine HNF4a est un récepteur nucléaire principalement exprimé dans le

foie, le pancréas et les organes du tractus digestif. A l'heure actuelle, neuf

isoformes différentes de la protéine HNF4a sont connues, la répartition et

l'expression de ces isoformes variant suivant chaque organe. Les études menées

sur HNF4a dans le foie et le pancréas ont montré le rôle prépondérant de cette

protéine dans les mécanismes de différenciation ainsi que, d'un point de vue plus

cellulaire, dans le métabolisme et l'induction des jonctions cellulaires (Hayhurst et

al, 2001; Chiba et al, 2003; Satohisa et al, 2005). Tanaka et al (2006) ont pu

observer que les cellules intestinales exprimaient des isoformes issues des deux
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promoteurs PI et P2 du gène HNF4a tandis que Stegman et al. (2006) ont pu

mettre en évidence que l'expression des protéines HNF4a était localisée aux deux

tiers supérieurs de la crypte et dans la villosité. L'importance des protéines

HNF4a dans l'intestin a été mise en évidence par Garrison et al. (2006) qui ont pu

observer une disparition des cryptes coloniques ainsi qu'xme diminution des

cellules à mucus après une inactivation spécifique du gène HNF4a dans le colon

fœtal. Parallèlement, l'inactivation de HNF4a chez la souris provoque la mort in

utero. Les rôles de la protéine HNF4a dans l'intestin sont encore obscurs et peu de

ses cibles ont été identifiées. Nous avons donc voulu mieux connaître les rôles et

les fonctions de cette protéine en surexprimant KnS[F4al dans des cellules

épithéliales intestinales non différenciées de type IEC-6.

1 - Identification de nouvelles cibles de HNF4al

L'utilisation de micropuces à ADN a permis de constater qu'tm nombre très

important de gènes voyait leur expression modifiée par HNF4al. Les études

menées précédemment dans le foie et le pancréas ont déjà mis en évidence que la

protéine HNF4a est un transactivateur très puissant. A titre de comparaison,

plusieurs études ont permis d'observer la modification d'expression de 65, 62 et

278 gènes lors de la surexpression de HNF4a2 dans des cellules de carcinome

rénal HEK293, de foie HepG2 ou de pancréas INS-1 respectivement (Thomas et

al, 2001; Naiki et al, 2002; Lucas et al, 2005). Parallèlement, Odom et al. (2004)

ont mis en évidence que la protéine HNF4a pouvait lier les promoteurs de 910
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gènes dans les hépatocytes et de 758 gènes dans des cellules de pancréas, soit

beaucoup plus que ce qui est généralement observé pour d'autres facteurs de

transcription, tout en formant un réseau d'activation transcriptionnel avec les

protéines HNFl et HNF6. L'induction par HNF4al d'un nombre important de

gènes dans les cellules intestinales est donc tout à fait représentatif de ce qui a pu

être observé précédemment. Il est toutefois possible que certaines inductions

soient effectuées indirectement.

De façon plus particulière, toutes les études ont rapporté xme augmentation plus

importante de gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire, comme nous avons

pu le constater dans les cellules IEC-6 HNF4al (Thomas et ai, 2001; Naiki et al,

2002; Lucas et al, 2005). Il est intéressant de noter dans nos résultats que

plusieurs familles de protéines sont largement régulées par îiNF4al, telles les

protéines de transport de soluté (SLC), les cytochromes, les apolipoprotéines ainsi

que les protéines possédant une cassette de liaison de l'ATP (ABC). Ces protéines

sont généralement impliquées dans le transport cellulaire ou des phénomènes de

détoxification. L'induction de ces protéines par HNF4al, comme cela a déjà été

observé dans d'autres organes (Popowski et al, 2005; Abrahamsson et al, 2005;

Sumi et al, 2007) laisse supposer que HNF4al peut réguler de façon universelle

des gènes de ces familles, indépendamment de l'organe étudié, avec toutefois des

variations locales dans les membres induits.
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Nos résultats obtenus par l'utilisation de micropuces à ADN montrent une

augmentation d'expression de nombreux gènes impliqués dans le contrôle du

métabolisme, particulièrement lipidique. Récemment, de nombreuses études ont

mis en évidence le rôle clé de l'intestin dans le métabolisme lipidique puisqu'il

permet l'absorption des lipides ingérés avant la sécrétion dans la circulation

générale (Kruit et al, 2006). En effet, les mécanismes intestinaux impliqués dans

le transport, l'absorption ou la sécrétion de lipides sont différents du coté apical et

du coté baso-latéral des cellules intestinales. Les résultats obtenus par RT-PCR et

dans les analyses de micropuces à ADN nous ont permis d'observer une

augmentation d'expression des gènes codant pour ABCAl et pour les

apolipoprotéines Al et B qui sont impliquées dans la sécrétion et le transport des

triglycérides, esters de cholestérol et des HDL du coté baso-latéral des cellules

intestinales (Hui et Howles, 2005). De plus, on peut noter dans les cellules IEC-6

HNF4al une augmentation d'expression de la protéine « Scavenger Receptor BI »

(SRBI) qui est particulièrement exprimée au niveau de la bordure en brosse des

cellules villositaires et est impliquée dans la capture et le transport intracellulaire

de lipides (Cai et al, 2001). A l'opposé, l'expression des protéines ABCG5 et

ABCG8, impliquées dans l'efïlux de cholestérol dans la lumière intestinale, ne

varient pas, ce qui laisse supposer que HNF4al régule principalement l'expression

de gènes impliqués dans la sécrétion et le transport de lipides vers la circulation

sanguine générale. Bien que les gènes codant pour NPCILI, ACAT2, SARA2 et

MTP ne soient pas présents sur les micropuces à ADN, Sheena et al (2005) ont

montré que HNF4a contrôle directement l'expression de la MTP, ce qui pourrait
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conforter l'hypothèse que HNF4al interviendrait principalement au niveau de la

préparation des triglycérides, esters de cholesteryl et les HDL pour la sécrétion du

côté baso-latéral des entérocytes. Pascussi et al. (2007) ont montré que HNF4a

régulait l'expression du récepteur constitutif aux androstanes (CAR), qui est

important pour le contrôle du métabolisme lipidique et la détoxification cellulaire.

Pourtant, les micropuces à ADN ne nous permettent pas d'observer une variation

de l'expression de CAR. La régulation de CAR par HNF4al semble donc

restreinte au foie.

L'activité intestinale est caractérisée par un flux constant de molécules de la

lumière intestinale vers la circulation générale. La surexpression de HNF4al

induit une variation d'expression de nombreux gènes impliqués dans le transport

cellulaire, notamment des membres de la famille des protéines transporteuses de

soluté (SLC), l'aquaporine 11, ou les apolipoprotéines. En plus de participer à de

nombreux mécanismes métaboliques, HNF4al participerait aussi au transport de

molécules à travers les cellules intestinales, et ce pour des molécules qui ne sont

pas forcément lipidiques. Plusieurs gènes fortement surexprimés dans les cellules

IEC-6 HNF4al n'ont pas été décrits comme des cibles potentielles de HNF4(X,

telles les gènes codants pour les protéines AFAR ou Lgls4 surexprimées 407 fois

et 235 fois respectivement.

Finalement, parmi les gènes surexprimés, il est intéressant de noter que le gène

codant pour prkaa2, une sous-unité catalytique de l'AMPK, est surexprimé 72 fois
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dans les cellules IEC-6 HNF4al. Les études menées par immunobuvardage et

essais luciférase mettent en évidence une régulation directe de l'AMPK par

HNF4al, ce qui n'avait encore jamais été démontré. Malgré le nombre important

d'études portant sur l'activation et les cibles de l'AMPK, aucun inducteur de

l'expression d'une sous-unité de l'AMPK n'a été identifé. HNF4al serait donc le

premier régulateur transcriptionnel identifié de l'AMPK, via l'induction de prkaa2.

L utilisation des micropuces à ADN nous a donc permis de confirmer le rôle

important joué par HNF4al dans les cellules intestinales, notamment de par le

nombre important de gènes régulés. HNF4al semble aussi être une protéine clé

dans le contrôle du métabolisme lipidique, particulièrement au niveau du contrôle

de l'expression de protéines impliquées dans le transport et la sécrétion de lipides.

Finalement, ces micropuces nous ont permis d'identifier le premier régulateur

transcriptionnel d'une des sous-unités de l'AMPK.

2 — HNF4al et le métabolisme cellulaire

Malgré l'augmentation de l'expression de nombreux gènes impliqués dans le

métabolisme lipidique, on constate que bien qu'il y ait augmentation de la

synthèse lipidique il n'y a pas de changement dans le niveau de sécrétion. De plus,

bien que PPARa et PPARy soient des protéines clé dans le contrôle du

métabolisme lipidique, il n'est pas possible d'observer de variation d'expression

de ces deux protéines, ce qui laisse supposer que HNF4al peut influencer le

108



métabolisme lipidique intestinal de façon indépendante de PPARa et PPARy.

L'augmentation de la synthèse lipidique est probablement due à l'augmentation

d'expression de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme lipidique et/ou

l'import de lipides dans la cellule, comme SRBI par exemple. L'AMPK, régulée

notamment par le ratio intracellulaire ADP/ATP et LKBl, est une protéine clé

dans le contrôle métabolique cellulaire, notamment le métabolisme lipidique

(Hardie, 2005). Il est donc possible qu'une partie de l'activité métabolique induite

par HNF4al soit partiellement relayée par l'AMPK. De façon intéressante,

l'AMPK a un impact négatif sur la synthèse lipidique et sur l'activité de HNF4a,

via la phosphorylation de la sérine 304, tandis que HNF4al induit la synthèse

lipidique et l'expression de l'AMPK. Ces mécanismes laissent supposer une

régulation très fine du métabolisme, notamment lipidique, ainsi qu'une boucle de

contrôle activation/expression entre HNF4al et l'AMPK. L'absence de sécrétion

lipidique peut possiblement s'expliquer par le système de culture utilisé. La

sécrétion de lipides repose sur un système intestinal polarisé avec une circulation

des lipides du lumen intestinal vers la circulation générale. La culture cellulaire sur

plastique ou matrice ne permet pas une polarisation cellulaire comparable à celle

observée dans l'intestin. L'absence de sécrétion de lipides est peut être due à ce

défaut de polarisation ou à ime différenciation incomplète, même si HNF4al

augmente la résistance transépithéliale et induit une modification de la

morphologie cellulaire. Carrière et al. (2005) ont mis en évidence un contrôle de

l'apolipoprotéine A-IV par les lipides dans des cellules intestinales lors de l'ajout

de micelles du coté apical. Ces expériences menées dans des puits de culture
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contenant des filtres ont montré que la protéine ApoAIV pouvait être sécrétée dans

ces conditions. La culture de nos cellules sur des puits de culture de type

Transwell® ou sur des matrices aurait peut-être permis d'obtenir un effet

beaucoup plus représentatif d'im intestin normal. Il est intéressant de noter que la

culture de nos cellules sur matrigel a permis un renforcement du phénotype

différencié avec notamment une présence accrue de microvillosités. De même que

des cultures sur Transwell®, la culture des cellules IEC-6 HNF4al sur du matrigel

permettrait d'avoir une représentation plus adéquate de l'état de la régulation par

HNF4al de la synthèse et sécrétion lipidique intestinale. Il est donc possible

qu'une différenciation accrue aurait menée à une augmentation de la sécrétion des

lipides.

Parallèlement à l'augmentation de nombreux gènes impliqués dans le

métabolisme, nos observations ont montré que le milieu de culture des cellules

IEC-6 HNF4al devenait plus rapidement acide, ce qui montre que ces cellules

sont métaboliquement plus actives. Plusieurs études ont montré que HNF4al

contrôlait plusieurs protéines impliquées dans le contrôle du métabolisme

glucidique, tel que le récepteur à l'insuline dans le pancréas, et que son absence

était suffisante pour induire une forme de diabète (Bartoov-Shifman et al, 2002).

Les études menées par micropuces à ADN permettent d'observer une

augmentation de l'expression du récepteirr à l'insuline (2,3x) dans les cellules

IEC-6 HNF4al, ce qui laisse supposer que HNF4al possède un rôle dans le

métabolisme des sucres dans les cellules intestinales comme dans les cellules
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pancréatiques. L'augmentation d'expression du métabolisme du glucose via

l'induction du récepteur à l'insuline, ainsi que l'augmentation du métabolisme

cellulaire en général, peut probablement expliquer l'acidification du milieu.

L'augmentation par HNF4al de l'expression de nombreux gènes impliqués dans

le métabolisme lipidique n'est pas suffisante pour induire une sécrétion accrue de

lipides, ce qui laisse supposer que HNF4al ne peut induire seule la sécrétion

lipidique et nécessite la collaboration d'autres protéines. On peut toutefois noter

que HNF4al peut influer sur le métabolisme glucidique tout comme dans le

pancréas.

3 - HNF4al et la différenciation intestinale

Suite à l'expression de HNF4al dans des cellules IEC-6, de nombreuses

observations confortent l'hypothèse d'un rôle important de HNF4a dans la

différenciation intestinale. Les effets les plus facilement observables de la

surexpression de HNF4al dans les cellules IEC-6 sont la modification de la forme

cellulaire et l'apparition de microvillosités qui sont caractéristiques de cellules

différenciées. Nos résultats rejoignent les observations faites lors de précédentes

études qui montrent le rôle clé de HNF4a dans la différenciation et le métabolisme

hépatique (Li et al., 2000; Chiba et al, 2003; Battle et al, 2006). Récemment,

Chiba et al. (2006) ont observé que KrNF4a influençait la formation de

microvillosités dans des cellules de carcinome embryonnaire de souris F9, tout en

111



prouvant que HNF4a induisait une réorganisation du réseau d'actine en induisant

l'expression de la protéine EBP50 (SCL9A3R1). Les protéines de la famille des

Ezrine/radixine/moesine, dont fait partie EBP50 et E3KARP, sont des composants

des microvillosités et se lient aux filaments d'actine. Bien qu'EBPSO ne soit pas

présente dans nos micropuces à ADN, les résultats obtenus permettent d'observer

que plusieurs gènes codant pour des protéines impliquées dans l'organisation des

faisceaux d'actine ont leur expression modifiée dans les cellules IEC-6 HNF4al.

On pourra particulièrement noter la surexpression de la protéine E3KARP

(SLC9A3R2 ; augmentée 2,2x) qui possède des fonctions similaires à EBP50

(SLC9A3R1). EBP50 et E3KARP sont toutes les deux exprimées dans l'intestin,

avec une forte prédominance de EBP50 au niveau de la bordure en brosse

(Ingraffea et al, 2002). Les protéines Stmn2 (diminuée 28,lx) et midlinel

(diminuée 5,2x) interviennent au niveau de la régulation de la formation des

structures d'actine tandis que la protéine Maplb (diminuée 9,4x) joue un rôle

important dans la stabilisation des microtubules. On peut aussi observer une

surexpression de la villine, confirmée par RT-PCR, qui est habituellement

localisée dans la bordure en brosse des microvillosités intestinales et rénales et qui

est utilisée comme un marqueur de différenciation épithéliale intestinale (Athman

et al, 2002). On peut de plus observer une augmentation d'expression de la

tropomodulin I (augmentée 15x). La tropomoduline I intervient principalement au

niveau de la stabilisation de l'extrémité des filaments d'actine mais est

généralement exprimée au niveau des cellules musculaires (Fischer et Fowler,

2003). Nos résultats, joints à ceux de Chiba et al (2006), laissent supposer que
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HNF4al peut réguler, directement ou non, l'expression d'une gamme de protéines

impliquées dans la réorganisation des faisceaux d'actine au niveau des

microvillosités ainsi que dans la modification de la forme des cellules, notamment

via la régulation de l'expression de la villine, de EBP50 ou de protéines liées aux

filaments d'actines.

Chiba et al. (2003), Satohisa et al. (2005) ainsi que Battle et al. (2006) ont déjà

observé que la surexpression de HNF4a pouvait induire la formation de jonctions

en induisant l'expression de nombreuses protéines telles les dandines 6 et 7,

l'occludine ou la protéine Jam A. Malgré l'absence d'augmentation de la

résistance trans-épithéliale, nos résultats obtenus par l'utilisation de micropuces à

ADN montrent que HNF4al induit une augmentation d'expression de nombreux

gènes impliqués dans l'adhésion cellulaire, tels l'occludine (augmentée 5,2x) ou la

protéine Ceacaml (augmentée 23,9x). Il est intéressant de noter que, d'après les

analyses par micropuces à ADN, HNF4al semble n'affecter que l'expression de la

Claudine 18, contrairement à ce qui a été démontré précédemment (Satohisa et al.,

2005; Battle et al, 2006). Forcet et al. (2005) ont suggéré que l'AMPK pouvait

avoir rm rôle dans la polarisation cellulaire suite à ime induction par LKBl tandis

que Zheng et al. (2007) et Zhang et al. (2006) ont mis en évidence un rôle de

l'AMPK dans la régulation des jonctions cellulaire et de la morphologie cellulaire.

HNF4al pourrait donc induire une meilleure organisation des jonctions cellulaire

soit directement, soit par le biais de la protéine AMPK.
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Les récepteurs nucléaires sont généralement caractérisés par un réseau d'activation

très complexe. De la même façon, HNF4a interagit ou entre en compétition avec

plusieurs récepteurs de type stéroïdien, telles que les protéines PPAR.

L'augmentation d'expression de PPARp dans les cellules IEC-6 HNF4al est

intéressante car PPARp joue notamment un rôle dans la différenciation intestinale,

particulièrement au niveau du mécanisme de différenciation des cellules de

Paneth, tandis que son expression suit un gradient d'expression croissant de la

crypte vers la villosité (Vamat et al., 2006). Finalement, RARp, dont l'expression

est augmentée dans nos cellules IEC-6 HNF4al, possède un rôle encore mal défini

dans l'intestin. RARp interviendrait dans la stimulation de la différenciation de

cellules Caco-2/15 induite par des traitements à l'acide rétinoïque (McCormack et

al., 1996). Comme dans les hépatocytes, HNF4al pourrait directement ou

indirectement contrôler im réseau de régulateurs transcriptionnels, tels que PPARp

et RARp, qui menèraient à un phénotype intestinal épithélial.

Toutefois, malgré l'apparition de microvillosités et la surexpression de protéines

exprimées dans des cellules différenciées, il n'y a pas de modification

d'expression des gènes codants pour la lactase, la sucrase-isomaltase ou la

phosphatase alcaline, qui sont des enzymes normalement actives sur la bordure en

brosse et caractéristiques de cellules intestinales pleinement différenciées. Les

cellules IEC-6 HNF4al semblent donc caractérisées par l'apparition d'une

bordure en brosse, une augmentation des jonctions serrées ainsi que la

surexpression de nombreux gènes impliqués au niveau du métabolisme lipidique.
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mais une différenciation incomplète malgré l'induction de plusieurs protéines

impliquées dans des mécanismes de différenciation cellulaire. D'autres facteurs de

transcription, tel que Cdx2 pourraient être responsables de parachever la

différenciation intestinale.

HNF4al induit l'expression de nombreux gènes impliqués dans la différenciation

cellulaire tout en induisant une activité métabolique dans les cellules IEC-6 non

différenciées. Toutefois, cela n'est pas suffisant pour induire une différenciation

complète des cellules intestinales, malgré la surexpression des protéines AMPK,

RARp ou PPARp ou l'augmentation de l'activité métabolique. On peut toutefois

observer l'apparition de microvillosités et la formation de jonctions cellulaires plus

denses, ce qui laisse supposer que HNF4al peut induire im début de

différenciation intestinale, sans toutefois être suffisante pour que les cellules soient

pleinement différenciées.

4 - Activation de HNF4al par Cdx2

Dans l'objectif de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la

différenciation et le métabolisme intestinal, nous avons eu l'occasion d'effectuer

des micropuces à ADN basées sur des cellules IEC-6 infectées avec les protéines

HNF4al ou Cdx2. La protéine Cdx2 induit l'expression de gènes, tels la sucrase

isomaltase, lors de la différenciation des cellules intestinales (Mutoh et al, 2005).

Toutefois, des études menées par Escaffit et al (2006) ont montré que Cdx2 ne
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parvenait à induire qu'une différenciation partielle dans des cellules HIEC, ce qui

suggère que Cdx2 nécessite d'autres facteurs de transcription pour induire une

différenciation terminale. La comparaison des gènes induits par Cdx2 et HNF4al

nous a permis de constater une quantité importante de cibles communes. On

notera, là aussi, une augmentation d'expression de gènes impliqués dans le

métabolisme lipidique (apolipoprotéines), dans l'adhésion cellulaire (occludine,

Lgal2, Cadhérine 2) et les mécanismes de transports de molécules. Le nombre

relativement important de cibles communes peut s'expliquer par l'expression de

HNF4al dans les cellules IEC-6 Cdx2. Les promoteurs de HNF4al sont induits

par Cdx2 ce qui indique que îîNF4al et Cdx2 font partie d'un réseau régulateur

de la différenciation intestinale. Cdx2 et HNF4al étant impliquées toutes les deux

dans des mécanismes de différenciation cellulaire, ainsi que dans plusieurs voies

métaboliques, il est possible de conclure que ces protéines participent à des

mécanismes similaires ou complémentaires et que HNF4al est une protéine

probablement subordonnée à Cdx2. Au cours du développement, Garrison et al.

(2006) et Silberg et al. (2000) ont montré que ces deux protéines étaient exprimées

à peu près au même moment, au jour 9,5 post-coïtum. La régulation de HNF4al

par Cdx2 peut permettre d'expliquer pourquoi HNF4al est incapable d'induire à

elle seule une différenciation complète des cellules intestinales, plusieurs facteurs

complémentaires tels que Cdx2 étant absent dans nos cellules. L'absence de

différenciation complète dans les cellules intestinales exprimant HNF4al

s'explique par le besoin de plusieurs facteurs dans les processus de différenciation

intestinale, par exemple HNF4al et Cdx2. On peut aussi penser aux facteurs
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HNFl, HNF3 et les protéines BMP ou les protéines GATA qui sont

potentiellement impliqués dans des mécanismes de différentiation intestinale

(Bossard et Zaret, 1998; Gao et ah, 1998). Les cellules intestinales expriment

particulièrement les protéines GATA4, 5 et 6, avec GATA4 exprimé dans les

entérocytes de la villosité, GATA5 dans les cellules de Paneth notamment et

GATA 6 dans les cellules entéroendocrines (Dusing et Wiginton, 2005). Ces

protéines semblent donc impliquées dans la spécification terminale des cellules

intestinales, aussi peut-on supposer que G AT A4, 5 et 6 sont les facteurs

nécessaires pour une différenciation complète des cellules intestinales. .

L'apparition de cryptes déformées et réduites lors de l'inhibition de la voie des

BMP par surexpression de la protéine Noggin (Haramis et al, 2004) montre

clairement que ces facteurs tiennent une place importante dans le déroulement des

mécanismes de différenciation. Kosinski et al. (2007) ont aussi récemment

démontré que les protéines BMP possédaient une répartition spécifique dans les

cryptes intestinales tandis que Auclair et al. (2007) ont mis en évidence

l'importance du récepteur BMPRla dans la morphogenese des cryptes, notamment

dans le contrôle de la prolifération cryptale, ainsi que leur implication dans la

différenciation des cellules sécrétrices. Ces résultats prouvent que la voie des

BMP/Smads joue aussi un rôle important dans le contrôle de la morphogenese

intestinale.

En bref, les résultats obtenus semblent mettre en évidence une différenciation

incomplète des cellules, avec l'apparition de microvillosités et vm renforcement

des jonctions cellulaires sans qu'il y ait établissement d'ime polarisation et d'une

117



différenciation complète. La régulation par Cdx2 de l'expression de HNF4al

laisse supposer que ces deux protéines peuvent être impliquées dans des

mécanismes cormmms, plus particulièrement au niveau de la différenciation

cellulaire. Toutefois, la protéine Cdx2 n'est pas suffisante pour induire une

différenciation complète des cellules épithéliales intestinales, bien que nos

observations montrent que les cellules IEC-6 Cdx2 présentent des modifications

plus importantes que les cellules IEC-6 HNF4al. Ces observations laissent

suggérer que d'autres protéines, telles GATA ou BMP par exemple, peuvent être

impliqués dans la différenciation intestinale
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Conclusions générales et perspectives

HNF4a est un récepteur nucléaire orphelin exprimé principalement dans le foie, le

pancréas, et l'intestin. De nombreuses études ont mis en évidence son implication

dans les mécanismes glucidiques et particulièrement son importance pour la

prévention de l'apparition de certaines formes de diabètes. Parallèlement, de

nombreuses études basées sur des observations effectuées dans le foie ou sur des

cultures cellulaires ont mis en évidence l'implication de HNF4al dans la

régulation de nombreuses voies métaboliques, dont le métabolisme lipidique, ainsi

que dans les phénomènes de différenciation cellulaire. Peu d'observations ont

porté sur le rôle de HNF4a dans l'intestin malgré l'expression de plusieurs

isoformes de HNF4a. Le but de cette étude a été d'identifier les rôles potentiels

ainsi que de nouvelles cibles de HNF4a dans un contexte intestinal. Nous avons

utilisé pour cela des cellules épithéliales intestinales non différenciées IEC-6 dans

lesquelles nous avons exprimé HNF4al.

L'utilisation de micropuces à ADN nous a permis de constater que HNF4al était

un transactivateur très puissant dans les cellules épithéliales intestinales et que de

nombreux gènes impliqués dans le métabolisme, l'adhésion cellulaire et le

transport étaient surexprimés. En plus de l'augmentation de plusieurs gènes cibles

de HNF4a déjà identifiés (plusieurs apolipoprotéines notamment), on notera

l'augmentation d'expression des gènes AFAR, impliqué dans la détoxification

cellulaire, ou Lgals4 qui est impliqué dans l'adhésion cellulaire. Ces gènes n'ont
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jamais été identifiés comme étant des cibles de HNF4a. Plus particulièrement, la

protéine prkaa2, sous-unité catalytique de l'AMPK est surexprimée 72 fois dans

les cellules IEC-6 HNF4al. L'AMPK possède im rôle clé dans le contrôle du

métabolisme et participerait à l'établissement des jonctions cellulaires. Elle

pourrait de plus induire la différenciation de cellules indifférenciées. Notre étude a

permis de confirmer la régulation de la sous-unité al de l'AMPK, par le biais

d'une action sur son promoteur. Il reste toutefois à effectuer des études par

mutagenèse dirigée et par gel de retard de migration afin de confirmer le site

d'action spécifique de la protéine HNF4al. L'AMPK et HNF4al sont toutes les

deux des protéines impliquées dans des mécanismes cellulaires similaires,

métabolisme, contrôle de l'établissement de jonctions cellulaires. De plus leur

activation ou leur expression varie suivant la diète. Il semble donc logique de

penser que ces deux protéines interviennent dans les mêmes voies cellulaires. Dans

le but de mieux définir la relation entre ces deux protéines, il serait intéressant de

regarder si cette induction d'expression est spécifique à l'intestin ou si elle peut

aussi être observée au niveau du foie. Malgré l'absence de modification de la

phosphorylation de thréonine 172 de l'AMPK, nous ne savons pas quelle est

l'impact de la surexpression de la sous unité prkaa2 svir l'activation de cibles de

l'AMPK, telle la protéine mTOR. Il serait donc intéressant d'explorer de façon

plus approfondie l'impact de la surexpression de l'AMPK dans l'intestin et sa

relation avec HNF4a.
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En plus de nous aider à ridentification de nouvelles cibles de HNF4al, les

micropuces à ADN nous ont permis de constater que HNF4al et Cdx2

possédaient de nombreuses cibles communes puisque HNF4a est induit dans les

cellules exprimant Cdx2. Les études menées par essais luciférase nous ont permis

de montrer que la protéine Cdx2 induisait l'expression des isoformes issues du

promoteur PI et peut être du promoteur P2 du gène F[NF4a. Cdx2 et HNF4al

étant tous deux impliqués dans des mécanismes de différenciation cellulaire, on

peut supposer que ces deux protéines font partie d'un réseau d'activation

nécessaire à la différenciation intestinale. Plusieurs isoformes de HNF4al sont

exprimées dans l'intestin, aussi il serait intéressant d'étudier quelles isoformes

sont induites par Cdx2 dans les cellules intestinales. Des expériences de

mutagenèse nous permettraient aussi d'identifier le site d'action de Cdx2 sur le

promoteur PI de HNF4a. Finalement, l'utilisation de séquences antisens dirigées

contre HNF4a dans les cellules exprimant Cdx2 nous permettrait d'évaluer de

façon plus précise les gènes régulés par Cdx2 et HNF4a.

Parallèlement à l'identification de nouvelles cibles de F[NF4al, nous avons voulu

déterminer son action sur les processus de différenciation intestinale. Les études

menées par microscopie électronique nous ont permis d'observer des

modifications morphologiques importantes chez les cellules IEC-6 HNF4al.

Particulièrement, nous avons pu noter l'apparition de microvillosités sur ces

cellules, avec parfois des modifications de leur forme et la présence de quelques

empilements. L'activation de nombreuses enzymes impliquées dans le
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métabolisme, notamment lipidique, ainsi que les modifications morphologiques

observées suggèrent que les cellules IEC-6 HNF4al ont entamé un processus de

différenciation. De plus, nous avons pu observer que les jonctions cellulaires

étaient mieux organisées suite à l'augmentation de HNF4al. Toutefois, malgré ces

modifications, les cellules IEC-6 n'ont pu se différencier totalement, les enzymes

de la bordure en brosse n'étant par exemple pas exprimées, et nous n'avons pu

observer de polarisation complète de ces cellules, malgré une augmentation de la

résistance transépithéliale. Ces observations suggèrent que HNF4al est suffisant

pour induire un début de différenciation sans toutefois pouvoir induire ime

maturation complète des cellules intestinales. Les expériences de culture sur

matrice ont permis de constater une différenciation accrue des cellules IEC-6

HNF4al. Afin d'avoir une meilleure compréhension des mécanismes de

différenciation, il serait intéressant d'effectuer des cultures de cellules IEC-6 sur

des matrices ou des microfiltres afin de pouvoir obtenir ime polarisation dans le

milieu dans le culture, comme cela est observé in vivo. Il serait de plus instructif

d'effectuer des expériences de co-infections HNF4al et Cdx2 ainsi que des

protéines déjà connues pour être impliquées dans la différenciation intestinale

telles que les protéines GATA ou les protéines BMP et SMADs. L'obtention de

cellules plus différenciées permettrait de plus d'avoir une meilleure

compréhension du métabolisme lipidique et d'avoir une sécrétion normale.

Parallèlement, les protéines impliquées dans les modifications des jonctions

cellulaires n'ont pas été identifiées dans notre modèle. Il serait donc nécessaire

d'effectuer une étude plus approfondie des protéines impliquées dans la formation
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et le maintien des jonctions cellulaires. Il serait intéressant d'observer en premier

la localisation et l'expression de protéines déjà régulées par HNF4al, telles

certaines protéines JAM et l'occludine. Finalement, nos modèles cellulaires

n'expriment que l'isoforme HNF4al, contrairement aux cellules intestinales qui

expriment plusieurs isoformes. La coexpression des isoformes HNF4al et

HNF4a7 dans les cellules IEC-6 permettrait d'observer si les différentes isoformes

de HNF4a peuvent induire une synergie d'activité et mener à une différenciation

plus importante.
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Annexe 1 : liste des gènes cibles déjà identifiés de HNF4al

Gènes cibles référence

al-antitrypsine (serpine Al) (Hu and Perlmutter, 1999)

Acyl coA oxydase ? (Winrow et al., 1994)

Adenosine Deaminase (Dusing et al., 2000)

Aldéhyde déhydrogénase 2 (You et al., 2002)

Aldolase B (Gregori et al., 1998)

Angiotensinogène (Yanai et al., 1999)

Antithrombine (Femandez-Rachubinski et al., 1996)

Apolipoprotéine A-I (Zannis et al., 2003)

Apolipoprotéine A-II (Ribeiro et ai., 1999)

Apolipoprotéine A-IV (Sauvaget et al., 2002)

Apolipoprotéine B (Antes et al, 2001)

Apolipoprotéine C-II (Kardassis et al., 1998)

Apolipoprotéine C-III (Kardassis et al., 2002)

BGP (Hauck et al., 1994)

Camitine palmytoyle transférase I (Louet et al., 2002)

Cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1) (Stroup and Chiang, 2000)

Cluster Serpine 14q32.1 (Rollini and Foumier, 1999)

CRBPll (Nakshatri and Chambon, 1994)

Cyp2a4 (Yokomori et al., 1997)

Cyp2a5 (Ulvila et al., 2004)

Cyp2cl, Cyp2c2, Cyp2c3 (Chen et al., 1994)

Cyp2c9 (Ibeanu and Goldstein, 1995)

Cyp2cl2 (Sasaki et al., 1999)

CYP2C23 (Roussel et al., 1995)

Cyp3a2 (Miyata et al., 1995)
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Gènes cibles Référence

Cytochrome P450 (Joveretal., 2001)

DD-4 (Ozeki et al., 2002)

Erythropoïétine (Makita et al., 2001)

Facteur VII (Arbini et al., 1997)

Facteur IX (Naka and Brownlee, 1996)

Facteur X (Wilberding and Castellino, 2000)

Facteur XI (Tarumi et al., 2002)

Facteur XII (Farsetti et al, 1998)

Glucokinase (Roth et al., 2002)

Glucose 6 phosphatase (Massillon et al., 2003)

G3PDH (Stofifel and Duncan, 1997a)

Guanylate cyclase C (Roy et al., 2001) (Swenson et al., 1999)

HGFL (Wetzel et al., 2003)

HNF-1 (Jung and KuIIak-Ublick, 2003)

HNF-6 (Lahuna et al., 2000b)

Hydratase deshydrogenase (Winrow et al., 1994)

iNOS (Guo et al., 2002)

Insuline (Bartoov-Shifman et al., 2002)

MCAD (Carter et al., 1993)

MSP (Ueda et al., 1998)

MTP (Hagan et al., 1994)

Omithine transcarbamylase (Inoue et al., 2002)

PEPCK cytosolique (Beale et al., 2003)

P3KCTB (Hansmannel et al., 2003)

PPARa (Pineda, 1 et al., 2002)
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Gènes cibles Référence

Prolactine (Moldrup et al., 1996)

Prothrombine (Ceelie et al., 2003)

Pyruvate Kinase L (Yamada et al., 1997)

PXR (Kamiya et al., 2003)

SHBG (Janne and Hammond, 1998)

SREBP-lc (Tarling et al., 2004)

Stérol 12a-hydroxylase (Castillo-OIivares and Gil, 2001)

Sterol 27-hydroxylase (Garuti et al., 2002)

Transferrine (Schaeffer et al., 1993)

Transporteur du glucose-2 (Stoffel and Duncan, 1997b)

VLACSR (Inoue et al., 2004)
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Annexe 2 : Liste récapitulative des gènes surexprimés plus de quatre fois dans les

cellules IEC-6 HNr4al

Les cellules IEC-6 HNF4al et IEC-6 puro ont été cultivées pendant 30 jours suite à l'atteinte

de la confluence puis leurs ARNs a été extrait pour être traité tel qu'indiqué dans le chapitre

matériel et méthodes. Les niveaux d'expression ont été comparés par rapport à des cellules

IEc-6 infectées avec un vecteur vide.
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