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Hémophilie 8 Leyden : 
les corrections naturelles 
d'un déficit temporaire 
de transcription 

Des déficits enzymatiques sont très souvent observés mal­
gré la présence de l'enzyme en concentration normale : 
la protéine est peu ou pas active car codée par un gène 
porteur d'une mutation ou d'une délétion dans une région 
exprimée. La grande majorité des hémophilies B sont 
induites par des mutations de ce type dans le gène du 
facteur IX de la coagulation. Plus rarement, une muta­
tion dans une région régulatrice d'un gène ou d'un trans­
crit aboutit à la synthèse d'une protéine normale et fonc­
tionnelle, mais en quantité insuffisante. Enfin, le défaut 
de synthèse d'une protéine normale dans l'enfance peut 
se corriger secondairement au cours du développement 
de l'organisme, reflétant une situation exceptionnelle de 
« thérapie génique » naturelle. La maladie de Leyden, un 
cas rare d'hémophilie B, reste, jusqu'à présent, un exem­
ple unique à cet égard. Cette affection résulte de muta­
tions dans le promoteur du gène du facteur IX, et 
comporte une réactivation de ce promoteur muté par 
des facteurs de transcription apparus à la puberté. 

R appelons très brièvement 
que les événements bio­
chimiques qui suivent 
une atteinte vasculaire et 
aboutissent à l 'hémostase, 

reposent sur l 'activation de << fac­
teurs ,, , qui sont en fait des enzymes 
plasmatiques initialement présentes 
sous forme de précurseurs inactifs. 
Ces enzymes activent d'autres pré­
curseurs et l 'ensemble de ces réac­
tions en chaîne constitue la cascade 
de la coagulation. Les facteurs de 

coagulation VIII et IX sont essentiels 
dans cette cascade, et le dysfonction­
nement ou, a fortiori, l 'absence de 
l'une ou l 'autre de ces protéines 
provoque des anomalies de coagula­
tion : ce sont les hémophilies << A , 
lorsque le facteur VIII est déficient, 
ou << B , lorsque le facteur IX est en 
cause. Les individus hémophiles ont 
un temps de saignement prolongé, 
évidemment dangereux en cas de 
blessure, et souffrent d'hémorragies 
internes spontanées, particulière-
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ment localisées aux articulations. Ces 
anomalies ne s'expriment qu'à l 'état 
récessif, au moment où l'allèle intact 
n'est plus là pour synthétiser une 
protéine fonctionnelle. Effective­
ment, le gène du facteur IX (gène 
FIX) est situé sur le chromosome X 
(en position Xq27) . De ce fait, une 
mutation du gène FIX, responsable 
d'une hémophilie B, sera transmise 
par la mère, mais n'aura d'incidence 
pathologique que chez les descen­
dants mâles, atteints à une fré­
quence de 1 pour 30 000 par cette 
maladie. La plupart de ces mutations 
affectent les fonctions de l 'un ou 
l'autre des nombreux domaines dis­
tincts du pré-pro-peptide précurseur 
du facteur IX, long de 461 acides 
aminés, et codé par les 8 exons du 
gène, lui-même s'étendant sur près 
de 40 kb [ 1 ] .  Il est hors de propos 
de détailler ici la liste, toujours crois­
sante, des mutations du gène FIX 
associées à une protéine anormale et 
à un phénotype hémophile. Le lec­
teur pourra, à ce propos, se repor­
ter à un catalogue déjà long d'envi­
ron 800 mutations répertoriées, et 
régulièrement tenu à jour depuis 
1 990 par un comité ad hoc [2] . Dans 
le cadre de cette revue, notre inté­
rêt va désormais se cantonner au 
champ plus étroit de la région 
d'ADN dite << promotrice » qui con­
trôle l 'expression de ce gène, et des 
anomalies de fonctionnement de ce 
promoteur. 1 Hémophilie B Leyden : 

tableau clinique 
et biologique 

La prem1ere observation d'une 
hémophilie B à caractère génétique 
et transitoire remonte à 1 970 [3] . La 
description biologique et clinique de 
cette forme d'hémophilie B, dite 
'' de Leyden », souligne deux faits. 
D'une part, l' importance des anoma­
lies de coagulation est corrélée à un 
déficit de concentration plasmatique 
du facteur IX, mesuré en tant 
qu'antigène, indiquant, dans ce cas, 
l 'activité normale de la protéine 
synthétisée et donc l 'absence d'une 
mutation affectant les régions codan­
tes du gène FIX. D'autre part, la 
concentration plasmatique de cette 
protéine est peu ou pas mesurable 
chez le jeune garçon, puis croît en 
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moyenne de 4 % à 5 % par an à 
partir de l 'âge de quatorze ans, 
pour finalement atteindre chez 
l 'adulte un taux plasmatique se 
situant entre 30 % et 70 % de la 
normale. Parallèlement, les signes 
classiques d'hémophilie (hémarth­
rose, hématomes intra-musculaires) 
sont observés chez l'enfant mais dis­
paraissent chez l 'adulte [ 4] . Cet 
accroissement du taux plasmatique 
de facteur IX apparaissant à la 
puberté chez le garçon hémophile, 
et l 'observation complémentaire 
qu'une augmentation analogue du 
taux de facteur IX n 'est pas détec­
tée chez les filles porteuses de la 
mutation, ont conduit à conclure 
que l 'activité du gène FIX est sous 
la dépendance de la testosté­
rone [ 4] . De fait, le traitement d'un 
garçon de huit ans par des dérivés 
de cette hormone a significative­
ment augmenté son taux plasmati­
que de facteur IX [5] . La conclusion 
atteinte dès 1 985 [5] a donc été 
que, dans l 'hémophilie B Leyden, 
une mutation du gène FIX affecte la 
régulation de son expression, et non 
ses régions codantes. 

1 Le gène FIXLeyden 
et ses mutations 

Sur de telles bases, à partir de 
l 'AD de plusieurs malades mon­
trant un phénotype Leyden, divers 
laboratoires ont cloné la région 5' 
flanquante du gène FIX, et comparé 
la séquence obtenue à celle du gène 
normal. Un bilan est présenté dans 
le Tableau 1 Les mutations associées 
à cette maladie délimitent une 
courte région du gène FIX, appelée 
<< région spécifique Leyden ,, par cer­
tains auteurs [ 1 0] ,  couvrant au mini­
mum les nucléotides -26 à + 1 3, et 
dans laquelle certains nucléotides 
peuvent présenter plusieurs muta­
tions distinctes (Tableau !). méde­
cine/sciences n'avait pas manqué, en 
temps voulu, de signaler l'existence 
de certaines de ces mutations et 
d'en souligner l ' importance fonc­
tionnelle (m/s n° 7, vol. 6, p. 710 et 
n° 7, vol. 8, p. 739). 
Le biais de sélection des individus 
inhérent à la recherche du phé­
notype Leyden ne permet évidem­
ment pas de savoir si des mutations 
sans effet pathologique notable exis-

tent à d'autres positions dans cette 
'' région Leyden » . Toutefois, le nom­
bre de cas d'hémophilie Leyden déjà 
étudiés permet de mettre en évidence 
la possibilité d'une variation de la gra­
vité des signes cliniques et du taux 
plasmatique de facteur IX, en fonc­
tion de l 'emplacement de la mutation 
observée. Le Tableau 1 illustre ce pro­
pos : la plupart des mutations en posi­
tion -6 s'accompagnent d'un taux 
plasmatique de facteur IX relative­
ment élevé, tant chez l 'enfant qu'à 
l 'âge adulte ; en revanche, d'autres 
mutations, telle A_, G en + 1 3, sont 
associées à un taux plasmatique plus 
ba . Enfin, un phénotype exception­
nel accompagne la mutation située 
en -26 : le caractère transitoire de 
l'hémophilie a disparu, et le taux plas­
matique de facteur IX reste nul à 
l 'âge adulte. Stricto sensu, cette der­
nière mutation ne devrait donc pas 
être associée à l 'appellation d'hémo­
philie B Leyden, dont le phénotype 
transitoire a, jusqu'ici, constitué le cri­
tère distinctif. Toutefois, cette muta­
tion en -26 n 'est que le cas extrême 
d'une série de mutations affectant 
plus ou moins sévèrement le fonction­
nement du promoteur du gène FIX 
et, à ce titre, elle a donc toute sa 
place ici. En effet, ce sont bien les 
capacités transcriptionnelles - nor­
males ou réduites - du gène FIX que 
nous allons envisager désormais. 

1 Un départ 
de transcription discuté 

L'emplacement du point de départ 
de la transcription du gène FIX nor-
mal est loin de faire l 'unanimité. La 
figure 1 présente l 'état actuel de la 
question. D 'une part, el le met en 
évidence un désaccord concernant 
l'emplacement du principal point de 
départ de la transcription, situé .en 
+ 1 ou en - 1 76 selon les auteurs, et, 
dans ces deux cas, elle montre, 
d'autre part, une multiplicité de 
points de départ secondaires. En 
effet, lors de deux études distinc-
tes [ 19, 20] , toutes deux utilisant les 
techniques complémentaires d'allon-
gement d'amorce et de protection 
de sonde contre la RNAse, le point 
de départ de transcription du gène 
FIX a tout d'abord été placé à la 
position + 1 ,  ainsi que, avec une 
importance plus accessoire, aux posi- ---• 
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tians +4 et +30. Soulignons que cette 
hétérogénéité possible du point de 
départ de transcription ne con titue 
pas une rareté pour un gène 
dépourvu de boîte TATA [20] . Mais, 
par la suite, le point de départ de 
transcription a été ré-examiné par les 
mêmes techniques, lors d'une étude 
fonctionnelle utilisant des con truc­
tians pla midiques avec le gène de la 
chloramphénicol acétyl transféra e 
(CAT) servant de gène te t (gène 
rapporteur) [2 1 ] .  Cette troisième 
étude n'a pas confirmé les précéden­
tes observation puisque le point de 
départ a été alors localisé en position 
- 1 50, c'e t-à-dire à 1 50 base en 
amont de son précédent emplace­
ment ; trois autres points de départ 
mineurs ont également été ob ervés 
entre -62 et -247, mais aucun n'a été 
détecté à la po ition + 1  [ 2 1 ] .  Il a été 
avancé [20] que ces déterminations 
faites avec les construction CA T 
étaient faus e , du fait même des 
constructions. Toutefois, cet argu­
ment ne tient plus, face aux tout 
récents résultats obtenus avec des 
ARNm de foie humain : non eule­
ment par la technique d'allongement 
d'amorce, mais aussi par reverse 
transcriptase-PCR, le principal point de 
départ de transcription e t claire­
ment localisé à - 1 76, même si un 
autre point de départ mineur est 
observé à - 1  [22] . Enfin,  et au vu de 
la bonne conservation du gène FIX 
entre espèces [23] , la description 
chez le chien d'un AD c commen­
çant à une po ition équivalente au 
nucléotide - 1 75 chez l 'homme [24] 
est un fort argument indirect en 
faveur d'un départ de transcription 
du gène humain en - 1 76, c'est-à-dire 
bien plus en amont que le nucléotide 
+ 1 propo é initialement. 
Un fait est certain : selon que le 
point de départ est en + 1 [ 1 9, 20] 
ou autour de - 1 50/-1 80 [ 2 1 ,  22] , la 
courte séquence génique allant de 
-26 à + 1 3  et contenant toutes les 
mutations connue pour être asso­
ciées à la maladie de Leyden,  ou 
bien fait partie d'une région promo­
trice en grande partie non trans­
crite, ou bien est entièrement loca­
lis ' e sur une région transcrite 
(figure 1). Le cond cas de figure 
ouvre alors des possibilités supplé­
mentaires de régulation post­
transcriptionnelle. 

1 Contrôle normal 
de transcription 
du gène FIX 

Jusqu'à un passé récent, les études 
structurales et fonctionnelles de la 
région régulatrice 5' flanquante du 
gène FIX ont été très limitées. Ces 
études ont été menée sur le gène 
humain, par l 'approche classique 
dans laquelle des con tructions plas­
midiques combinent un gène rap­
porteur CA T et de délétions orien­
tées du promoteur du gène 
FIX [ 2 1 ] .  Le facteur IX plasmatique 
est une protéine quantitativement 
mineure (5 J..Lg/rnl chez l'adulte nor­
mal) et, si l 'on admet la relation 
très simplifiée : taux de protéine = f 
(transcription) , il n 'est donc pas sur­
prenant que ces études fonctionnel­
les aient montré un très faible acti­
vité transcriptionnelle intrinsèque du 
promoteur du gène FIX comparée, 
par exemple, à celle de promoteurs 
viraux [ 2 1 ] .  Considérée dans on 
ensemble (figure 1), la région 5' 
régulatrice du gène FIX est tout 
d'abord constituée d'un promoteur 
minimal proximal, dépourvu de boî­
tes TATA et CCAA T évidentes, et 
situé dan la séquence - 1 76 à -274 
par rapport au point de départ de 
transcription ( ici, et dans les para­
graphes uivants, cette numérotation 
se réfère par commodité au point 
de départ utilisé dans la équence 
<< de référence '' du gène FIX [ 1 ] ,  
mais ne préjuge pa de son exacti­
tude) . La région régulatrice com­
porte, de plus, un segment distal, en 
position - 1 400 à - 1900, qui a un 
effet négatif (silenœr) sur le contrôle 
de la tran cription, et peut, à ce 
titre, participer à l'activité faible de 
tran cription du gène. Sur une par­
tie de région 5' flanquan te couvrant 
7 kb au total, aucun autre élément 
régulateur distal n 'a, jusqu'ici, été 
mis en évidence [2 1 ] .  En outre, les 
constructions GAT concernant tant 
ce promoteur minimal que ce silen­
œr ne montrent d'activité détectable 
que dan le contexte d'une lignée 
hépatocytaire ,  tel l ' hépatome 
humain HepG2. Cette observation 
indique que l 'expression du gène 
FIX est strictement limitée à l 'hépa­
tocyte. Ce résultat a, par ailleurs, été 
démontré lors de la recherche de 
tran crits FIX dans une large série 
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Tableau 1 

LES MUTATIONS DU G È N E  FIX ASSOCIÉES A L'H É MOPHILIE LEYDEN 

Point de mutation8 Mutation Taux de FIX plasmatiqueb Origine de Références 
avant 1 4 ans après 20 ans la famille• 

-26 G � c  0 0 Al lemagne [6)  
-21 T � G  0 1 5  Belgique (7]  
-20 T � A  1 37 Hol lande [8) 
-20 T � A  1 60 Hol la nde ? [2)  
-20 T � c  9 ? F ra nce [9) 
-6 G � A 1 N F ra nce [9) 
-6 G � A 1 1  62 USA [ 1 0) 
-6 G � A 1 3  70 G B  [ 1 1 )  
-6 G � A 9 ? F ra nce ? [ 1 2) 
-6 G � A 30 ? G B  [ 1 3) 
-6 G � C  < 1  27 F ra nce ? [ 1 2) 
-5 A � T  3 ? ? [ 1 4) 
-5 A � G  ? ? G B  [ 1 5) 
+6 T � A  < 2  > 37 U SA ? [ 1 6) 
+8 T � c  1 32 G B  ( 1 7] 

+ 1 3  A � c  < 1 ? Al lemagne ? [2)  
+ 1 3  A � G  1 2  N F ra nce [9) 
+ 1 3  A � G  0 24 Arménie [ 1 8) 
+ 1 3  déi . A 1 40 G rèce [ 1 8) 

a Cette numérotation correspond à la séquence complète du gène FIX telle qu'elle a été initialement publiée [ 1] et prend en 
compte le point de départ de transcription numéroté t1 dans cette même référence [ 1]. Cette numérotation ne tient donc pas 
compte du désaccord actuel concernant l'emplacement réel du point de départ de transcription, discuté par ailleurs dans cet article. 
b Activité de coagulation i n  vitro, exprimée en pourcentage de la normale. Lorsque le propositus n 'a pas encore atteint la puberté 
et que des adultes ex-hémophiles de la même famille ont pû être examinés, les valeurs données représentent une moyenne 
familiale. N, valeur non précisée mais considérée comme normale. 
c L 'origine est indiquée avec une précision très variable selon les publications. L 'ethnie n'est jamais précisée. Toutes les don­
nées présentées ici correspondent à des familles distinctes, sans liens de parenté connus. Les autres études familiales dans les­
quelles la mutation n'a pas été totalement identifiée ne sont pas indiquées. 

5' - - -
-1 900 -1 400 -274 -214  - 1 76 

fW&Wff#â------7�' :_ . L. -26 
-,1 r+ :· • 
: 1 4 ·- · 

Région LS 

1 3  
.- • 
. - - - 3' 

30 

Figure 1 .  Positions relatives des points de départ de la transcription, du promoteur minimal, d'un silen­
cer, et de la << région Leyden " dans le gène FIX humain. La région 5' flanquante du gène est représentée 
par une ligne continue. Les points de départ de transcription décrits dans la littérature sont indiqués par une flè­
che coudée ancrée au nucléotide au niveau duquel commence la transcription. Les points de départ majeurs sont 
en trait plein, ceux correspondant à des transcriptions mineures sont en pointillé. Les points de départ déterminés 
par Ansan et Reijnen [ 79, 20] sont placés au-dessus du gène FIX ; ceux déterminés Salier et Kurachi [21, 221 sont 
placés en dessous. Le promoteur minimal de - 1 76 à -27 4 [21] est en bistre. Un élément de régulation négative 
couvrant la région - 1400 à - 1900 [2 1] est représenté par des hachures. La 11 région spécifique Leyden », désignée 
par 11 LS » et délimitée par une ligne rouge, s 'étend de -26 à + 13. L 'ATG correspondant le plus probablement à 
la méthionine d'initiation de la protéine facteur IX est en position +51 (absente sur ce schéma) [ 1]. La numérota­
tion utilisée correspond à la séquence complète du gène FIX telle qu'elle a été initialement publiée [ 7] et elle se 
réfère au point de départ de la transcription numéroté + 1 tel qu'il était connu à l'époque [ 19]. Les différents élé­
ments ne sont pas tous représentés à la même échelle. 

m/s n° 2 vol. 10, jroril!l· 94 1 89 



1 90 

RÉFÉRENCES ------

1 1 . Crossley M, Winship PR, Austen DEG, 
Riza CR, Brownlee CG. A Jess severe form 
of haemophilia B Leyden. Nuc/eic Acids Res 
1 990 ; 1 8 : 4633. 

1 2. Vidaud D, Tartary M, Costa JM, et al. 
Nucleotide substitutions at the -6 position 
in the promoter region of the factor IX 
gene result in different severity of hemo­
philia B Leyden : consequences for gene­
tic counseling. Hum Genet 1993 ; 91 : 241-4. 

1 3. Stowell KM, Figueiredo MS, Brownlee 
CG, Jones P, Bolton-Maggs PHB. Haemo­
philia B Liverpool : a new British family 
with mild haemophilia B associated with a 
-6 G to A mutation in the factor I X  pro­
mater. Br J Haematol 1993 ; 85 : 1 88-90. 

1 4. Picketts DJ, D'Souza C, Bridge PJ, Lil­
licrap D. An A to T transversion at posi­
tion -5 of the factor IX promoter results 
in hemophilia B. Genomics 1992 ; 12 : 1 61-3. 

15. Saad S, Green PM, Murday V, Minford 
A, Giannelli F. A novel promoter mutation 
in the factor IX gene. Br j Haematol 1 992 ; 
80 (suppl 1 )  : 16.  

16. Freedenberg DL, Black B. Altered 
developmental control of the factor IX 
gene : a new T to A mutation at  position 
+6 of the FIX gene resulting in hemophi­
lia B Leyden. Thromb Haemost 1 99 1 ; 65 : 
964. 

1 7. Royle G, Van de Water S, Berry E, 
Ockelford PA, Browett PJ. Haemophilia B 
Leyden arising de novo by point mutation 
in the putative factor IX promoter region. 
Br ] Haematol 1 991 ; 77 : 19 1-4. 

18. Reitsma PH, Mandalaki T, Kasper CK, 
Bertina RM, Briët E. Two novel point 
mutations correlate with an altered deve­
lopmental expression of blood coagulation 
factor I X  ( hemophilia B Leyden phe­
notype) .  Blood 1 989 ; 73 : 743-6. 

19 .  Ansan DS, Chao KH, Rees DJG, et al. 
The gene structure of human antihaemo­
philiac factor IX. EMBO j 1984 ; 3 : 
1 053-60. 

d'organes de primate, parmi lesquels 
seul le foie s'est avéré positif [2 1 ] .  
Enfin, le gène FIX est soumis à un 
contrôle au cours du développe­
ment : une étude chez la souris 
montre que le taux hépatique des 
ARNm correspondants augmente 
significativement dans la période 
périnatale et atteint son maximum 
à l 'âge adulte [25] . 
Il est maintenant bien connu que la 
région 5' flanquante de la plupart 
des gènes à expression préférentiel­
lement ou strictement hépatique est 
sous la dépendance d'un ou de plu­
sieurs facteurs de transcription 
appartenant à au moins quatre 
familles de protéines, dont les repré­
sentants principaux sont appelés res­
pectivement H F-1 ,  HNF-3, HNF-4 
et C/EBP [26] . En ce qui concerne 
le gène FIX, ce n'est que très récem­
ment que l ' importance de certains 
de ces facteurs, et l 'existence des 
domaines de fixation corre pondants 
sur la région promotrice du gène, 
viennent d'être appréciées, précisé­
ment lors des études portant sur 
l 'hémophilie B Leyden. 1 Perturbations 

de transcription 
dans le promoteur 
du gène FIXLeyden 

Étant donné la lourdeur des techni­
ques mises en jeu lors d'une analyse 
fonctionnelle de promoteur de gène, 
il n'est pas surprenant que toutes les 
mutations connues pour être asso­
ciées à un phénotype Leyden 
(Tableau I) n'aient pas systématique­
ment donné lieu à une telle étude. 
Quatre équipes distinctes se sont tou­
tefois attaquées à cette tâche, cha­
cune privilégiant certaines des muta­
tions connues [ 6, 7, 10, 22, 27-29] . En 
outre, ces équipes ont focalisé leurs 
recherches sur le promoteur propre­
ment dit, et par conséquent nous 
n'envisagerons pas ici l ' importance 
d'éléments régulateurs distaux, tels 
que le silenœr évoqué précédemment 
ou d'éventuels mhanœrs. Nous allons 
donc tout d'abord considérer -
mutation par mutation - les anoma­
lies de fixation de facteurs de trans­
cription sur le promoteur, et leurs 
conséquences. Le fait que les travaux 
des équipes concernées aient finale­
ment abouti à des propositions cliver-

gentes de mécanismes compensatoi­
res sera ensuite discuté. La figure 2 
présente les sites de fixation (boîtes) 
de facteurs de transcription, mis en 
évidence sur la région promotrice du 
gène FIX. Au sein du promoteur nor­
mal, les différentes études s'accor­
dent sur la présence de six boîtes 
majeures [22, 27, 29] , numérotées ici 
I à VI, la boîte VI étant la plus dis­
tale. Par des techniques in vitro 
(empreinte à la DNAse 1 ,  retard sur 
gel) , ou in vivo ( transfections de plas­
mides munis d'un gène rapporteur) , 
les boîtes I et VI ont été clairement 
identifiées comme des sites de liaison 
fonctionnels pour la protéine C/EBP, 
la boîte I I I  fixe le facteur HNF-4, et 
la boîte V fixe le facteur NF-1 [6, 22, 
27, 28] . A ce jour, les facteurs aptes 
à se fixer sur les boîtes II et IV ne 
sont pas encore identifiés. otons 
également que seules les boîtes 1, II 
et I I I  recouvrent la région LS 
(figure 2). L'importance de cette 
région LS dans le contrôle d'expres­
sion du gène FIX a été initialement 
démontrée par des constructions 
CA T sous contrôle du promoteur FIX 
plus ou moins délété en 3 '  dans sa 
région LS : la délétion de la boîte 1 ,  
mais non celle des boîtes suivantes, 
permet de conserver à ce promoteur 
une activité de base normale [ 1 0 ] .  
Les analyses fonctionnelles des muta­
tions naturelles ont ensuite précisé 
cette observation. 

Effet d'une mutation en position 
+13  
Une seule étude, relativement limi­
tée [ 2 7 ] , a jusqu 1c 1  examme 
l ' importance fonctionnelle de cette 
mutation dans la boîte 1. La muta­
tion A -7  G en + 1 3  abolit la capa­
cité de la boîte 1 à lier le facteur 
C/EBP. Dans l'environnement d'une 
lignée d'hépatome humain, le pro­
moteur muté associé à un gène GAT 
conserve une activité basale nor­
male, mais il n 'est plus transactivé 
par la frotéine C/EBP. Cette 
étude [27 n'a toutefois pas consi­
déré les éventuels rapports entre 
cette boîte 1 mutée et l 'activation du 
promoteur par les androgènes. Par 
ailleurs, l ' importance des autres 
mutations ( +6, +8) de cette boîte I 
reste encore à étudier en termes de 
perte de fonction. 
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Effet d'une mutation en position -5 
ou -6 

Les positions -5 et -6 sont toutes 
deux localisées dans la boîte II 
(figure 2), et affectent très probable­
ment de la même manière cette 
entité fonctionnelle. Par conséquent, 
nous analyserons globalement ici 
l 'effet des mutations correspondan­
tes. A la différence de la mutation 
+ 1 3, les mutations en -5 ou -6 abo­
lissent l 'activité basale du promo­
teur [ 10, 27, 29] , ce qui a amené à 
suggérer que les mécanismes d'inac­
tivation associés à la mutation + 1 3  et 
à la mutation -6 pourraient être 
radicalement différents [27] . En 
accord avec cette idée, il a d'ailleurs 
été montré que - contrairement à 
la mutation + 1 3  - les mutations -5 

VI 

5' 

v 

ou -6 dans la boîte II n'affectent pas 
la fixation de C/EBP sur la 
boîte I [27, 29] . Mais, par ailleurs, la 
mutation -5 abolit sur la boîte II la 
fixation d'un facteur de transcrip­
tion non identifié [29] , indiqué 
« X » dans la figure 2. En outre, cette 
mutation réduit d'un facteur 2 à 3 
la réponse d'une construction pro­
moteur 1 CA T à une i nduction 
androgénique [ 1 0] . 
Chez les mutants -5 ou -6, la capa­
cité d'une construction promo­
teur 1 CA T d'être transactivée par la 
protéine C/EBP est abolie [27, 29] . 
Toutefois, un promoteur mutant -5 
peut être transactivé par C/EBP en 
présence d'un autre facteur de 
transcription , DBP, agissan t  en 
synergie avec C/EBP ; la fixation de 
C/EBP sur sa cible est alors grande-

Consensus RA 

TGTACANNNTGTT C T  . . . .  ' . '  . . . . . ' . ' .  ' . .  ' '  . . .  : : : : : : : :  

ment améliorée par cette interaction 
transi toire [ 29 ] . Cette synergie 
C/EBP(DBP) requererait un site de 
liaison de faible affinité pour C/EBP 
et n'existerait pas dans le promoteur 
normal [29] . L'apparition du facteur 
DBP a lieu à la puberté, tout au 
moins chez le rat. l l  n 'en a pas fallu 
plus pour proposer chez l 'homme, 
à partir de la puberté, un méca­
nisme de réactivation du promoteur 
Leyden muté sous l 'effet de C/EBP 
en synergie avec DBP [29] . Toute­
fois, les critiques à cette élégante 
hypothèse sont multiples. Plus par­
ticulièrement, on doit regretter 
l ' absence d 'une  démonstration  
rigoureuse de  l 'implication de  la 
boîte I I  dans la fixat ion de 
C/EBP(DBP) , qui a, en fait, la 
boîte V et surtout la boîte VI pour 

s· : : : : : : : * : : : * * 3' 0 0 0 0 0 0 0  ATACAGCTCAGCTT GTAC T TTGGTACAACTA 0 0 0 0 0 0 0  -40 -30 0 0 0 0 ! -!0 ! -10 

IV Ill* 

TGAAC CTTGCC 

Consensus HNF-4 

I l l  I l  

ATG 3' 

-21 9/-202 -99/-77 -67/-49 -34/-23 -27/-1 9  -1 6/-3 +4/+1 9 

C/EBP NF-1 y HNF-4 x C/EBP (+DBP) 
Région LS 

Figure 2. La cc région Leyden n du gène FIX humain, et son environnement. La région 5' flanquante du gène 
est représentée par une ligne continue. La " région spécifique Leyden )) est désignée par " LS JJ, et délimitée par 
une ligne rouge. La probabilité d'un point de départ principal de transcription en - 1 76 est indiquée. Chacune des 
régions d'ADN (« boÎtes ))) aptes à fixer un ou des facteurs de transcription est indiquée par un cercle numéroté 
de 1 à VI. Une boÎte supplémentaire, notée Ill', n 'apparaÎt que lors d'une mutation Leyden en position -20. Les 
limites de chaque boÎte, déterminées par la technique d'empreinte à la DNAse 1, et/ou par homologie de séquence, 
sont indiquées sous la boÎte par la numérotation nucléotidique correspondante. Les emplacements des mutations 
associées à l'hémophilie Leyden sont indiqués dans les boÎtes. Lorsque la fixation d'un (ou plusieurs) facteur(s) 
de transcription sur une boÎte est bien établie, le nom de ce(s) facteur(s) est indiqué sous la boÎte. X et Y sont 
deux facteurs de transcription encore non identifiés. La séquence de la région - 10 à -40 est agrandie pour mon­
trer dans la boÎte 111/111' le chevauchement d'une séquence (- 1 7  à -27) de fixation de HNF-4 et d'une séquence 
(-22 à -36) de fixation d'un récepteur des androgènes (ou du facteur Y qui en dépend). Les deux séquences nucléo­
tidiques consensus de fixation de HNF-4 et du récepteur des androgènes (RA) sont également indiquées. Dans la 
région considérée du promoteur FIX, les mutations connues sont indiquées par des étoiles. ----
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cibles [29] . En effet, dans une analyse 
in vitro de retard ur gel, le boîtes V 
et VI mais non la boîte II fLXent 
C/EBP, et cette fixation est très for­
tement amplifiée en pré ence de 
DBP [29] . Si ces boîtes V et VI sont 
les cible réelles de J 'activation post­
pubertaire d C/EBP par DBP, alors 
pourquoi exi te-t-il une mutation Ley­
den (mutation en -26 sur la boîte III) 
qui n 'est pas compensée à la 
puberté ? En outre, la démonstration, 
à J 'aide de constructions CA T, d'une 
ab ence de synergie C/EBP(DBP) 
dans Je promoteur normal dépend de 
la précision dans le mesures d'acti­
vité CA T, dont les écarts-types, im por­
tants dans la publication considé­
rée [29] , ont pu masquer par inadver­
tance une telle synergie. Si tel est le 
cas, la synergie C/EBP(DBP) et la 
fixation de C/EBP sur le boîtes V et 
VI eraient alors . . .  un phénomène 
physiologique, indépendant de la 
maladie de Leyden ! En fait, les 
auteurs eux-même [29] n'ont pu évi­
ter d 'envisager que J ' e ffe t de 
C/EBP(DBP) erait observable à con­
dition que J'activité du promoteur soit 
affaiblie, ce qui n'exclut donc pas un 
tel effet sur le promoteur normal. 
Ainsi, et en dépit de J ' interaction 
C/EBP(DBP) ur la boîte VI, le fac­
teur X, inapte à se fixer sur la boîte II 
mutée, et ju qu'alors non identifié 
(voir plus haut) mérite toute notre 
attention dan le contexte de J'hémo­
philie Leyden . 

Effet d'une mutation en position 
-20 ou -21 
L'importance fonctionnelle des muta­
tions en -20 ou -2 1 ,  toutes detLX sur 
la boîte III ,  a été particulièrement 
étudiée [ 6, 7, 1 0 , 22, 28 ] . La 
séquence normale - 1 7  à -27 dans la 
boîte III est indiscutablement la cible 
du facteur HNF-4, dont la fLXation est 
abolie en pré ence d'une mutation 
Leyden en -20 ou -2 1 .  Lorsqu'elle 
contient une telle mutation, une 
construction promoteur 1 CA T perd 
toute activité basale, et n'est plus 
transactivable par HNF-4 ( [ 6, 7, 28] , 
m/s n° 7, vol. 8, p. 739) .  
De façon tout à fait remarquable, 
dans Je promoteur normal, la 
équence nucléotidique -22 à -36 

qui recouvre partiellement le site de 
fLXation de HNF-4 dans la boîte II I ,  

e t ,  dans une certaine mesure, simi­
laire à la séquence consensus de 
reconnaissance du récepteur 
nucl 'aire des androgènes, comme 
c la est détaillé dans la figure 2. ne 
activité, réduite, certes, de fLXation 
du récepteur nucléaire de androgè­
nes par cette séquence -22 à -36 a 
été montrée par con truc ti ons CA T 
et par retard sur gel [6] . Dans Je cas 
d'une mutation en -20 ou -21 ,  ain i 
se retrouve-t-on dans une situation 
où la fixation de H F-4 e t abolie 

n un premier site, qui lui-même 
chevauche un site de fixation du 
récept ur nucléaire des androgènes, 
ce econd site n' incluant pas la 
mutation (figure 2). Une mutation en 
position -20 diminue, mai ne sup­
prime pas, la réponse aux hormones 
androg' nes d'une construction pro­
moteur/CAT [6, 1 0] et la équence 
-22 à -36 conserve sa capacité de 
ftxer le récepteur nucléaire des 
androgène [6, 7] . Sur de telles 
bases, un mécani me compensatoire 
aboutissant à la transcription post­
pubertaire dans J 'hémophilie Leyd n 
a bien entendu été proposé [6] : 
alors que Je promoteur normal fonc­
tionne sous l 'effet de HNF-4 fixé sur 
la boîte III , la mutation -20 de cette 
boîte III abolit la fLXation de H F-4, 
qui laisse ainsi la place libre pour 
une fLXation du récepteur nucléaire 
des androgènes sur Je site contigu 
-22 à -36. A partir de la pub rté, 
la testostérone active le récepteur 
nucléaire des androgènes qui se fixe 
alors ur son site et déclenche la 
transcription du promoteur FIX Ley­
den. C mécanisme élégant, détaillé 
dans la figure 2, a été également pris 
en compte lors des études portant 
sur la mutation -2 1 [ 7] .  
En accord général avec ce point de 
vue, il a été trè récemment mon­
tré par la technique d'empreinte à 
la D Ase I que, chez le mutant -20, 
l'empreinte - 1 9/-27, normalement 
a sociée à la fLXation de HNF-4, st 
remplacée par une empreinte déca­
lée -23/-34 (boîte I I I '  dans la 
figure 2) corre pondant à la fixation 
d'un facteur de transcription non 
identifié [22] désigné par << Y » dans 
la figure 2. Toutefois, les même 
auteurs ont montré que la protéine 
Y, responsable de l'empreinte en 
I I I ' ,  est présente dans des lignées 
cellulair s (BHK, CV1 )  qui n'expri-
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ment pas le récepteur nucléaire des 
androgènes, et que Y n'est pas 
reconnu par un anticorps dirigé 
contre ce récepteur. Ces éléments 
excluent par conséquent que le 
récepteur nucléaire des androgènes 
et Y soient une même entité [22] . 
Enfin, la quantité de protéine Y est 
multipliée par un facteur 3 dans des 
cellules d'hépatome HepG2 cultivées 
en présence de testostérone [22] . 
Ainsi, dans le cas de la mutation 
-20, c'est la protéine Y - et non le 
récepteur nucléaire des androgènes 
- qui déclenche la transcription 
sous l 'effet de la testostérone asso­
ciée à la puberté. 

Effet d'une mutation en position 
-26 
Étant donné le phénotype inhabituel 
qui lui est associé (absence d'activa­
tion du gène FJ)(LLYlin• à la puberté) , 
la mutation -26 a provoqué un inté­
rêt tout particulier (m/s n° 7, vol. 8, 
p. 739). Cette mutation, située elle 
aussi sur la boîte I I I ,  a généralement 
été étudiée de manière concomitante 
avec les mutations -20 ou -2 1 de la 
même boîte [6, 7 ,  22, 28] .  La muta­
tion -26 abolit, elle aussi, la fixation 
de H F-4 sur la boîte I I I  [6, 28] , et 
une construction promoteur/ CA T 
n'est pas transactivable par ce fac­
teur [28] . En outre, la faible capacité 
de fixation de récepteur nucléaire des 
androgènes, typique de la séquence 
-22 à -36 normale, est totalement 
supprimée par la mutation -26 [6, 7] . 
Ainsi cette mutation -26 est-elle res­
ponsable de l'absence de fixation de 
HNF-4 sur la séquence - 1 7  à -27, et 
de l'absence de fixation du récepteur 
nucléaire des androgènes (ou de la 
protéine Y mentionnée ci-dessus) sur 
la séquence -22 à -36. Et ainsi s'expli­
querait, dans ce cas particulier, l ' inac­
tivité du gène FJ](Leytinz avant et après 
la puberté. 

Qu'en est-il des interactions à dis­
tance entre les éléments cis et les 
facteurs trans ? 
Jusqu'à présent, et par commodité 
de présentation, nous avons envisagé 
séparément chacune des mutations 
et des boîtes le long de la région 
LS, et de même avons-nous fait en 
ce qui concerne le (s) facteur(s) 
nucléaire (s) sur la boîte affectée par 
m/s n° 2 vol. 10, fevrier 94 

la mutation. On ne peut toutefois 
pas ignorer les modulations de la 
transcription dues à des coopéra­
tions de fixation ou d'activation, 
résultant d'interactions entre fac­
teurs [26] . Ce domaine d'étude, 
bien qu'en plein essor, n'a guère 
été pris en compte en ce qui con­
cerne le promoteur du gène 
FJ)(LLYdm. Dans ce dernier cas, toute­
fois, l ' interaction C/EBP-DBP sur les 
boîtes V et VI lors d'une mutation -5 
de la boîte I I  [29]  et la possibilité 
d'une disparition de l'empreinte de la 
boîte II lorsque la boîte I I I  est mutée 
en -20 [22] illustrent le fait que des 
mécanismes d'interactions encore 
ignorés peuvent affecter la région LS. 

Le promoteur 
du gène FIXLeyden 
à la puberté : 
une correction 
ou des corrections 7 

En dépit des différences entre les 
mécanismes compensatoires propo­
sés pour les diverses mutations Ley­
den, plusieurs des publications qui 
ont découlé de ces travaux ont tenté 
d'élargir à l'ensemble des mutations 
le mécanisme associé à la mutation 
spécifiquement étudiée. Toutefois, si 
l 'on veut bien sortir du cadre con­
traignant des discussions d'articles, 
où l'académisme scientifique impli­
que de montrer à tout prix la por­
tée et la généralité d'une observa­
tion, il convient maintenant de se 
demander si , réellement, un même 
mécanisme correctif s'applique à 
toutes les mutations Leyden. Notons 
tout d'abord que des mécanismes 
différents évoquent immédiatement 
la possibilité d'un phénotype de gra­
vité variable selon la mutation. De 
ce point de vue, les données du 
Tableau J, pour limitées qu'elles 
soient, suggèrent que les mutations 
sur la boîte I l ,  c'est-à-dire en -5 ou 
-6, induisent une gravité moindre 
de l 'hémophilie B .  
L'effet de la testostérone dans le  
<< réveil ,, du gène FJXLeyden ne sem­
ble guère discutable lorsque l'on 
considére l'amélioration des symptô­
mes, à la fois postpubertaire, pro­
gressive, et parallèle à l'augmenta­
tion du taux de testostérone circu­
lante. Certes, une critique qui a pu 
être faite du (des) mécanisme (s) 

expliquant l 'amélioration de trans­
cription du gène FJ)(LLYlin• par la tes­
tostérone,  ré ide dans le très 
modeste accroissement de réponse 
- au mieux un facteur 2 à 3 - du 
promoteur normal sous l 'action des 
androgènes, effet dont l 'amplitude 
peut difficilement être comparée à 
l 'augmentation significative de trans­
cription du gène FJXLeydm après la 
puberté. Doit-on alors envisager 
qu'une analyse trop réductionniste 
du gène FIX normal, dans le cas 
présent limité à on seul promoteur, 
n'a pu prendre en compte des in­
teractions essentielles de ce promo­
teur avec son environnement  
nucléotidique naturel, ce  dernier 
incluant des éléments de réponse 
aux hormones pour l ' instant igno­
rés ? Ou bien, doit-on plutôt consi­
dérer que l 'effet modéré de la tes­
tostérone ne concerne que le seul 
gène muté, et initialement inactif ? 
La fixation physiologique de H F-4 
sur la boîte I I I  normale, qui empê­
che le fonctionnement  de la 
séquence voisine et accessoire, elle­
même cible du récepteur nucléaire 
des androgènes ou de Y, va tout à 
fait dans ce sens. En tout cas, au 
moins en ce qui concerne cette 
boîte I I I ,  le mécanisme général 
impliquant un effet direct de la tes­
tostérone, et expliquant la présence 
ou l'absence de correction associée 
aux mutations -20, -21 ,  -26, semble 
peu discutable. Pour autant, lors de 
l'amélioration post-pubertaire, la tes­
tostérone est-elle dans tous les cas 
responsable d'un effet direct sur le 
promoteur, quelle que soit la muta­
tion considérée ? Dans le cas de la 
mutation + 1 3  de la boîte 1 ,  le rôle 
correcteur de la testostérone, bien 
que soupçonné et semblant influen­
cer la fixation de facteurs de trans­
cription sur cette boîte, reste pour 
l ' instant inexpliqué [22] . Et surtout, 
la mutation -6 sur la boîte II  sem­
ble réduire, certes, la réponse d'une 
construction promoteur 1 CA T à une 
induction par les hormones andro­
gènes [ 1 0] ,  mais la fixation de fac­
teurs nucléaires sur la boîte I I  sem­
ble indépendante des androgè­
nes [22] . Or il se trouve que c 'est 
précisément la boîte I I ,  et les muta­
tions associées en -5 et -6, qui sont 
impliquées dans un mécanisme cor-
recteur tout à fait original passant, ---• 
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non plus par la voie du facteur 
« récepteur des androgènes , , mais 
- on l'a vu - par celle d'une 
autre protéine nucléaire, DBP, dont 
la concentration est contrôlée au 
cours du développement [29] . Dans 
ce dernier cas, que la synthèse de 
DBP soit elle-même liée ou non à 
l 'apparition des androgènes, ces der­
niers ne seraient plus responsables 
d 'un mécanisme compensatoire 
direct au niveau du promoteur du 
gène FIX. Notons également que, 
étant donné ce mécanisme correc­
tif associé à l 'apparition de DBP, on 
peut imaginer que les fi lles porteu­
ses d'une mutation en -5 ou -6 ont 
un accroissement du taux de facteur 
IX plasmatique à la puberté. Cette 
possibilité reste toutefois entière­
ment à explorer. 
Enfin, rappelons ici l ' importance du 
point  de départ de la transcription 
qui - selon les équipes - est placé 
soit très en amont de la région lS, 
soit à l ' intérieur de celle-ci (figure 1). 
Dans le second cas de figure, les 
boîtes II à VI font partie intégrante 
d'un promoteur. Mais si - comme 
nous le pensons - le point de 
départ de transcription est plus en 
amont qu'initialement proposé, les 
boîtes I à V sont alors transcrites 
(figure 2), situation qui donnerait 
éventuellement accès à des n iveaux 
supplémentaires de régulation par 
fixation de facteurs nucléaires sur le 
transcrit. Une telle régulation existe 
pour d'autres ARN, tels ceux de la 
ferritine et du récepteur de la trans­
ferrine, dont la stabilité ou la tra­
duction sont contrôlées par fixation 
d'une protéine sur le transcrit, au 
niveau d'un élément de réponse aux 
métaux ( [ 30 ] , m/s n° 10, vol. 9, 
p. 1 145) De même, des études très 
préliminaires de la région LS du 
gène FIX ont montré une fixation 
de facteurs nucléaires sur des oligo­
nucléotides simple-brin [ 22] , mais la 
signification physiologique de cette 
observation reste à établir. 
Ainsi arrive-t-on à conclure que, sur 
une longueur aussi réduite que le 
segment LS du promoteur du gène 
FIX, soit 40 nucléotides environ, plu­
sieurs mécanismes indépendants, 
impliquant des facteurs de transcrip­
tion très divers, peuvent aboutir aux 
corrections naturelles d 'une trans­
cription perturbée. Toutefois, consi-

dérer que cette multiplicité des voies 
de correction est indispensable dans 
la seule hémophilie B reviendrait à 
conférer au gène FIX une impor­
tance démesurée et à la protéine 
correspondante un rôle biologique 
crucial. L'existence d'une majorité 
de formes d'hémophilie B dans les­
quelles l 'anomalie génétique reste 
sans recours, prouve qu'il n'en est 
rien. Il faut plutôt admettre que des 
études ayant, par chance, associé 
une maladie n 'engageant pas le pro­
nostic vital, un phénotype aisément 
quantifiable, un gène accessible en 
termes de séquence et de sondes, et 
un intérêt particulièrement marqué 
de nombreux laboratoires pour les 
facteurs de transcriptions hépatiques, 
ont fini par révéler, pour la pre­
mière fois, au travers d'une maladie 
pourtant rare ,  des n iveaux 
<< annexes >> de régulation de trans­
cription, dépendant de facteurs 
synthétisés de manière discontinue 
dans le temps. L'importance de tel­
les régulations palliatives pourrait 
bien, à l'avenir, se vérifier dans 
d 'autres maladies • 

Remerciements 

Nous sommes redevables à Alphonse Le 
Cam et François Tronche pour une lec­
ture critique du manuscrit. Les recher­
ches effectuées dans les laboratoires des 
auteurs ont été en partie financées par 
les National Jnstitute of Health (attribu­
tions HL39099 et HL38644) ,  le minis­
tère de l 'Enseignement Supédeur et de 
la Recherche, l ' Inserm, et l ' Université 
de Rouen (France ) .  

Summary 
Hemophilia B Leyden, natural 
rescues of a transient deficiency 
in transcription 

An enzyme deficiency where a 
normal leve! of an abnormal pro­
tein is accow1ted for by a muta­
tion within a coding region of 
the corresponding gene is corn­
mon place in human pathology. 
Thus, hemophilia B which invol­
ves mutations in the coagulation 
factor IX gene, most often results 
from deleterious amino-acid 
changes in the protein sequence. 
In other, more limited, instances, 
an enzyme deficiency is accoun­
ted for by a mutation in a regu­
latory region of a gene or a non­
coding region of its transcript. 
These mutations eventually result 
in a poor transcription or trans­
lation efficiency which is respon­
sible for a low leve! of a normal 
protein. A further situation invol­
ves a unique step where a wea­
kened transcription, induced by a 
mutation in a regulatory region 
of a gene, is secondarily restored 
to a ( sub) normal leve! by the la te 
appearance of developmen t­
associated transcription factor(s) . 
This is examplified by the so­
called Leyden phenotype, a rare 
case of transient haemophilia B. 
The patients suffering from this 
disease fust present with bleeding 
disorders and a marked defi­
ciency of a normal factor IX in 
plasma. However, after puberty 
they gradually recover from the 
disease as the plasma factor IX 
leve! increases to a sub-normal 
leve!. A testosterone-induced trig­
gering of a mutated promoter in 
the factor IX gene accounts for 
this phenotype. 
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