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FAK « focal adhesion kinase » 
FEN-1 « flap endonuclease 1 » 
FGF « fibroblast growth factor » 
Fli-1 « Friend leukemia integration-1 »  
Flk-1  « fetal liver kinase-1 » 
G 
G1/2 « growth 1/2» 
GABP-α « GA binding protein-α » 
GADD153 « growth arrest and DNA damage inducible gene 153 » 
Gag « group specific antigen » 
GDP « guanosine diphosphate » 
GHF-1 « growth hormone factor-1 » 
GM-CSF « granulocyte-macrophage-colony stimulating factor » 
GTP « guanosine triphosphate » 
Grb2 « growth factor receptor-binding protein 2 » 
GST  « glutathion S-transférase » 
H 
HDAC1/2 « histone deacetylase 1/2 » 
Hdm2  « human double minute 2 protein » 
HES1 « hairy and enchancer of split-1 » 
HGF/SF « hepatocyte growth factor/scatter factor » 
HIF-1/-2α « hypoxia inducible factor-1/-2α » 
HLA-DR  « human leukocyte antigens-DR » 
HMGB1 « high mobility group box 1 » 
hnRNP « heterogeneous nuclear ribonucleoprotein » 
HRE « hypoxia responsive element » 
HSP70 « heat schock protein 70 kDa » 
HTH « helix-turn-helix » 
HTLV-1  « human T-lymphotropic virus type-1 » 
HUVEC « human umbilical vein endothelial cell » 
I 
IAP « inhibitor of apoptosis protein » 
Id1 « inhibitors of DNA binding protein 1 » 
Ig « immunoglobuline » 
IL « interleukine » 
IKKα « IκB kinase α » 
IKKγ « inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit γ » 
IP3 « inositol 1,4,5-triphosphate 3 » 
J 
JNK « c-Jun N-terminal kinase » 
K 
KIF4 « kinesin family member 4 » 
KSHV « Kaposi sarcoma-associated herpes virus » 
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L 
LTR « long terminal repeat » 
M 
M « mitosis » 
MALDI-TOF  « matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight » 
MAPK « mitogen-activated protein kinase » 
MDC1 « mediator of DNA damage checkpoint protein 1 »     
Mdm2 « murine double minute 2 »  
MDR-1 « multi drug resistance-1 » 
MEC « matrice extracellulaire » 
miR « microARN » 
MLCK « myosin light-chain kinase »  
MMP « matrix metalloproteinase » 
Mo-MLV « Moloney-murine leukemia virus » 
MRN « mre11/rad50/nibrin » 
Mre11 « meiotic recombination 11 » 
mTOR « mammalian target of rapamycin » 
N 
NAD « nicotinamide adénine dinucléotide » 
NAMPT « nicotinamide phosphoribosyltransferase » 
NF1 « nuclear factor 1 » 
NFκB « nuclear factor kappa B » 
c- ou a-NHEJ « classique ou alternative non-homologous end joining »  
NK « natural killer » 
NKT « natural killer T » 
NKR « NK receptors » 
NLS « nuclear localization signal » 
NMN « nicotinamide mononucléotide » 
NMNAT « nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase » 
NO « nitric oxide » 
NRDB « negative regulatory region of DNA binding » 
NRE « negative regulatory element » 
Nrf-2 « nuclear factor-E2-related factor-2 » 
O 
Oct « octamer » 
OGG1 « 8-oxoguanine glycosylase 1 » 
ORF « open reading frame » 
P 
p300 « E1A binding protein p300 » 
PAR « polymère d’ADP-ribose » 
PARG « poly(ADP-ribose) glycohydrolase » 
PARP « poly (ADP-ribose) polymerase » 
PARP_Cat domaine catalytique de la PARP-1 
PARP_Reg domaine régulateur de la PARP-1 
PARylation « poly (ADP-ribosyl)ation » 
pb paire de bases 
PBD « PAR binding domain » 
PBM « protein-binding microarray» 
PCNA « proliferating cell nuclear antigen » 
PCR « polymerase chain reaction » 
Pdef « prostate-derived Ets factor »  
PDGF « platelet-derived growth factor » 
PDGF-R/α « PDGF receptor α » 
Pea-3 « polyomavirus enhancer A binding protein-3 » 
Perp « p53 apoptosis effector related to PMP-22 » 
PI3K « phosphatidylinositol 3-kinases » 
PF-4 « platelet factor 4 » 
PIAS « protein inhibitor of activated STAT » 
PIP2 « phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphates 2 » 
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PKC-α « protein kinase C-α » 
PLC « phospholipase C » 
PMA « phorbol 12-myristate 3-acetate » 
PNK « polynucleotide kinase » 
PNT « domaine Pointed » 
pol « polymérase » 
PPARγ  « peroxisome proliferator-activated receptor γ » 
PTEN « phosphatase and tensin homolog » 
PTHrP « parathyroid hormone-related protein » 
Pu-1 « purine rich-1 » 
R 
RARα « retinoic acid receptor α » 
RARE « retinoic acid response element » 
Rb « retinoblastoma protein » 
RBBP8 « retinoblastoma-binding protein 8 » 
RH « recombinaison homologue » 
RHA « RNA helicase A » 
RING « really interesting new gene » 
RISC « RNA-induced silencing complex » 
RMN « résonance magnétique nucléaire » 
RNF « ring finger protein  » 
ROS « reactive oxygen species » 
RPA « replication protein A » 
RRE « Ras responsive element » 
RT-PCR « retrotranscription polymerase chain reaction » 
S 
S « synthesis » 
SAM « sterile alpha motif » 
SAP « SAF-A/B, acinus and PIAS » 
SAP-1 « SRF accessory protein-1 » 
SCID « severe combined immuno-deficiency » 
SDS-PAGE « sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis » 
SENP-1 « SUMO/sentrin-specific protease-1 » 
SFPQ « splicing factor, proline (P)- and glutamine (Q)-rich » 
SHH « sonic hedgehog » 
SIRT « sirtuin » 
SM α-actine  « smooth muscle-α actin » 
Smad3 « sma- and mad-related protein 3 » 
SNP « single nucleotide polymorphism » 
SOS « son of sevenless » 
Sox « SRY-related HMG-box » 
SRF  « serum response factor » 
Ste4p « sterile 4p » 
SUMO « small ubiquitin-like modifier » 
SVF « sérum de veau fœtal » 
T 
TAD « transactivation domain » 
Tax-1  « transactivator of pX-1 » 
TCR « T-cell receptor » 
Tel « translocation ETS leukemia » 
EMT « epithelial–mesenchymal transition» 
TFE-3 « transcription factor E-3 » 
TGF « transforming growth factor » 
TH  « T-helper » 
TLE1 « transducin-like enhancer protein 1 » 
TLR-9 « toll-like receptor-9 » 
TNF-α « tumor necrosis factor-α » 
TNKS « tankyrase » 
TOP1 « ADN topoisomérase 1 » 
TopBP1 « DNA topoisomerase 2-binding protein 1 » 
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TopoIIβ « topoisomérase II β » 
TPA « 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate » 
U 
Uba-2 « ubiquitin-activating enzyme-2 » 
Ubc-9 « ubiquitin conjugating enzyme-9 » 
uPA « urokinase plasminogen activator » 
USF-1 « upstream stimulatory factor-1 » 
UTR « untranslated region » 
UV « ultra-violets » 
V 
VEGF « vascular endothelial growth factor » 
VIH « virus de l'immunodéficience humaine » 
VSMC « vascular smooth muscle cells » 
W 
wHTH  « winged helix-turn-helix » 
X 
XLF « XRCC4-like factor » 
XRCC1 « X-ray repair cross-complementing protein 1 » 
Y 
YY1 « ying-yang 1 » 
Z 
ZnF « zinc finger »   
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RESUME 
 

 
 Ets-1 est un facteur de transcription, membre de la famille Ets, possédant un domaine 
de liaison à l’ADN hautement conservé, qui permet de reconnaître un cœur consensus 
GGAA/T présent dans le promoteur de ses gènes cibles. Ce facteur régule des gènes 
impliqués dans divers processus physiologiques tels que le développement, l’hématopoïèse et 
l’angiogenèse ou pathologiques notamment dans la progression et l’invasion tumorale. Malgré 
les efforts engagés par la communauté scientifique ces dix dernières années, il y a peu de 
stratégies de ciblage thérapeutique d’Ets-1 qui peuvent être transposées dans un cadre 
clinique. Compte tenu du fait que ce facteur de transcription est un marqueur de mauvais 
pronostic pour de nombreux carcinomes, dont entre autres, ceux du sein, des poumons ou 
encore du colon, la mise en évidence d’une stratégie de ciblage de son activité pro-tumorale 
pourrait constituer une avancée majeure dans la lutte contre le cancer. 

 Ets-1 n’agit pas seule au niveau de ses promoteurs cibles mais en coopération avec 
une variété de co-régulateurs transcriptionnels. De plus, ce facteur est ciblé par de nombreuses 
voies de transduction des signaux cellulaires. L’identification de nouveaux partenaires 
interagissant avec Ets-1 devrait donc nous permettre de mieux appréhender ses réseaux de 
régulation afin de mettre au point une stratégie de ciblage de son activité. Dans ce but, nous 
avons mis en œuvre un système de purification de partenaires, en utilisant des protéines Ets-1 
biotinylées, basé sur la forte affinité entre la biotine et la streptavidine, appelé « streptavidin 
pull-down ». Nous avons ainsi identifié de nouveaux partenaires protéiques potentiels. Parmi 
ceux-ci, nous avons pu confirmer comme partenaires interagissant avec Ets-1, des protéines 
de réparation de l’ADN tels que le complexe DNA-PK et la PARP-1. La poly(ADP-ribose) 
polymérase-1 (PARP-1) est une enzyme aux rôles multiples qui catalyse la poly(ADP-
ribosyl)ation ou PARylation. Si elle fut identifiée à l’origine comme une protéine de 
réparation de l’ADN, de nombreux travaux ont montré ces dernières années qu’elle est un co-
régulateur majeur des mécanismes de transcription.  

Nous avons démontré qu’Ets-1 interagit directement avec la PARP-1 et est PARylée 
par celle-ci. L’utilisation d’inhibiteurs catalytiques de la PARP-1 sur des cellules de lignées 
cancéreuses, exprimant Ets-1, a pour conséquences l’accumulation massive de ce facteur et 
une augmentation de son activité transcriptionnelle. Ceci suggère une implication de la 
PARylation dans la stabilité d’Ets-1 en lien avec sa dégradation par le protéasome. 
Cependant, sous inhibition de la PARP-1, l’accumulation d’Ets-1 est toxique pour la cellule 
cancéreuse. En effet, nous avons observé une forte augmentation des dommages à l’ADN qui 
corrèle avec la mort des cellules tumorales. Nous supposons qu’une activité non régulée 
d’Ets-1 est néfaste pour le devenir cellulaire d’autant plus quand une enzyme de réparation de 
l’ADN comme la PARP-1 est inhibée. 

Ces résultats mettent en évidence un nouveau mécanisme de régulation d’Ets-1 au sein 
des cellules cancéreuses en liaison avec les protéines de réparation de l’ADN. De plus, 
l’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1 pourrait constituer une nouvelle stratégie afin de 
cibler spécifiquement les tumeurs exprimant Ets-1.  
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ABSTRACT 
 
 
 
Ets-1 is a transcription factor, member of the Ets family, having a well-conserved 

DNA binding domain which recognizes a core consensus sequence, GGAA/T, present in the 
promoter of target genes. This factor regulates genes involved in various physiological 
processes such as development, haematopoiesis, and angiogenesis and in pathological 
processes notably cancer progression and invasion. Despite the efforts of the scientific 
community during these past 10 years, few strategies for Ets-1 therapeutic targeting can be 
apply to clinical medicine. Considering the fact that this transcription factor is a poor 
prognostic marker for numerous carcinomas, such as breast, lung or colorectal cancers, the 
finding of a new strategy for targeting its activity in tumours could be a new advance in the 
fight against cancer.  

Ets-1 does not act alone on its target promoters but with a wide range of 
transcriptional co-regulators. Moreover, this factor is a target for many signal transduction 
pathways. Identifying novel proteins that interact with Ets-1 should permit a better 
understanding of its regulation networks to develop a strategy for targeting its activity. For 
this purpose, we used a purification system to identify interacting partners, using biotinylated 
Ets-1 proteins, based on the strong affinity between biotin and streptavidin, called streptavidin 
pull-down. We thereby identified new potentials interaction partners. Among those, we could 
confirm as Ets-1 partners, DNA repair proteins, such as the DNA-PK complex and PARP-1. 
The poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) is an enzyme with various roles that catalyses 
poly(ADP-ribosyl)ation or PARylation. Originally, it was identified as a DNA repair protein. 
Nevertheless, these past few years, many studies have highlighted its role as a co-regulator in 
transcription processes.  

We demonstrated that Ets-1 directly interact with PARP-1 and is PARylated in return. 
In Ets-1-expressing cancer cells, the catalytic inhibition of PARP-1 caused massive 
accumulation of this factor and enhanced its transcriptional activity. These results suggest that 
PARylation is involved in Ets-1 protein stability linked to its proteasomal degradation. 
Nevertheless, under PARP-1 inhibition, accumulation of Ets-1 is toxic for cancer cells. 
Indeed, we observed a strong increase in DNA damage that leads to cancer cells death. We 
assume that an unregulated activity of Ets-1 is harmful to the cellular outcome even more 
when a DNA repair protein such as PARP-1 is inhibited. 

These results give new insight into Ets-1 regulation in cancer cells linked to DNA 
repair proteins. Furthermore, our findings suggest that PARP-1 inhibitors would be useful in a 
new therapeutic strategy that specifically targets Ets-1-expressing tumours. 
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CHAPITRE I : Famille Ets 
 
 
 

I/ Origine de la famille Ets 
 
 La découverte du premier membre de la famille Ets, le gène v-ets (« E-twenty-six 

specific »), s’est faite en 1983 lors de l’isolement du génome du rétrovirus aviaire 

transformant E26 [1, 2]. La démarche originelle fut de déterminer la séquence responsable de 

la capacité qu’a ce virus d’induire des leucémies d’origine érythroblastique et myéloblastique 

chez le poulet [3]. La séquence qui fut alors identifiée correspondait à un gène de fusion de 

structure tripartite gag-myb-ets, contenant deux oncogènes : v-myb et v-ets, en remplacement 

des gènes pol et env de la structure classique (gag-pol-env). Alors que le rôle oncogénique du 

gène v-myb avait déjà été précédemment décrit chez le rétrovirus transformant AMV (« avian 

myeloblastosis virus ») [4], l’oncogène v-ets se présenta comme un nouvel intervenant dans 

les mécanismes de transformation.  

 Il s’en suivit l’identification de la forme proto-oncogénique de ce gène, désignée c-ets 

puis ets-1, dans le génome aviaire et humain [5, 6]. Sur la base d’homologies de séquence 

avec ets-1, toute une famille de gènes fut ensuite découverte mettant ainsi à jour un ensemble 

de protéines conservé de l’éponge jusqu’à l’homme en passant par le nématode, la drosophile 

et l’oiseau. Le nombre de protéines Ets se serait ainsi considérablement élargi au cours de 

l’évolution, et ce par duplications successives à partir de quelques gènes ets ancestraux [7]. 

L’ensemble de ces gènes fut alors baptisé du nom de son fondateur, famille Ets [8, 9]. A ce 

jour, 27 membres ont été recensés chez les vertébrés.  

 

II/ Présentation générale de la famille Ets 
 
 La famille des gènes ets code des facteurs de transcription répartis en 12 groupes chez 

les vertébrés selon la similarité de leurs séquences (Figure 1) [9]. Ils sont soit activateurs de la 

transcription soit, pour certains, répresseurs (Fev, Erf, Pe-1, Net, Tel) [10]. La caractéristique 

majeure de cet ensemble de protéines est la présence d’un domaine de liaison à l’ADN 

fortement conservé, le domaine ETS, qui constitue la signature de cette famille [11]. Ce 

domaine est capable de reconnaître un élément spécifique de l’ADN, dénommé EBS (« ets 

binding site »), constitué d’environ 9 paires de bases incluant une séquence centrale de 

consensus 5’-GGAA/T-3’ [12]. Ce site consensus de liaison, présent dans de nombreux 
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promoteurs cibles, permet aux facteurs Ets de réguler l’expression de plus de 200 gènes de 

façon positive ou négative selon la présence d’un domaine transactivateur ou transrépresseur 

[10, 13]. De plus, un autre domaine, le domaine Pointed (PNT), est conservé chez de 

nombreux membres de la famille Ets. Celui-ci est impliqué dans des interactions protéine-

protéine (Figure 1) [14]. 

 

 
 
Figure 1 : Représentation des différents groupes de protéines de la famille Ets chez les vertébrés. 
Les protéines composant chaque groupe sont indiquées entre parenthèses. Les domaines principaux ont été 
représentés, à savoir le domaine ETS en jaune et le domaine Pointed (PNT) en violet. D’après [10]. 

 
 De manière générale, les facteurs Ets n’agissent pas seuls au niveau de leurs promoteurs 

cibles mais en coopération avec une variété de partenaires protéiques selon le contexte 
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biologique [15]. De plus, les protéines Ets sont des cibles nucléaires de nombreuses voies de 

transduction cellulaire, leur conférant ainsi un rôle d’intégrateur des signaux extracellulaires 

[16]. En conséquence de leurs fonctions de régulateurs transcriptionnels et de médiateurs de la 

signalisation, ces protéines sont impliquées dans des processus physiologiques, tels que le 

développement, l’angiogenèse, la morphogenèse mais aussi dans des pathologies telles que 

des maladies auto-immunes et inflammatoires bien que leurs rôles les plus connus soient au 

sein des cancers [10].  

 

III/ Implications de la famille Ets dans les cancers 
 

 Dès leur découverte, les membres de la famille Ets ont été associés à des phénomènes 

de cancérisation et désignés comme oncoprotéines [1]. Des travaux ultérieurs ont montré que 

si leur expression était rare chez l’adulte, elle se retrouvait fréquemment lors de cancers 

couvrant une multitude de carcinomes mais également des sarcomes, des leucémies et des 

lymphomes [17]. Les protéines Ets y sont souvent surexprimées ou impliqués dans des 

réarrangements chromosomiques engendrant des protéines de fusion au fort pouvoir 

oncogénique. Il est ainsi à noter l’expression de fusions entre la protéine EWS (une protéine 

fixant l’ARN) et les membres Erg (« Ets-related gene ») et Fli-1 (« friend leukemia 

integration-1 »), responsables en bonne partie des sarcomes d’Ewing (tumeurs osseuses 

infantiles), entre la protéine TMPRSS2 (une serine protéase) et Erg ou des membres du 

groupe PEA3 (« polymavirus enhancer A binding protein 3 »), impliqués dans des carcinomes 

de la prostate androgène-dépendant, ou enfin des fusions avec le membre Tel (« translocation 

ETS leukemia ») retrouvées dans des leucémies et des lymphomes [17]. 

   La surexpression de protéines Ets dans les cancers est corrélée à un mauvais pronostic 

de survie. Ceci s’explique par leurs rôles au sein de toutes les étapes de la cancérisation. Elles 

promeuvent aussi bien des phénomènes précoces de transformation, que l’invasion tumorale 

par l’expression d’enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire, jusqu’à l’angiogenèse 

et les processus métastatiques [10, 17]. 

 Néanmoins, on peut constater que s’il existe bien une certaine redondance fonctionnelle 

entre les membres de la famille Ets, due au domaine ETS très conservé, ces protéines ne sont 

pas toutes impliquées dans les mêmes cancers. En effet, on peut diviser leurs implications en 

deux classes distinctes, d’une part les membres retrouvés principalement dans des tumeurs 

solides (groupes ETS, ERG et PEA3) et d’autres dans des leucémies (groupes ELF, TEL et 

SPI) (Tableau 1). Il est intéressant de noter qu’une étude approfondie des propriétés de liaison 
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à l’ADN et notamment du consensus précis au sein des EBS a permis de faire la même 

distinction en démontrant que les facteurs Ets dit de classe I, impliqués dans des tumeurs 

solides, étaient capable de reconnaître des EBS avec un consensus plus variable que les autres 

[12] (voir Chapitre II §I-2-1).   

 

Groupe Membre Cancers associés 

 

 

 

ETS 

 

 

Ets-1 

Sein, ovaire, poumon, côlon, 

thyroïde, utérus, mélanome, 

gastrique, prostate, pancréas, 

méningiome, foie, thymus, 

angiosarcomes 
 

Ets-2 
Sein, foie, côlon, pancréas, 

thyroïde, prostate 

 
 

ERG 

 

Erg 
Prostate, sarcome d’Ewing, 

ovaire  

Fli-1 Sarcome d’Ewing 

 
 

PEA3 

 

Pea-3 
Sein, Sarcome d’Ewing, 

poumon, gastrique, prostate 

Er-81 Sarcome d’Ewing, prostate 

Erm Sein, prostate 

TEL Tel Leucémie 

SPI Pu-1 Leucémie 
 

 

ELF 

 

Elf-1 
Leucémie, prostate, ovaire, 

endomètre 

Elf-2 Leucémie 

Mef Leucémie 

 

Tableau 1 : Implications de la famille Ets dans les cancers. D’après [17]. 
 

 

 

 Donc et de manière surprenante, chaque membre de la famille Ets serait capable de 

réguler un lot particulier de gènes lui permettant d’agir de façon spécifique malgré la forte 
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conservation du domaine ETS et du site de liaison reconnu [12, 13]. Néanmoins, la 

redondance fonctionnelle de ces facteurs reste un problème majeur en vue d’un ciblage 

thérapeutique. En effet, le ciblage d’un seul membre de la famille, s’il était possible, pourrait 

être compensé par l’expression d’une autre protéine Ets. Ainsi, se pose deux questions 

fondamentales : comment une protéine Ets donnée est capable d’agir spécifiquement vis-à-vis 

des autres membres de la famille ? Et est-il possible de mettre à jour une voie thérapeutique 

permettant de cibler toutes les protéines Ets ? A partir de l’analyse des travaux menés sur la 

protéine Ets-1, nous tenterons de mettre en lumière les mécanismes mis en jeu par ce facteur 

pour atteindre cette spécificité d’action ainsi que les processus cellulaires la contrôlant.  
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CHAPITRE II : LA PROTEINE ETS-1: LES DOMAINES 
FONCTIONNELS 

 
 
 La protéine Ets-1 de pleine longueur (également dénommée Ets-1 p51 chez l’Homme) 

est un facteur de transcription constitué de cinq domaines protéiques plus ou moins conservés 

au sein de la famille Ets qui sont un domaine de fixation à l’ADN (le domaine ETS), un 

domaine de transactivation (le domaine TAD), un domaine d’interactions protéine-protéine (le 

domaine PNT), et deux domaines inhibiteurs (les domaines I) (Figure 2). 

 

 

 
 
Figure 2 : Organisation structurale de la protéine Ets-1.  
Les domaines fonctionnels sont représentés : le domaine Pointed (PNT) en violet, le domaine de transactivation 
(TAD) en vert, les domaines inhibiteurs (I) en rouge, le domaine de liaison à l’ADN (ETS) en jaune. La 
numérotation en nombre d’acides aminés est indiquée.  
 

I/ Le domaine ETS 
  I-1/ Structure 
   

La structure du domaine ETS de liaison à l’ADN a été résolue par radio-

cristallographie et par résonance magnétique nucléaire (RMN) en absence ou en présence 

d’ADN [18-20]. Celle-ci a pu être comparée aux structures obtenues pour d’autres membres 

de la famille Ets, tels que Fli-1 [21], Pu-1 (« purin rich-1 ») [22], Gabp-α  (« GA binding 

protein-α ») [23], Sap-1 (« SRF accessory protein-1 ») [24], Elk-1 (« Ets-like-1») [25], Pdef 

(« prostate-derived Ets factor ») [26] et Ese-2 (« epithelium specific Ets-2 ») [27]. L’ensemble 

de ces travaux a mis en lumière la très forte conservation structurale de ce domaine (Figure 3). 
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 335 345 355 365 375 

Ets-1   GPIQLWQFLLELLTDKS-CQSFISWTG-DGWEFKLSDPDE--VARRWGKRK-

Gabp-α GQIQLWQFLLELLTDKD-ARDCISWVG-DEGEFKLNQPEL--VAQKWGQRK-

Fli-1   GQIQLWQFLLELLSDSA-NASCITWEG-TNGEFKMTDPDE--VARRWGERK-

Elk-1   PSVTLWQFLLQLLREQG-NGHIISWTSRDGGEFKLVDAEE--VARLWGLRK-

Sap-1   SAITLWQFLLQLLQKPQ-NKHMICWTSNDG-QFKLLQAEE--VARLWGIRK-

Pdef    QPIHLWQFLKELLLKPHSYGRFIRWLNKEKGIFKIEDSAQ--VARLWGIRK-

Ese-2   QSSHLWEFVRDLLLSPEENCGILEWEDREQGIFRVVKSEA--LAKMWGQRK-

Pu-1    KKIRLYQFLLDLLRSGD-MKDSIWWVDKDKGTFQFSSKHKEALAHRWGIQKG

Ets-1   NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNIIHKTAG-KRYVYRFV

Gabp-α NKPTMNYEKLSRALRYYYDGDMICKVQG-KRFVYKFV

Fli-1   SKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMTKVHG-KRYAYKFD

Elk-1   NKTNMNYDKLSRALRYYYDKNIIRKVSG-QKFVYKFV

Sap-1   NKPNMNYDKLSRALRYYYVKNIIKKVNG-QKFVYKFV

Pdef    NRPAMNYDKLSRSIRQYYKKGIIRKPDISQRLVYQF-

Ese-2   KNDRMTYEKLSRALRYYYKTGILERVD--RRLMYKFG

Pu-1    NRKKMTYQKMARALRNYGKTGEVKKVKK--KLTYQFS

H1 H2S1 S2

H3 S3 S4

385 395 405 415

 
Figure 3 : Alignement des séquences des domaines ETS de structure connue. 
La structure secondaire est indiquée sous l’alignement des séquences, les hélices α (H1-H3) sont figurées par des 
rectangles bleus et les brins β (S1-S4) par des flèches orange. Les résidus conservés à 100% sont représentés en 
gras et en rouge. Ceux conservés à plus de 85% sont colorés en violet. Les acides aminés constituant le cœur 
hydrophobe du domaine sont repérés par un fond gris [24]. La numérotation des séquences correspond à celle 
adoptée pour Ets-1. 
 

 Il apparaît, d’après ces études, que le domaine ETS est constitué de 3 hélices α (H1 à 

H3) et de 4 brins β (S1 à S4) qui s’organisent tridimensionnellement selon un motif structural 

de type hélice-tour-hélice ailé, désigné wHTH (« winged helix-turn-helix ») (Figures 3 et 4). 

Le motif HTH résulte de la disposition perpendiculaire des hélices H2 et H3 et de leur 

connexion par une boucle « turn » (ou tour) (Figure 4). Celui-ci est compacté contre un 

feuillet β anti-parallèle (formé par les 4 brins β, S1 à S4) donnant naissance à un cœur 

hydrophobe. La dénomination « winged » (ou ailé) provient, quant à elle, de la boucle reliant 

les brins S3 et S4 qui a l’apparence d’une aile (Figure 4). De plus, la présence d’une poche 

regroupant les résidus hydrophobes au cœur du domaine se révèle indispensable pour 

stabiliser la structure globale [18].   
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double-brin contenant le consensus théorique ayant la plus forte affinité pour le domaine ETS, 

soit sur des oligonucléotides compétiteurs ayant un consensus variable. Ceci permet de 

déterminer si tel ou tel membre présente une affinité pour des versions alternatives du 

consensus théorique. La deuxième plus classique est dite technique de « PBM » (« protein-

binding microarray »). Elle consiste en l’utilisation de micro-puces contenant des 

oligonucléotides double brins de 10 mers couvrant toutes les possibilités de séquences et 

permet d’identifier les plus affins pour un facteur de transcription.  Les deux stratégies ont 

donné les mêmes résultats, à savoir pour Ets-1, une séquence riche en purines de type 5’-

N(A/n)(C/ga)(C/a)GGA(A/T)(G/a)(T/c)N-3’ (N correspondant à n’importe quelle base) très 

proche de celle identifiée précédemment [29]. Celle-ci est reconnue par de nombreux autres 

facteurs Ets, renforçant la question de la spécificité d’action au sein de cette famille. 

Néanmoins, quelques différences subtiles permettent de discriminer les consensus de liaison 

des membres de la famille Ets en les séparant en quatre classes (Tableau 2). 

  On peut ainsi distinguer les membres de la famille Ets de classe I qui ne discrimine pas 

l’adénine de la thymine comme base en position +4 de l’EBS, des classes II et III qui 

reconnaissent un cœur consensus GGAA et de la classe IV qui fixe un cœur GGAT (Tableau 

2). Dans le cas d’Ets-1, une étude montre que l’incapacité à privilégier une adénine à cette 

position provient de la lysine 388 de l’hélice H3 du domaine ETS (Figure 3). En effet, lorsque 

ce résidu est muté en thréonine, comme dans l’hélice H3 d’Elf-1 (« E74 like factor-1 »), Ets-1 

ne reconnaît plus que des séquences contenant un cœur GGAA [30].  

 D’autre part, les bases -3, -2 et -1 de l’EBS peuvent être de nature variée. En effet, le 

consensus est différent pour chaque classe (Tableau 2). Ceci peut s’expliquer par la forte 

divergence de séquence entre les domaines ETS des membres de classes différentes. En effet, 

les domaines ETS de Tel et Pu-1 (classe II et III) possèdent moins de 43% d’identité de 

séquence avec celui d’Ets-1 (classe I). Alors qu’elle est de 97% avec celui d’Ets-2 et de 69% 

avec celui de Fli-1, tous deux de classe I. Néanmoins, ces différences de séquence 

apparaissent tout de même trop faibles pour expliquer la spécificité de liaison d’Ets-1, en 

particulier lorsque l’on compare son consensus de fixation avec ceux des autres membres de 

classe I (Tableau 2). 
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Classe 
 

Groupe 
 

Protéine 
Consensus déterminé 

-3      -2      -1       +1      +2      +3      +4      +5      +6      +7 

 

 

 

 

 

I 

I A/n    C/n    C/a      G       G       A      A/T    G/A    T/C    N 

ETS 
Ets-1 A/n   C/ga   C/a      G       G       A      A/T    G/a      T/c     N 

Ets-2 A/n   C/ga   C/a      G       G       A      A/T    G/a      T/c     N 

ERG 
Erg A/n   C/ga   C/a      G       G       A      A/t     G/a      T/c     N 

Fli-1 A/n   C/ga   C/a      G       G       A      A/T    G/a      T/c     N 

PEA3 Pea-3 N     C/ga   C/a      G       G       A       A/t    G/a      T/c     N 

TCF Elk-1 A/n    C/n     C       G       G       A       A/t     G/a      T/c     N 

ERF Erf A/n    C/n     C       G       G       A      A/T    G/A     T/C    N 

ER71 Er71 A/n   C/ga   C/a      G       G       A      A/T    G/A     T/C    N 

GABP Gabp- α      N    C/ga    C/a      G       G       A      A/T    A/G     T/C     N 

 

 

II 

II C/n    C/g    C/a      G       G       A      A/t     G/a       T/c     N 

ESE Ese-1 C/ga  C/ga   C/a      G       G       A      A       G/A     T/c     N 

TEL Tel C/n     N      C/a      G       G       A       A      G/ac     T/c     N 

ELF Elf-1 N    C/g     C/a      G       G       A      A/T    A/G     T/c     N 

 

III 
III N     G      C/ga     G       G       A       A/t     G/c     T/c     N 

SPI Pu-1 N    G/a    A/gc     G       G       A       A       G/c     T/c     N 

 

IV 
IV N      C      C/a      G       G       A      T/ca    G/n     T/C    N 

PDEF Pdef A/C   C      C/a      G       G       A        T        N       T/c     N 

 
Tableau 2 : Consensus de liaison artificiel déterminé par sélection in vitro pour différentes protéines Ets.  
Le cœur invariant 5’-GGAA/T-3’ est encadré en rouge. La position de la première guanine de ce cœur est 
désignée par +1, les bases en 5’ sont numérotées –1, –2, –3; les bases en aval prennent les valeurs +2 à +7. La 
lettre N correspond à n’importe quelle base. Les bases en lettres majuscules sont des résidus retrouvés 
majoritairement au sein des sites, alors que celles en lettres minuscules sont des résidus peu représentés. D’après 
[12]. 

 
 Il s’avère en fait que la véritable source de spécificité provient de sites éloignés du 

consensus de liaison. En effet, des travaux ont montré en utilisant des puces à ADN qu’il 

existe une fixation redondante de différents facteurs Ets au niveau de sites consensus 

conservés généralement situés au niveau proximal des promoteurs. Alors qu’au contraire, une 

fixation spécifique est décelable au niveau des sites éloignés du consensus qui sont localisés 

plutôt dans la partie distale des promoteurs [31].  

 Cette spécificité est due en partie à une plus grande variation d’affinité de liaison entre 

les différentes protéines Ets au niveau des sites éloignés dits de « basse affinité » par rapport 
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aux sites proches du consensus dits de « haute affinité », comme le démontre l’étude des 

affinités de fixation d’Ets-1, Ese-2, Ese-1, Pdef et Pu-1 [32] ou de Fli-1, Sap-1 et Pu-1 [33] 

sur différents sites plus ou moins éloignés du consensus.   
 Le consensus de liaison naturel des membres de la familles Ets, c’est-à-dire au niveau 

des promoteurs cibles, a été déterminé par immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un 

séquençage (ChIP-seq) [12]. Les résultats montrent que le consensus naturel est globalement 

similaire au consensus artificiel. Néanmoins, les auteurs soulignent le fait que les sites au sein 

des promoteurs les plus occupés par les facteurs Ets, notamment Fli-1, ne sont pas ceux qui 

permettent la transcription. Là encore, cette fixation est observée au niveau proximal des 

promoteurs et les auteurs n’excluent pas que les véritables sites de régulation soient plus 

distaux et plus éloignés du consensus. 

 Ceci illustre bien l’importance des sites de « basse affinité » dans le recrutement des 

membres de la famille Ets au niveau de ses promoteurs cibles dans un contexte naturel. 

 

I-2-2/ Mécanismes moléculaires de reconnaissance du site consensus 
 
La reconnaissance spécifique d’une séquence d’ADN par le domaine ETS est 

généralement dirigée par un réseau d’interactions moléculaires très précis. Les études 

structurales par radio-cristallographie et par RMN montrent que les acides aminés du domaine 

ETS établissent deux types de contacts au niveau de la séquence d’ADN [19, 22-27] :  

 (1) ceux avec les bases du cœur consensus (Figure 5A). En effet, les résidus conservés 

de l’hélice H3 interagissent directement avec les bases du cœur consensus 5’-GGAA-3’ au 

niveau du grand sillon de l’ADN. Ce sont les arginines 391 et 394 (R391 et R394) qui 

contactent les deux guanines du cœur (Figure 4 et 5A) [24].     

 Pour certaines protéines Ets, des résidus supplémentaires participent à la 

reconnaissance directe des bases. Pour Ets-1, la tyrosine 395 (Y395) et la lysine 388 (K388) 

forment des liaisons avec les bases en position +3, +4 et +5 du consensus (correspondant aux 

positions 8, 9 et 10 de la Figure 5A) sur l’un ou l’autre des brins.  

(2) ceux avec le squelette phosphate de l’ADN (Figure 5B). Ils sont établis entre des 

résidus plus ou moins conservés du domaine ETS et le squelette phosphate de l’ADN, de part 

et d’autre du cœur au niveau du petit sillon. Les résidus impliqués appartiennent : (1) à 

l’hélice H3, (2) à la boucle entre les hélices H2 et H3, (3) à la boucle entre les brins S3 et S4 

et (4) à la partie N-terminale de l’hélice H1 [19]. C’est ce mécanisme qui permet une certaine 

spécificité de liaison à l’ADN à chaque membre de la famille Ets (Tableau 2). 
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Figure 5 : Contacts moléculaires entre le domaine ETS d’Ets-1 et les bases de l’ADN.  
A : Contacts directs entre l’hélice H3 du domaine ETS d’Ets-1 et les bases de l’ADN. La chaîne latérale des 
résidus impliqués dans des interactions directes avec les bases a été représentée et les contacts ont été figurés en 
jaune. Les bases du cœur 5’-GGAA-3’ sont numérotées G6, G7, A8, A9. B : Contacts entre les résidus du 
domaine ETS d’Ets-1 et le squelette phosphate de l’ADN. Les phosphates contactés sont figurés par un rond 
noir. Pour les acides aminés interagissant avec les phosphates, leur position au sein de la séquence d’Ets-1 a été 
indiquée. D’après [19] (PDB : 1K79). 

 
II/ Le domaine Pointed (PNT) 

  II-1/ Structure 

 Outre Ets-1, le domaine Pointed (PNT) est partagé par 10 membres de la famille Ets 

chez les vertébrés (Figure 1). Celui-ci correspond, en fait, a un domaine qui est abondamment 

représenté dans le règne animal depuis la levure jusqu’à l’homme, le domaine SAM (« sterile 

alpha motif »). Ce dernier est retrouvé chez de nombreuses protéines aux fonctions très 

diverses, telles que le récepteur à tyrosine kinase Eph (« ephrin »), la protéine d’assemblage 

Ste4p (« sterile 4p »), la protéine Smaug liant l’ARN, ou la DGK (« diacylglycérol kinase ») 

[34].    

La structure du domaine PNT d’Ets-1 a été déterminée par RMN [35] et a pu être 

comparée avec celles obtenues pour Gabp-α, Tel [36] et Erg [14]. La structure secondaire de 

ce domaine est composée de 4 ou 5 hélices α (H2-H5 ou H1-H5), selon la protéine Ets 

considérée (Figure 6). Le point commun de ces différentes structures est la présence d’un 

domaine compacté formé par les hélices H2 à H5 grâce à des interactions hydrophobes 

impliquant des résidus conservés (Figures 6 et 7) [14]. Dans le cas d’Ets-1, l’hélice 

Η1 supplémentaire n’interagit pas avec les autres hélices [35]. 
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Figure 6 : Alignement des séquences des domaines PNT de structure connue. 
La structure secondaire déterminée pour Ets-1 est indiquée sous l’alignement des séquences, les hélices α (H1-
H5) sont figurées par des rectangles. Les résidus conservés à 100% sont représentés en gras et colorés en rouge. 
Les acides aminés constituant le cœur hydrophobe du domaine sont repérés par un fond gris. Les acides aminés 
impliqués dans l’interaction entre Ets-1 et Erk-2 sont soulignés dans la séquence [37]. La numérotation des 
séquences correspond à celle adoptée pour Ets-1. 

 

 

                                            

 

 

 

 

 
 
  

Figure 7 : Structure tridimensionnelle du domaine PNT d’Ets-1. 
D’après [35]  (PDB : 1BQV). 
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  II-2/ Fonction 
 
 De façon générale, le domaine PNT est responsable du recrutement de divers facteurs 

par interactions : (1) avec un autre domaine PNT comme illustré par la capacité de Tel ou Erg 

à s’homodimériser via ce domaine [36, 38] ou (2) avec un domaine de nature différente 

permettant notamment le recrutement de facteurs essentiels à la régulation transcriptionnelle. 

En effet, une étude montre qu’Ets-1 peut former via son domaine PNT un complexe avec la 

MAPK (« mitogen-activated protein kinase »), Erk-2 (« extracellular signal-regulated kinase-

2 ») [37, 39].  

 De façon intéressante, l’interaction entre ces deux protéines est due à un motif 

protéique LXLXXXF (où L est la leucine, F la phénylalanine et X un acide aminé 

quelconque) présent dans le domaine PNT d’Ets-1 (Figure 6), correspondant à un site plate-

forme (ou « docking site ») des MAPKs Erk-1/2. Bien que des données structurales ne soient 

disponibles que pour l’interaction d’Ets-1 avec la kinase Erk-2, Erk-1 est très probablement 

recrutée au niveau de ce site. L’importance de ce motif est illustrée par le fait qu’il est 

retrouvé dans la séquence d’Ets-2, qui possède un domaine PNT capable d’interagir avec Erk-

2, mais non dans celle de Gabp-α qui ne lie pas Erk-2 [37]. Les conséquences de cette 

interaction seront abordées au Chapitre III §II-1-1-1-a. 

 
III/ Le domaine transactivateur 

 
 Le domaine transactivateur d’Ets-1 occupe une position centrale au sein de sa 

séquence (Figure 2). Celui-ci a été défini comme un domaine indépendant de transactivation 

puisqu’il est capable d’induire la transcription d’un gène rapporteur lorsqu’il est fusionné au 

domaine de liaison à l’ADN d’un facteur hétérologue, en l’occurrence Gal-4 [40]. Ce domaine 

est caractérisé par un fort contenu en résidus acides (point isoélectrique proche de 4,4), mais 

aucune structure n’a encore pu être définie. La structure secondaire prédite par bio-

informatique indique la présence potentielle de deux hélices α et de trois brins β [41]. Ces 

caractéristiques tendent à classer ce domaine dans la catégorie des domaines d’activation 

acides (« acidic activation domains » ou AAD) [42]. Néanmoins, ce domaine est unique car 

aucune similarité n’a pu être trouvée dans la séquence des membres de la famille Ets, même 

avec la séquence d’Ets-2, la protéine la plus proche d’Ets-1 (55% d’identité de séquence). Ce 

point est important pour la compréhension des mécanismes régissant la spécificité d’action 

d’Ets-1 vis-à-vis d’Ets-2.     
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En effet, l’existence de domaines transactivateurs propres à chaque protéine peut être 

un moyen de recruter des facteurs différents. Ainsi, il a pu être montré qu’Ets-1 interagit avec 

GHF-1 (« growth hormone factor-1 »)/Pit-1, un facteur de transcription à homéodomaine 

POU, via une région de 70 acides aminés incluant la partie C-terminale de son domaine 

transactivateur, alors qu’Ets-2 en est incapable [43, 44]. 

 
IV/ Les domaines inhibiteurs 

IV-1/ Structure  

La protéine Ets-1 possède deux domaines inhibiteurs situés de part et d’autre du 

domaine ETS entre les résidus 280 et 331 (domaine inhibiteur N-terminal), et les résidus 416 

et 441 (domaine inhibiteur C-terminal) (Figure 2). Des travaux de RMN et de 

radiocristallographie  montrent que chaque domaine inhibiteur possède deux hélices α : HI-1 

et HI-2 pour le domaine N-terminal et H4 et H5 pour le domaine C-terminal (Figure 8A) [45, 

46]. Les hélices de chaque domaine inhibiteur interagissent les unes avec les autres ainsi 

qu’avec l’hélice H1 du domaine ETS pour former un module compacté, le module auto-

inhibiteur qui confère à Ets-1 sa propriété d’auto-inhibition  de liaison à l’ADN (Figure 8B et 

8C) [46]. Ce module est stabilisé par l’existence d’une large poche hydrophobe qui intègre 

des résidus des cinq hélices (Figure 8C). De plus, le caractère polaire des hélices HI-1, H4 et 

H5 renforce la formation de ce module grâce à des interactions électrostatiques. 

De façon intéressante, la séquence des domaines inhibiteurs est conservée chez Ets-2, 

ainsi que les propriétés d’hydrophobicité et de charges des résidus cruciaux. Ceci suggère 

fortement l’existence d’un module auto-inhibiteur de même structure au niveau d’Ets-2 

(Figure 8A) [47]. 

 

IV-2/ Fonction  
 
 Les premières études avaient mis en évidence que la délétion de l’une ou l’autre des 

régions qui encadrent le domaine ETS augmente fortement la fixation d’Ets-1 à l’ADN [48, 

49]. Ultérieurement, des travaux ont montré que les deux domaines inhibiteurs agissent de 

concert pour réduire l’affinité de liaison à l’ADN d’Ets-1 [50]. De façon intéressante, la 

conservation des deux domaines inhibiteurs dans la séquence d’Ets-2 lui confère des 

propriétés  d’inhibition  de  la  liaison  à  l’ADN similaires  à celles d’Ets-1. Ce phénomène de 

régulation intra-protéique de la fixation à l’ADN, appelé auto-inhibition de liaison à l’ADN, 

est présent chez d’autres facteurs de transcription [51]. 
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Ets-1 VPSYDSFDSEDYPAALPNHKPKGTFKDYVRDRAD-LNKDKPVIPAAALAGYTGSG

Ets-2 RVPSFESFEDDCSQSLCLNKPTMSFKDYIQERSDPVEQGKPVIPAAVLAGFTGSG

Ets-1 PIQLWQFLLELLTDK---CDLQSLLGYTPEELHAMLDVKPDADE
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Figure 8 : Structure du module auto-inhibiteur d’Ets-1.  
A : Alignement des séquences d’Ets-1 et d’Ets-2 au niveau des domaines inhibiteurs et de l’hélice H1 du 
domaine ETS. La structure secondaire déterminée pour Ets-1 est indiquée sous l’alignement des séquences, les 
hélices α des domaines inhibiteurs (H1-H5) sont figurées par des rectangles rouges et l’hélice H1 du domaine 
ETS par un rectangle bleu. Les résidus conservés à 100% sont représentés en gras. Les acides aminés constituant 
le cœur hydrophobe du module auto-inhibiteur sont repérés par un fond gris. La numérotation des séquences 
correspond à celle adoptée pour Ets-1. B, C : Structure tridimensionnelle du module auto-inhibiteur. Les 
éléments structuraux du domaine ETS sont en bleu (hélice α) et jaune (brins β), ceux des domaines inhibiteurs en 
rouge. La structure est représentée en vue de face (B) ou de haut (C). D’après [46] (PDB : 1R36). 
 
 

IV-2-1/ Définition de l’auto-inhibition 
 
 L’auto-inhibition est un mécanisme de régulation négative de l’activité d’une protéine 

[51]. De façon générale, il peut s’agir du masquage direct d’un site actif ou d’une surface 

d’interaction d’une protéine mais aussi, de façon plus indirecte, du maintien d’une 

conformation non-fonctionnelle d’un domaine cible.  

 Une protéine "auto-inhibée" peut être considérée comme dans un état latent où la 

conformation est dite "fermée". En réponse à des signaux particuliers, l’auto-inhibition est 
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levée suite à un changement conformationnel de la protéine qui peut être engendré par une 

interaction protéine-protéine, une modification post-traductionnelle ou un clivage 

protéolytique. La protéine tend alors vers une conformation dite "ouverte" qui correspond à 

un état actif. A l’opposé, l’auto-inhibition peut très bien être renforcée par des interactions 

protéine-protéine ou par des modifications post-traductionnelles de façon à stabiliser l’état 

« fermé ». En dehors de l’activation par protéolyse qui est définitive, l’auto-inhibition doit 

être perçue comme un mécanisme dynamique permettant le passage réversible et rapide de 

l’état actif vers l’état latent d’une protéine, et inversement, par le biais de modifications 

conformationnelles (Figure 9). 
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Figure 9 : L’auto-inhibition et ses mécanismes de régulation.  
Le domaine protéique (en blanc) au centre est auto-inhibé par un contact intramoléculaire (domaine noir). Le 
clivage du domaine inhibiteur (en haut au centre) ou sa déstabilisation par l’intermédiaire d’un contact avec un 
partenaire protéique (en haut à droite) ou par une modification post-traductionnelle (en haut à gauche) peuvent 
restaurer l’activité du domaine protéique d’intérêt. Au contraire, la stabilisation du domaine inhibiteur (en bas) 
renforce l’auto-inhibition. 

 
L’auto-inhibition de liaison à l’ADN est retrouvée chez divers facteurs de transcription 

eucaryotes et procaryotes [51]. Au sein de la famille Ets, ce mécanisme affecte les protéines 

des groupes ETS, PEA3, ELK et GABP [11], ainsi que les membres Erg et Tel [52, 53].  

 

IV-2-2/ Mode d’action du module auto-inhibiteur d’Ets-1 
 
 Le module auto-inhibiteur d’Ets-1, comme décrit dans le §IV-1, est composé des 

hélices α des deux domaines inhibiteurs (HI-1, HI-2, H4 et H5) et de l’hélice α H1 du 

domaine ETS (Figure 10A). La détermination de la structure de ce module n’a eu lieu que 
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bien après la mise en évidence et la compréhension biochimique du mécanisme d’auto-

inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1. 
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Figure 10 : Modèle structural de l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1. 
A : Structure secondaire des domaines inhibiteurs et du domaine ETS d’Ets-1. Les rectangles correspondent aux 
hélices α et les flèches aux brins β. Le nom des hélices α constituant le module auto-inhibiteur est souligné. B : 
Modèle de levée de l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1. En solution, les hélices des domaines 
inhibiteurs (HI-1, HI-2, H4, H5) sont compactées sur le domaine ETS par interaction avec l’hélice H1 formant 
un module auto-inhibiteur. Lors de la fixation à l’ADN, l’hélice HI-1 se déplie induisant la déstructuration de ce 
module. Cependant, cet état est transitoire et le domaine revient rapidement à sa forme compacte (Flèche en 
gras). Les hélices α du domaine ETS (H1-H3) sont représentées en bleu, les brins β (S1-S4) en jaune. Les hélices 
des domaines inhibiteurs sont colorées en orange. D’après [46]. 
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Les travaux, effectués sur les changements de conformation du module auto-inhibiteur 

d’Ets-1 lors de sa liaison à l’ADN, démontrent clairement que l’hélice HI-1 du domaine 

inhibiteur N-terminal de type hélice-pelote (« helix-coil ») se déstructure lors de la liaison 

d’Ets-1 à l’ADN [45, 46]. L’utilisation de mutants de délétion d’Ets-1 a également permis de 

démontrer l’importance du domaine inhibiteur C-terminal pour la stabilisation de l’hélice HI-

1 [50].  

 Le modèle pour l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1 indique qu’en solution, le 

module auto-inhibiteur est compacté sur le domaine ETS via l’interaction des hélices des deux  

domaines inhibiteurs (HI-1, HI-2, H4, H5) avec l’hélice H1 du domaine ETS constituant un 

état inhibé. Lors de la fixation à l’ADN, l’hélice HI-1 du domaine inhibiteur N-terminal se 

déplie induisant la déstructuration du module auto-inhibiteur pour passer dans un état activé 

(Figure 10B). Néanmoins, cet état est transitoire. Le déplacement de l’équilibre vers l’état 

inhibé explique la faible affinité de liaison relative d’Ets-1, qui correspond à une réduction 

d’affinité d’un facteur 15 par rapport à une molécule dépourvue de module auto-inhibiteur 

[50, 54]. 

 La levée de l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1 constitue un mécanisme clef 

lors de la sélection de ses gènes cibles. En effet, elle exige l’interaction avec des partenaires 

protéiques spécifiques dans le cadre d’une régulation combinatoire ou la présence d’une 

configuration particulière d’EBS organisés en répétition inversée (ou palindrome) (voir 

Chapitre III §II-2). L’auto-inhibition d’Ets-1 est donc une source de spécificité d’action pour 

ce facteur de transcription. 

 
 

Au travers de l’ensemble des données présentées dans ce Chapitre, il apparaît 

clairement qu’Ets-1 partage des similarités de structure et de séquence avec d’autres protéines 

Ets, Ets-2 étant le facteur ayant le plus de points communs avec Ets-1. La spécificité d’action 

d’Ets-1 se situe notamment au niveau de la fixation sur ses promoteurs cibles grâce : (1) à la 

reconnaissance de séquences consensus particulières (EBS), capables d’établir des contacts 

spécifiques avec la protéine Ets-1 et, (2) à la faible affinité d’Ets-1 pour ses EBS due à son 

auto-inhibition de liaison à l’ADN dont la régulation participe grandement à la sélection des 

gènes ciblés par Ets-1 comme nous le verrons dans le chapitre suivant. 

Les données exposées au cours de ce chapitre fournissent des informations structurales 

sur la protéine Ets-1 et son mode de fixation à l’ADN. Nous allons maintenant nous intéresser 
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à la régulation d’Ets-1 dans le contexte cellulaire.  Le Chapitre suivant traitera de la régulation 

de l’expression du gène ets-1 et de son ARN messager donnant naissance à différentes 

isoformes aux propriétés souvent antagonistes. Nous aborderons également les nombreuses 

modifications post-traductionnelles qui touchent Ets-1 et les intégrerons dans la signalisation 

cellulaire. Enfin, il sera présenté les différents mécanismes permettant de moduler l’auto-

inhibition d’Ets-1. 
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CHAPITRE III : Régulation d’Ets-1 
 
 
I/ Régulation de l’expression du gène ets-1 
 

Le gène humain ets-1 est localisé dans la région q23 du chromosome 11 et s’étend sur 

60 kb. Son expression, régulée par différents signaux extracellulaires, est sous le contrôle 

d’un promoteur contenant des sites de fixation pour différents facteurs de transcription [55, 

56]. Après l’activation de son promoteur, le gène ets-1 est transcrit en un ARNm précurseur 

contenant 8 exons (numérotés A, III-IX) interrompus par 7 introns éliminés durant sa 

maturation. Chez l’Homme, cet ARNm mature est traduit pour produire la protéine Ets-1 de 

pleine longueur, Ets-1 p51 (Figure 11). 

 

 
 

Figure 11 : Structure du variant ets-1 codant la protéine Ets-1 humaine de pleine longueur, Ets-1 p51. 
Les exons sont représentés par des rectangles bleus dont la longueur est indiquée en nombre de bases (b). Les 
domaines protéiques codés par chaque exon sont délimités par des pointillés. 

 

I-1/ Promoteur humain d’ets-1 et ses facteurs régulateurs directs 
  

Un certain nombre de sites fonctionnels pour des facteurs de transcription a pu être 

caractérisé au sein du promoteur du gène ets-1 (Figure 12).  

L’analyse de la séquence du promoteur du gène ets-1 montre qu’il ne possède pas de 

boîtes TATA et CCAAT qui sont les sites généraux d’initiation de la transcription gouvernée 

par l’ARN polymérase de type II. Par contre, une région riche en GC est située à proximité du 

point d’initiation de la transcription (+1) en position -190 et +230 avec plus de 75% de bases 

GC [57] (Figure 12). Ce type de séquence est retrouvé classiquement dans les promoteurs des 

gènes domestiques (ou « housekeeping genes »). Le promoteur du gène ets-1 contient 

également des éléments de régulation positive et négative qui permettent le recrutement de 
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facteurs de transcription responsables de son activation ou de sa répression (Figure 12) 

(Tableau 3). 

 

  
Figure 12 : Promoteur du gène ets-1. 
Les rectangles rouges (NRE1 et NRE2) représentent les éléments de réponse négative et les autres, les éléments 
de réponse positive. Les flèches indiquent une activation du promoteur par des facteurs de transcription eux-
mêmes (traits pleins) ou sous l’action de signaux extracellulaires (pointillés). Le +1 est le point d’initiation de la 
transcription. 

 

Quelques précisions intéressantes sur la structure de ce promoteur sont à noter. Tout 

d’abord, la présence d’un élément de réponse à Ras (RRE) dans le promoteur d’ets-1 pourrait 

être responsable de l’induction de son expression par le PMA (« phorbol 12-myristate 3-

acetate » également dénommé TPA « 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate »), ester de 

phorbol connu pour ses propriétés d’inducteur de tumeurs. Cette activation a été rapportée par 

différents auteurs [58-60]. En effet, ces éléments RRE jouent un rôle fondamental dans 

l’activation des promoteurs par des oncogènes et des esters de phorbol. D’autre part, on 

constate qu’Ets-1 est capable d’augmenter l’activité de son propre promoteur via l’EBS3 et 

l’EBS inclus dans le RRE (Figure 12) [57]. Il existe donc une boucle positive d’auto-

activation de l’expression du gène ets-1 [61]. Malgré sa forte identité avec Ets-1, le facteur 

Ets-2 est incapable d’engendrer cet effet [61]. Par contre, la protéine Pea-3 est un activateur 
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plus efficace qu’Ets-1 au niveau de ce promoteur [62]. Ceci résulte probablement de sa 

capacité à être recrutée sur les EBS1 et 2 contrairement à Ets-1 (Tableau 3). 

 

Sites et facteurs activateurs 

Site(s) Facteur(s) de transcription Références 

Sp1 x3 Sp1 [57] 

AP-2 AP-2 (« activator protein-2 ») [63] 

RARE  

(« retinoic acid response 

element ») 

RARα (« retinoic acid receptor α ») [64] 

ARE  

(« antioxydant responsive 

element ») 

Nrf-2 (« nuclear factor E2-related factor-2 ») [65] 

RRE (EBS+AP-1 x2)  

(« Ras-responsive element ») 

Ets-1 ou Pea-3 avec le complexe AP-1           

(c-Jun/c-Fos) (« activator protein-1 ») 
[57] 

HRE 

(« hypoxia responsive 

element ») 

HIF-1α (« hypoxia-inducible factor-1 α ») [66] 

EBS (EBS3) Ets-1 ou Pea-3 [62] 

AP-1 Complexe AP-1 (c-Jun/c-Fos) [57, 63] 

Oct (« octamer ») x2 Oct-1 et Oct-2 [62] 

EBS x2 (EBS1, EBS2) Pea-3 [62] 

Sites et facteurs répresseurs 

NRE (NRE2) 

 (« negative regulatory 

element ») 

Non déterminé(s) [67] 

NRE (NRE1) Non Déterminé(s) [67] 

 

Tableau 3 : Sites présents dans le promoteur du gène ets-1 et les facteurs régulateurs. 
Les sites activateurs et répresseurs du gène ets-1 et leur(s) facteur(s) régulateur(s) associé(s) sont présentés. Les 
sites sont classés selon leur fonction activatrice ou répressive et de la position proximale à la position distale par 
rapport au promoteur. La présence de sites multiples est indiquée par un x suivi du nombre de sites. Tous les 
sites ci-dessus sont également représentés en Figure 12. 
 

Les seuls éléments répresseurs identifiés dans le promoteur d’ets-1 sont les deux 

éléments NRE1 et NRE2, situés dans la partie plus distale du promoteur de part et d’autre de 
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la région contenant les EBS1 et 2 et les sites Oct (Figure 12). Leur délétion induit une 

importante augmentation de l’activité basale du promoteur de plus de 20 fois [67]. 

L’utilisation de constructions du promoteur du gène ets-1 a permis de démontrer que les 

capacités  répressives du site NRE2 sont plus fortes que celles du site NRE1. D’après les 

auteurs, la localisation du site NRE2 à proximité des éléments de réponse positive pourrait 

être à l’origine du blocage de l’accès de facteurs activateurs à leurs sites de liaison [67]. Des 

complexes protéine-ADN spécifiques ont pu être mis en évidence au niveau des NRE, à partir 

d’extraits nucléaires de cellules lymphoïdes [67]. Néanmoins, aucun facteur de transcription 

n’a été identifié. L’analyse de la séquence de ces éléments par bioinformatique suggère 

l’existence d’un site pour le facteur YY1 (« ying-yang 1 ») [68], qui possède des capacités de 

répresseur transcriptionnel [69]. Jusqu’à ce jour un seul facteur de transcription capable 

d’inhiber l’activité de ce promoteur a pu être caractérisé. Il s’agit du suppresseur de tumeur 

p53 sous sa forme sauvage. La protéine p53 mutée est incapable d’induire cet effet répresseur. 

Bien qu’aucun site de liaison pour p53 n’ait été mis en évidence, cette protéine est détectée au 

niveau de la région -30 du promoteur du gène ets-1 grâce à des expériences de pontage par les 

rayons UV (Figure 12). Ceci suggère que p53 serait recrutée au niveau du promoteur d’ets-1 

par des interactions protéine-protéine [70]. 

 

I-2/ Signaux extracellulaires 
I-2-1/ Signaux activateurs 

 
 Des travaux ont mis en évidence l’action de certains signaux extracellulaires sur 

l’activation du promoteur du gène ets-1 via la fixation de facteurs de transcription comme 

décrit dans le §I-1 de ce Chapitre (Figure 12). C’est le cas : (1) de l’acide rétinoïque, un agent 

différenciant, qui augmente le taux d’ARNm ets-1 dans des ostéoblastes et des cellules de 

carcinome épidermoïde [64, 71, 72], (2) du stress oxydant causé par H2O2 qui stimule la 

synthèse de la protéine Ets-1 aboutissant à une augmentation de l’activité du promoteur dans 

des cellules de carcinome ovarien [65] et (3) de l’hypoxie qui aboutit également à l’induction 

de la transcription du gène ets-1 dans des cellules de carcinome de la vessie et des cellules 

endothéliales [66].  

 Néanmoins, d’autres signaux extracellulaires activent l’expression d’ets-1 bien que les 

modalités d’action de ces molécules soient inconnues (Figure 13). Il s’agit de facteurs de 

croissance tels que l’EGF (« epidermal growth factor ») [73, 74], le FGF (« fibroblast growth 

factor ») [75, 76], le PDGF (« platelet-derived growth factor ») [75] ou encore le TGF-β (« 
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transforming growth factor-β ») [76, 77]. Cette régulation intervient dans des types cellulaires 

variés, des fibroblastes aux cellules endothéliales ainsi que dans des cellules carcinomateuses. 

De manière plus restreinte, l’expression du gène ets-1 est stimulée par le facteur de 

dissémination HGF/SF (« hepatocyte growth factor/scattor factor ») dans des cellules 

épithéliales [78], par le VEGF (« vascular endothelial growth factor ») et le bFGF (« basic 

fibroblast growth factor ») dans des cellules endothéliales [79, 80] ainsi que par le PDGF-BB 

dans des cellules musculaires lisses vasculaires, VSMC (« vascular smooth muscle cells ») 

[59]. Pour l’ensemble de ces facteurs, il a pu être mis en évidence que leur action passe par la 

voie de signalisation Ras-MAPK et par l’activation des kinases d’ERK-1/2. Par ailleurs, 

certaines cytokines, pro-inflammatoires comme l’IL-1α (« interleukine-1α ») [75], l’IL-1β 

[81] et le TNF-α (« tumor necrosis factor-α ») [75, 82], ou pro-angiogéniques comme le 

CCL-2 (« CC chemokine ligand-2 ») [83], empruntent également cette voie de signalisation 

afin d’augmenter l’expression du gène ets-1 (Figure 13). 

 D’autres voies de signalisation cellulaires impliquant des kinases différentes d’Erk-1/-

2 peuvent être également responsables d’une expression accrue d’Ets-1. Il s’agit de voies qui 

stimulent : (1) la MAPK p38 lors du processus de régénération endothéliale consécutif à une 

dénudation de ce tissu, (2) la kinase FAK (« focal adhesion kinase ») dans les cellules 

endothéliales après interaction avec le collagène de type I [84]. Au centre de cette 

signalisation, l’expression du gène ets-1 est également induite par l’intégrine α2β1, récepteur 

membranaire à certains composants de la matrice extracellulaire (MEC) dont le collagène de 

type I [85] (Figure 13). Et (3) la voie PI3K (« phosphatidylinositol 3-kinases »)/Akt dans des 

cellules de carcinomes ovarien et prostatique [86, 87] (Figure 13).  

Enfin, l’expression du gène ets-1 peut être due à une stimulation hormonale par les 

œstrogènes [88], à des peptides modulateurs de la vasomotricité comme l’endothéline-1 [59] 

et l’angiotensine II [89] ou encore à une production d’oxyde nitrique (NO) par des cellules 

endothéliales [90] (Figure 13). 
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Figure 13 : Régulation de l’expression du gène ets-1 par des signaux extracellulaires.  
Les signaux indiqués sont ceux pour lesquels aucun facteur de transcription en aval n’a été identifié comme 
responsable de la régulation directe du promoteur.     
  

I-2-2/ Signaux répresseurs 
   

 Il existe également des signaux extracellulaires répresseurs de l’expression d’Ets-1 

(Figure 13). Par exemple, un changement dans la nature de la MEC, qui au lieu du collagène 

de type I, serait constituée de collagène de type IV aura un effet inverse sur l’expression du 

gène ets-1. En effet, le collagène de type IV est reconnu par l’intégrine α1β1, et non par 

l’intégrine α2β1, ce qui a pour conséquence de réduire le niveau d’ARNm d’ets-1 [85]. 

L’expression du gène ets-1 pourra donc être modulée en fonction du type de molécules de la 

MEC en interaction avec les cellules.  

Par ailleurs, des ligands synthétiques du récepteur PPARγ (« peroxysome proliferator-

activated receptor γ » ) sont capables de bloquer l’augmentation du taux d’ARNm ets-1 en 

réponse au PDGF dans des cellules VSMC [91]. Le PPARγ activé interfère avec la voie de 

signalisation du PDGF en aval des MAPKs Erk-1/-2, suggérant l’inhibition d’un facteur de 

transcription présent au niveau du promoteur d’ets-1 [92].  
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Enfin, nous pouvons citer l’acide rétinoïque qui a une fonction bivalente dans la 

régulation du gène ets-1. En effet, d’abord décrit comme un activateur via son récepteur 

RARα (Figure 12), il a ensuite été mis en évidence que l’acide rétinoïque bloque l’induction 

de l’ARNm ets-1 en interférant avec les voies du bFGF et du TNF-α dans des cellules 

endothéliales [93]. Il inhibe également l’activation du promoteur d’ets-1 induit par le PMA, 

ceci probablement au niveau de l’élément potentiel de réponse au PMA, le RRE (Figure 12). 

Ceci est d’autant plus vraisemblable que ces récepteurs sont connus pour interférer avec la 

liaison du complexe AP-1 au niveau du RRE de certains promoteurs, comme celui du gène de 

la collagénase-1 (MMP-1 « matrix metalloproteinase-1 ») [94]. L’ensemble des données 

suggère que l’acide rétinoïque agit selon des mécanismes distincts en fonction du contexte 

cellulaire. 

 

I-3/ Régulation par l’expression de variants d’épissage 
 

L’expression du gène ets-1 est également régulée par le processus d’épissage 

alternatif. Il consiste en l’élimination de séquences exoniques en parallèle des introniques au 

cours de la maturation de l’ARNm précurseur. Il en résulte la production d’ARNms matures, 

désignés variants d’épissage, dépourvus de certaines régions codantes. 

 
 
I-3-1/ Variants d'épissage de l'ARNm ets1 

 
L’ARNm précurseur, issu de l’activation du promoteur du gène ets-1, contient 8 exons 

(numérotés A, III-IX) interrompus par 7 introns éliminés durant sa maturation [55, 56]. Il en 

résulte la génération d’un transcrit ets-1 majoritaire de pleine longueur qui s’étend sur 6,8 kb 

(Figure 14).  

L’ARNm ets-1 précurseur peut également être sujet à l’élimination de séquences par le 

mécanisme d’épissage alternatif. En effet, une analyse par « Northern blot » des ARNm 

purifiés via leur queue poly-A a mis en évidence la présence d’un transcrit ets-1 de 2,7 kb (en 

plus de celui de 6,8 kb) dans les cellules lymphoïdes [95]. Celui-ci conserve les 8 exons du 

gène ets-1 mais est dépourvu d’une partie de la région 3’ non codante du transcrit de 6,8 kb. 

Puisqu’il existe plusieurs sites de polyadénylation dans l’ARNm précurseur d’ets-1, ceci 

suggère que ce nouveau variant est issu de l’utilisation d’un site de polyadénylation différent. 

D’ailleurs, ce variant de 2,7 kb est moins stable que le transcrit majoritaire, ce qui est en 

corrélation avec le rôle de la queue polyA dans la stabilisation des ARNm [95].  
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La différence fondamentale entre Ets-1 p51 et Ets-1 p42 se situe au niveau de leurs 

capacités de liaison à l’ADN. En effet, la fixation d’Ets-1 p51 à l’ADN est régie par le 

mécanisme d’auto-inhibition contrairement à celle d’Ets-1 p42. Ceci signifie que dans le cas 

des promoteurs contenant un EBS isolé, ceux-ci seront préférentiellement activés par Ets-1 

p42 puisqu’elle possède une affinité de liaison plus forte qu’Ets-1 p51. Ceci a pu être 

démontré en particulier au niveau du promoteur de la caspase-1 (« cysteinyl-aspartate-specific 

protease-1 ») possédant un EBS situé en position -525 [107]. L’action spécifique d’Ets-1 p42 

sur ce promoteur lui confère une fonction biologique propre. En effet, Ets-1 p42 est capable 

d’induire l’apoptose dans des cellules de carcinome de colon DLD-1 contrairement à Ets-1 

p51 [101]. De plus, l’augmentation de l’expression d’Ets-1 p42 induit l’apoptose de ces 

cellules dans des conditions de faibles concentrations en sérum [101]. D’autre part, une 

réduction du taux de survie est observée après la surexpression d’Ets-1 p42 dans des cellules 

de carcinome mammaire invasif, MDA-MB-231, mais pas dans la lignée moins agressive, 

MCF-7 [103]. 

 L’impact de l’expression d’Ets-1 p42 sur la survie est également décelable lors du 

développement des lignées lymphocytaires. En effet, un doublement du taux d’apoptose des 

lymphocytes B et T de la rate est détecté dans des souris transgéniques n’exprimant que 

l’isoforme Ets-1 p42. Néanmoins, il est à noter que chez ces mêmes souris la prolifération des 

lymphocytes T est fortement accrue dans le thymus ce qui suggère qu’Ets-1 p42 n’a pas 

toujours un effet pro-apoptotique [108].   

 

I-3-2-2/ Ets-1 p27  
  
 L’auto-inhibition de liaison à l’ADN, source de spécificité d’Ets-1, est également le 

mécanisme gouvernant la fixation à l’ADN de l’isoforme Ets-1 p27. Des travaux menés par 

notre équipe ont montré que cette isoforme est un dominant négatif de la protéine Ets-1 p51 

de pleine longueur, qui agit à la fois sur ses propriétés transcriptionnelles et sur sa localisation 

subcellulaire (Figure 16) [96]. 

En effet, Ets-1 p27 est incapable d’activer la transcription d’un promoteur cible d’Ets-

1 p51, tel que celui de la stromélysine-1 (MMP-3). Par contre, elle se fixe sur les EBS 

empêchant ainsi la fixation d’Ets-1 p51 (Figure 16B). Ets-1 p27 peut également restreindre 

l’activité transcriptionnelle d’autres membres de la famille Ets comme Ets-2 et Pea-3 [96]. 

Par ailleurs, Ets-1 p27 est capable de délocaliser la protéine Ets-1 p51 du noyau vers le 

cytoplasme agissant ainsi comme un dominant négatif de localisation subcellulaire (Figure 
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16B). En effet, Ets-1 p51 est connue pour avoir une localisation majoritairement nucléaire 

alors qu’Ets-1 p27 est localisée équitablement dans le noyau et le cytoplasme [96]. Lors de la 

surexpression d’Ets-1 p27, la totalité d’Ets-1 p51 est délocalisée dans le cytoplasme [96]. Le 

mécanisme à la base de cette délocalisation n’est pas encore connu. Néanmoins, plusieurs 

événements de délocalisation ont été décrits pour Ets-1 p51, ils seront abordés dans les §I-4 et 

§II-1-1 de ce chapitre. Nous pouvons supposer qu’Ets-1 p27 pourrait interférer avec ces 

mécanismes. 

Enfin, les travaux de notre équipe ont montré que la surexpression stable d’Ets-1 p27 

réduit la tumorigénicité des cellules de carcinome mammaire invasif MDA-MB-231 chez la 

souris en contrant l’action d’Ets-1 p51 [96]. 

 

 
 
Figure 16 : Modèle de la fonction de dominant négatif d’Ets-1 p27.  
A : Activation transcriptionnelle des gènes cibles d’Ets-1 p51. Pour lever son auto-inhibition de liaison à l’ADN, 
la protéine nucléaire Ets-1 p51 se fixe sur les promoteurs cibles contenant : (1) des EBS en palindrome voir §II-
2-2 ou (2) des éléments pour recruter Ets-1 p51 via l’interaction avec des partenaires d’interaction voir §II-2-1. 
B : Fonction de dominant négatif d’Ets-1 p27. (1) Dominant négatif transcriptionnel. Ets-1 p27 auto-inhibée se 
lie à l’ADN de la même façon qu’Ets-1 p51, bloquant ainsi l’accès aux EBS à Ets-1 p51. (2) Dominant négatif 
de la localisation cellulaire. Ets-1 p27 est capable de délocaliser Ets-1 p51 du noyau vers le cytoplasme. D’après 
[96]. 
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 La génération par épissage alternatif d’isoformes de la protéine Ets-1 semble donc être 

un moyen mis en place pour étendre la fonction de ce facteur à d’autres gènes cibles via 

l’isoforme Ets-1 p42 mais aussi pour établir un rétrocontrôle négatif de l’activité d’Ets-1 via 

l’isoforme Ets-1 p27. 

 

 I-4/ Régulation par des microARN 
 

Les microARN ou miR sont une classe d’ARN non codant long de 20 à 25 nucléotides 

qui participent à la régulation de l’expression des gènes. Celle-ci s’effectue par la fixation des 

miR via leur extrémité 5’ UTR (« untranslated region ») sur l’extrémité 3’ UTR des ARNm 

cibles grâce à une complémentarité de séquence. Ceci aura pour conséquence le blocage de la 

traduction de l’ARNm voire, dans certains cas, conduira à sa dégradation [109] (Figure 17). A 

ce jour, plusieurs centaines de miR ont été identifiés mais il pourrait en exister plus d’un 

millier [110]. L’expression des miR obéit à un processus assez particulier. En effet, ils sont 

codés par des séquences inter-géniques ou positionnées en orientation antisens d’un gène. Ils 

sont d’abord transcrits sous forme d’un long précurseur, appelé pri-miR (« primary 

transcript »), puis transformés en pre-miR (« precursor ») par le complexe Drosha (Figure 

17). Ensuite ils sont exportés dans le cytoplasme puis maturés en miR par le complexe Dicer 

(Figure 17). Enfin, ils sont intégrés au complexe RISC (« RNA-induced silencing complex ») 

où ils pourront reconnaître leur(s) ARNm cible(s) et empêcher leur traduction. Les miR ne 

régulent généralement pas un seul ARNm mais plusieurs d’entre eux codant souvent pour des 

protéines impliquées dans les mêmes processus physiologiques. Ainsi, les miR s’intègrent 

dans un vaste réseau de régulation des voies de signalisation cellulaire [109]. 

Ces cinq dernières années, de nombreuses études ont mis en évidence la régulation de 

l’ARNm ets-1 par des miR. Les mieux caractérisées sont celles effectuées par la famille miR-

200 et par miR-222. 

En effet, des travaux, menés sur l’origine embryonnaire des progéniteurs endothéliaux, 

ont montré que la famille des miR-200 réprime l’expression d’Ets-1 au sein des cellules de 

l’endoderme primitif [111]. L’expression de la protéine Snail permet l’inhibition de 

l’expression des miR-200 ce qui permet via Ets-1 de favoriser la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) et la différenciation en cellules endothéliales [111]. Ceci conforte le 

rôle essentiel d’Ets-1 dans l’EMT et l’angiogenèse, aspects qui seront développés dans le 

Chapitre IV. De plus, Le lien entre Ets-1 et les miR-200 s’observe également lors de la néo-
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angiogenèse. En effet, une étude a montré que, dans les cellules endothéliales, miR-200b 

inhibe l’ARNm ets-1 [112]. Lors de l’hypoxie, qui stimule l’expression du gène ets-1 (voir §I-

1), l’expression de miR-200b est réprimée permettant ainsi de laisser libre cours aux 

propriétés pro-angiogéniques d’Ets-1 [112]. En dehors des cellules endothéliales, les miR-200 

répriment aussi l’EMT provoquée par Ets-1 dans les cancers. Ainsi, de récents travaux ont 

permis de constater que la réexpression du miR-200c dans des cellules de carcinome 

colorectal permettait d’empêcher l’EMT en réprimant l’ARNm ets-1 [113].            

 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Processus d’expression, de maturation et 
modes d’action des miR.  
Les différentes étapes de la maturation des miR sont 
représentées : la transcription à partir de la séquence 
intergénique ou en antisens d’un gène, la transformation 
du pri-miR en pre-miR par le complexe Drosha, 
l’exportation vers le cytoplasme, la maturation en miR 
par le complexe Dicer et enfin l’association avec le 
complexe RISC. Il est également représenté la fixation du 
miR sur son ARNm cible engendrant soit le blocage de la 
traduction en réprimant l’initiation et l’élongation au 
niveau de l’ORF (« open reading frame ») soit, dans 
certain cas,  la dégradation de l’ARNm en désadénylant la 
queue polyA en 3’UTR responsable de sa stabilité. 
D’après [109]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Le miR-222 est également connu pour réguler Ets-1. Les premiers travaux, effectués 

dans le cadre pathologique de l’athérosclérose, ont montré qu’Ets-1, qui est fortement 

impliquée dans cette pathologie (voir Chapitre IV §II-2-2-3), pouvait être inhibée directement 

par trois miR : le miR-155 et le « cluster » miR-221/222 [114]. Ceci permet d’empêcher la 

prolifération des cellules endothéliales, leur migration et l’inflammation associées à 

l’athérosclérose. Peu de temps après, une étude a montré que la migration des cellules 
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endothéliales dans le sarcome de Kaposi était due à la forte expression d’Ets-1, provoquant 

néo-angiogenèse et métastases [115]. Or, cette forte expression est la conséquence de 

l’inhibition de la transcription du gène miR-222 par le virus KSHV (« Kaposi sarcoma-

associated herpes virus »), agent étiologique du sarcome de Kaposi [115]. De plus, au sein 

des mélanomes métastatiques, miR-222 réprime l’expression d’Ets-1 et permet même la 

délocalisation des protéines Ets-1 non phosphorylées dans le cytoplasme selon un mécanisme 

inconnu [116]. Néanmoins, les protéines Ets-1 phosphorylées sur la thréonine 38, forme 

transcriptionnellement active d’Ets-1 (voir §II-1-1-1-a), restent nucléaires. Ceci va 

paradoxalement permettre de favoriser le processus métastatique en augmentant la proportion 

d’Ets-1 active dans le noyau [116]. Contrairement aux miR décrits précédemment, miR-222 

ne peut donc pas être considéré comme anti-tumoral car il ne réprime que partiellement 

l’expression et l’activité d’Ets-1.  

 Un certain nombre d’autres miR régulent l’expression d’Ets-1. Nous pouvons citer les 

miR 208 et 370 qui empêchent la différenciation, due à Ets-1, des pré-ostéoblastes lors de 

l’ostéogenèse (voir chapitre IV §I-5) [117, 118]. L’action de miR-155 qui réprime Ets-1 pour 

bloquer la différenciation des mégacaryocytes [119] et de miR-326 qui inhibe Ets-1 pour 

stimuler la différenciation des lymphocytes T en TH-17 (« Interleukin 17-producing T helper 

cells ») [120]. Enfin des miR dont l’expression est perdue lors de cancers laissant la voie libre 

à Ets-1 : miR-125b dans le cancer du sein [121] et les miR-1, 193b et 499 dans le cancer du 

foie [122, 123]. 

 

II/ Régulation de l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 

II-1/ Régulation par des modifications post-traductionnelles 
 

L’activité d’Ets-1 est régulée au niveau post-traductionnel par diverses modifications 

qui permettent de moduler ses capacités de liaison à l’ADN, son pouvoir transactivateur ou sa 

stabilité. Ces modifications sont contrôlées par différentes voies de signalisation cellulaire. La 

voie principale d’activation d’Ets-1 est celle des Ras-MAPKs qui aboutit à la phosphorylation 

de la thréonine 38. Quant à la répression de son activité, elle résulte majoritairement de la 

phosphorylation des résidus sérines dans le domaine codé par l’exon VII en réponse à 

l’augmentation du taux de calcium intracellulaire. D’autres voies sont également impliquées 

dans la régulation de l’activité d’Ets-1. 
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La protéine Ets-1 subit plusieurs modifications post-traductionnelles, au niveau d’un 

certain nombre d’acides aminés, telles que : (1) la phosphorylation (T38, S251, S270, S273, 

S282, S285), (2) la SUMOylation (K15, K227), (3) l’ubiquitination (K48) ou (4) l’acétylation 

(Figure 18). 

 
 
Figure 18 : Les sites de modifications post-traductionnelles de la protéine Ets-1 p51.  
Les domaines fonctionnels sont représentés : le domaine Pointed (PNT) en violet, le domaine de transactivation 
(TAD) en vert, les domaines inhibiteurs (I) en rouge, le domaine de liaison à l’ADN (ETS) en jaune. Les résidus 
indiqués peuvent être modifiés par : (1) phosphorylation (P) sur la thréonine (T) en position 38 et sur les sérines 
(S) en position 251, 270, 273, 282 et 285, (2) SUMOylation (SUMO) sur les lysines (K) en position 15 et 227, 
(3) ubiquitination (Ub) et acétylation (Acétyl) sur des résidus non identifiés.   
        
 

II-1-1/ Phosphorylation 

II-1-1-1/ Activation de la protéine Ets-1  
II-1-1-1-a/ Voie des Ras-MAPKs et phosphorylation de la thréonine 38 

 

Les MAPKs, dont les principales sont Erk-1/-2, JNK-1/-2/-3 (« c-Jun N-terminal 

kinase ») et p38-α/-β/-γ/-δ, sont activées en réponse à une cascade de réactions intracellulaires 

après stimulation de récepteurs membranaires. De manière générale, les kinases Erk-1/-2 sont 

activées en réponse aux facteurs de croissance alors que les protéines JNK et p38 le sont 

plutôt par des cytokines inflammatoires et des stimuli de stress [124, 125].  

 Dans le cas d’Ets-1, c’est la voie Ras-MAPK Erk-1/-2 qui est responsable de son 

activation par phosphorylation d’un résidu thréonine localisé en position N-terminale du 

domaine PNT et plus précisément en position 38 (T38) (Figure 18). Ce résidu appartient au 

motif de phosphorylation PLLTP (où P est la proline et L la leucine) [126]. 

La transduction d’un signal empruntant la voie Ras-MAPK s’amorce par la 

stimulation d’un récepteur de la membrane plasmique à activité tyrosine kinase.  Ceci induit 

l’activation de petites GTPases de la famille Ras par l’intermédiaire des protéines adaptatrices 
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(Figure 19). Ainsi, la protéine Ras permute le GDP en GTP, modifiant sa conformation et lui 

permettant de phosphoryler des protéines effectrices telles que les kinases Raf (qui sont des 

MAP kinase kinase kinases). Une fois phosphorylée, la protéine Raf phosphoryle les protéines 

Mek (qui sont des MAP kinase kinases) qui, par la suite, en font de même avec les protéines 

Erk (Erk-1/-2 ; MAP kinase) (Figure 19). Ces dernières sont alors transloquées dans le noyau 

où elle phosphoryle des facteurs de transcription, dont Ets-1, ce qui stimule  la transcription 

de leurs gènes cibles [127].  

 La phosphorylation d’Ets-1 au niveau de la thréonine 38 a un impact très important sur 

ses capacités transactivatrices, mais n’affecte pas sa liaison à l’ADN [126, 128]. En effet,  la 

simple mutation de cette thréonine 38 suffit à réduire drastiquement l’activité 

transcriptionnelle d’Ets-1 [126]. La phosphorylation d’Ets-1 par Erk1/2 favorise la 

transactivation due à Ets-1 sur des sites, dits composites, contenant un EBS et un site AP-1 

pour le complexe c-Jun/c-Fos. Des études montrent ainsi, qu’après stimulation de la voie 

MAPK par le facteur de dissémination HGF/SF, on observe une forte activité d’Ets-1 au 

niveau de promoteurs possédant un site RRE (constitué de sites EBS et AP-1 voir §I-1) [126, 

129]. Ceci permet l’activation rapide de certains gènes au niveau d’éléments RRE. C’est le 

cas pour des gènes de protéases qui digèrent la MEC, tels que ceux de l’uPA (« urokinase 

plasminogen activator »), de la collagénase-1 (MMP-1) et de la gélatinase-B (MMP-9) [74, 

130]. 

 

 
 
Figure 19 : Voie Ras-MAPK.  
Suite à leur activation, les récepteurs membranaires stimulent via 
les protéines Grb2 et SOS la GTPase Ras qui convertit son GDP 
en GTP. La protéine Ras-GTP stimule par phosphorylation la 
protéine Raf qui induit l’activation en cascade de Mek et Erk. La 
kinase Erk phosphorylée est alors transloquée dans le noyau où 
elle active des facteurs de transcription dont Ets-1 en la 
phosphorylant sur sa thréonine 38. Adapté pour Ets-1 d’après 
[127]. 
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 Cette augmentation d’activité par phosphorylation d’Ets-1 s’explique probablement par 

le fait qu’elle favorise son interaction avec certains partenaires. En effet, celle-ci permet une 

action synergique avec les protéines de la famille AP-1 au niveau des éléments RRE des 

protéases matricielles [74, 130, 131]. Cette phosphorylation facilite également la coopération 

transcriptionnelle avec le facteur hypophysaire GHF-1/Pit-1 au niveau d’un RRE non 

conventionnel, présent dans le promoteur du gène de la prolactine [132, 133]. Il est à noter 

que la présence d’un RRE dans le promoteur du gène ets-1 suppose que l’induction de son 

expression, en réponse à la voie Ras-MAPK (voir Chapitre IV §I-2-1), soit due à Ets-1 elle-

même après sa phosphorylation par Erk-1/2.  

 Les études structurales menées sur le domaine Pointed et le motif PLLTP d’Ets-1 

montrent que la phosphorylation de la thréonine 38 n’induit aucun changement structural [37]. 

Ces travaux n’ont donc pas permis d’apporter d’éléments relatifs au mécanisme d’action de la 

phosphorylation d’Ets-1. Néanmoins, grâce à des expériences de chromatographie d’affinité 

utilisant Ets-1 immobilisée sur une colonne, il a été mis en évidence que les co-activateurs 

CBP (« CREB (« cAMP response element binding »)-binding protein ») et p300 (« E1A 

binding protein p300 ») sont recrutés préférentiellement par la forme phosphorylée d’Ets-1 au 

niveau de la thréonine 38 [134]. L’activité acétyl-transférase de CBP et p300 est nécessaire à 

l’activation des promoteurs cibles d’Ets-1 tels que celui du gène de la stromélysine-1 (MMP-

3) [135]. L’interaction avec CBP et p300 implique le domaine PNT, contenant le motif de 

phosphorylation ciblé par Erk-1/-2, et le domaine TAD nécessaire à la transactivation des 

gènes cibles [126]. Cette étude permet de faire le lien avec des travaux précédents montrant 

qu’Ets-1 recrute les co-activateurs CBP et p300 afin de transactiver certains de ses gènes 

cibles [126, 135]. 

II-1-1-1-b/ Autres voies  
 

Dans les cellules humaines de carcinome mammaire invasif, MDA-MB-231, il a été 

mis en évidence qu’Ets-1 (sauf l’isoforme Ets-1 p42) est phosphorylée par la PKC-α 

(« protein kinase C-α »), qui est une sérine/thréonine kinase, au niveau de la région codée par 

l’exon VII (Figure 18) [136]. Cette phosphorylation permet d’activer Ets-1. Ceci est démontré 

au niveau du promoteur P3 de la PTHrP (« parathyroid-hormone-related protein »), hormone 

apparentée à l’hormone parathyroïdienne, qui est activée par le TGF-β. En présence de la 

PKC-α, Ets-1 induit une forte activité de ce promoteur en réponse au TGF-β [136]. Cet effet 

passe par un accroissement de la synergie transcriptionnelle entre Ets-1 et Smad3 (« Sma- and 

Mad-related protein 3 »), médiateur nucléaire de la signalisation du TGF-β [136]. Lorsque 
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l’activité de la PKC-α est inhibée, l’activation du promoteur P3 du gène PTHrP en réponse au 

TGF-β  est bloquée, et ceci est corrélé à une diminution du taux de protéine Ets-1. De plus, la 

réduction de l’expression de la PKC-α par ARN interférence entraîne la dégradation d’Ets-1 

par le protéasome, sans altérer le taux d’ARNm [137]. Le mécanisme d’action de la 

phosphorylation d’Ets-1 par la PKC-α pourrait donc être lié à une protection vis-à-vis du 

protéasome, permettant d’accroître sa stabilité.  

 Des travaux effectués par notre équipe montrent qu’Ets-1 est également phosphorylée 

par le complexe DNA-PK (« DNA-dependent protein kinase ») sur des sites encore non 

identifiés [138]. Ce complexe est constitué de trois sous-unités : une large sous-unité 

catalytique, la DNA-PKcs, et deux sous-unités régulatrices Ku70 et Ku80. Nous avons pu 

observer que la surexpression de Ku80 engendre une diminution de l’activité 

transcriptionnelle d’Ets-1 sur les promoteurs de la collagénase-1 (MMP-1) et de la 

stromélysine-1 (MMP-3) [138]. Or, l’excès de Ku80 est connu pour favoriser la formation de 

complexes Ku80/DNA-PKcs, qui n’ont pas d’activité kinasique, au dépend du complexe actif 

Ku80/Ku70/DNA-PKcs [139]. Ceci laisse supposer que, lors de la surexpression de Ku80, il 

n’y a plus de phosphorylation d’Ets-1 par le complexe DNA-PK ce qui aurait pour 

conséquence une baisse de son activité trancriptionnelle.  

 Enfin, d’autres kinases semblent avoir un rôle d’activation d’Ets-1 même si la 

phosphorylation de l’oncoprotéine n’a pas été démontrée. En effet, l’inhibition spécifique de 

la kinase p38 MAPK et de la voie PI3K/Akt engendre une délocalisation cytoplasmique 

d’Ets-1 dans des cellules de lignée de carcinome ovarien stimulées au VEGF [86]. Dans 

l’hypothèse où ces kinases pourraient phosphoryler Ets-1, cela aurait donc pour conséquence 

de favoriser sa localisation nucléaire.   

II-1-1-2/ Répression de la protéine Ets-1 
 

Un autre type de phosphorylation d’Ets-1 (sauf l’isoforme Ets-1 p42), répressive cette 

fois, a lieu au niveau de la région riche en sérines, située en amont du domaine inhibiteur N-

terminal en position 251, 270, 273, 282 et 285 (S251, S270, S273, S282 et S285) (Figure 18). 

Cette réaction est catalysée en réponse au calcium par la CaMKII (« calcium/calmodulin-

dependent protein kinase II ») dans la majorité des cas [140, 141], ou par la MLCK (« myosin 

light-chain kinase ») dans les astrocytes après stimulation par un analogue de l’acétylcholine 

[106]. Dans ce modèle cellulaire, la CaMKII étant absente, la MLCK joue probablement un 
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pour inhiber l’activité d’Ets-1 en induisant la phosphorylation de sa région riche en sérines 

dans le domaine codé par l’exon VII. 

 Des travaux menés sur des lymphocytes T et B ont permis de détecter, grâce à des 

anticorps spécifiques, la protéine Ets-1 (p51) sous sa forme phosphorylée au niveau du 

domaine codé par l’exon VII suite à l’activation de la CaMKII. Celle-ci résulte de l’élévation 

de la concentration en calcium intracellulaire suite à la liaison d’anticorps au niveau des 

récepteurs spécifiques des lymphocytes T et B [145, 146]. Néanmoins, aucune forme 

phosphorylée d’Ets-1 p42 n’est mise en évidence dans ces conditions, du fait de l’absence de 

la région codée par l’exon VII. Etant insensible à ce type de phosphorylation, Ets-1 p42 

pourra agir de façon indépendante sans interférer avec Ets-1 (p51), et ce malgré sa faible 

expression.  

Cette modification post-traductionnelle en réponse au calcium est responsable du 

renforcement de l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1 et donc d’une répression de son 

activité transcriptionnelle (voir Chapitre II §IV-2) [128]. L’impact négatif de ce type de 

phosphorylation sur la liaison à l’ADN a pu être mis en évidence dans un contexte cellulaire, 

grâce à des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), au niveau du 

promoteur du GM-CSF (« granulocyte macrophage-colony stimulating factor ») [147]. Il en 

résulte une réduction de l’activité du promoteur induite par Ets-1. D’ailleurs, la mutation des 

sérines phosphorylables d’Ets-1 entraîne une augmentation de l’activité du promoteur du GM-

CSF de plus de 3 fois en présence de CaMKII, associée à une fixation accrue d’Ets-1 au 

niveau de ce promoteur [147]. De plus, l’action de la CaMKII inhibe la synergie 

transcriptionnelle entre Ets-1 et AML-1 (« acute myeloid leukemia-1 ») au niveau du 

promoteur du GM-CSF [147]. Ceci pourrait s’expliquer par un blocage de la fixation 

coopérative de ces protéines, devenues incapables d’induire la levée mutuelle de leur auto-

inhibition de liaison à l’ADN (voir §II-2-1). Des travaux menés au sein de notre équipe 

démontrent que la phosphorylation par la CaMKII empêche également la fixation coopérative 

d’Ets-1 au niveau des EBS en palindrome du  promoteur du gène de la stromélysine-1 (voir 

§II-2-1) [148]. Dans ces conditions, le renforcement de la structure auto-inhibée de chaque 

molécule va à l’encontre de la levée mutuelle de l’auto-inhibition observée en absence de 

cette kinase [148]. 
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II-1-2/ SUMOylation et ubiquitination 
 

 La SUMOylation et l’ubiquitination consistent en la liaison covalente et réversible de 

petites protéines, respectivement SUMO (« small ubiquitin-like modifer ») (11 kDa) et 

ubiquitine (9 kDa), au niveau de résidus lysines (K) de protéines cibles. Dans le cas de la 

SUMOylation, il existe trois protéines SUMO principales dénommées SUMO-1, SUMO-2 et 

SUMO-3 ainsi qu’une protéine SUMO-4 exprimée spécifiquement dans certains tissus [149]. 

Ces protéines se fixent au niveau de résidus lysines contenus dans un motif consensus de type 

ψ-K-x-E/D (ψ étant un acide aminé hydrophobe et x un acide aminé quelconque), de leurs 

protéines cibles [150, 151]. 

 Les voies enzymatiques conduisant à la SUMOylation et à l’ubiquitination sont 

similaires bien que l’effet sur la protéine cible soit différent [152-154]. La cascade 

enzymatique impliquée dans la liaison de résidus SUMO ou ubiquitine sur une protéine cible 

est constituée de plusieurs étapes : (1) la fixation du résidu activé en présence d’ATP sur 

l’enzyme E1 d’activation, (2) le transfert du résidu de l’enzyme E1 vers une enzyme E2 de 

conjugaison, (3) le transfert du résidu de l’enzyme E2 vers le substrat (la protéine cible) grâce 

à une enzyme E3 de ligation. Celle-ci sert de plateforme d’interaction qui met en contact les 

protagonistes de la réaction [155]. L’enzyme E1 d’activation est généralement Aos1/Uba-2 

(« ubiquitin-activating enzyme-2 ») et l’enzyme E2 de conjugaison, Ubc-9 (« ubiquitin 

conjugating enzyme-9 »). La nature de l’enzyme E3 de ligation dépend du substrat.  

 
  Concernant la SUMOylation, des travaux montrent que la protéine Ets-1 est modifiée 

par SUMO-1 et SUMO-2 in vitro et dans des cellules après surexpression de ces protéines 

[156, 157]. Plusieurs sites putatifs de SUMOylation ont été identifiés dans la séquence d’Ets-1 

[158], mais uniquement deux ont été validés. Leurs lysines acceptrices sont situées en position 

N-terminale du domaine PNT au niveau du 15ème acide aminé d’Ets-1 (K15) et dans le 

domaine transactivateur TAD en position 227 (K227) (Figure 18). La liaison de SUMO-1 au 

niveau de la lysine 15 ne modifie en rien la structure d’Ets-1 [158] alors que la SUMOylation 

de la lysine 227 altère sa conformation, suggérant des effets différents sur l’activité d’Ets-1 

[157]. Concernant la cascade enzymatique aboutissant à la SUMOylation d’Ets-1, il est 

montré que (Figure 21) :  (1) Ubc-9 est bien l’enzyme E2 de conjugaison [156] et qu’elle 

interagit via son site de reconnaissance des substrats avec les domaines PNT et ETS d’Ets-1 

[158, 159], (2) PIASy constitue l’enzyme E3 de ligation qui recrute Ets-1 par l’intermédiaire 
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de son domaine TAD [160], (3) Ets-1 est déSUMOylée par la SUMO-protéase SENP-1 

(« SUMO/sentrin-specific peptidase-1 »), illustrant le caractère réversible de ce type de 

modification post-traductionnelle [156, 160]. 

 Certains signaux tels que le stress oxydant causé par H2O2 activent des voies de 

signalisation induisant la SUMOylation d’Ets-1 [156]. Cette modification post-traductionnelle 

d’Ets-1 réduit son pouvoir transactivateur. Ceci a été caractérisé sur divers promoteurs 

artificiels et naturels [148, 156, 157]. En effet, la mutation des lysines modifiées ou 

l’utilisation d’une enzyme de déSUMOylation, telle que SENP-1 sont responsables d’un 

accroissement des capacités activatrices d’Ets-1 au niveau de ces promoteurs. Les 

mécanismes sous-jacents restent flous à ce jour. Néanmoins, il est envisageable que la fixation 

d’une protéine SUMO de 10 kDa à proximité d’un site crucial pour l’interaction avec les co-

activateurs CBP et p300 puisse créer une gêne stérique empêchant leur recrutement. Une autre 

possibilité est la formation de complexes avec des co-répresseurs, comme démontré pour la 

protéine EAP1 (« ETS1 associated protein 1 »)/Daxx, qui, contrairement à ce que son nom 

indique, n’interagit pas directement avec Ets-1 mais via la SUMOylation en K15 [161]. Or 

EAP1/Daxx est un répresseur reconnu de l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 comme 

démontré sur le promoteur des gènes de la protéine Bcl-2 (« B-cell lymphoma-2 »), de la 

collagénase-1 (MMP-1) et du récepteur au VEGF, Flt-1 [162, 163]. 
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Figure 21 : Modèle de SUMOylation d’Ets-1. 
Les enzymes de SUMOylation sont représentées en bleu pour l’enzyme E1 d’activation, en violet pour l’enzyme 
E2 de conjugaison (identifiée comme étant Ubc-9 pour Ets-1) et en rouge pour l’enzyme E3 de ligation 
(identifiée comme étant PIASy pour Ets-1). La petite protéine SUMO est représentée en vert, la protéine Ets-1 en 
jaune et la déSUMOylase SENP-1 en gris. 
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 Concernant l’ubiquitination d’Ets-1, elle s’effectue sur des résidus lysines différents de 

ceux qui sont SUMOylés, indiquant qu’il n’existe pas de compétition entre ces deux types de 

modifications. D’ailleurs, l’ubiquitination d’Ets-1 n’est pas abolie suite à l’inactivation par 

mutation des sites de SUMOylation [156]. L’ubiquitination d’Ets-1 est associée à la partie N-

terminale de la protéine [156]. Néanmoins, ni les sites ni les enzymes responsables de cette 

modification d’Ets-1 ne sont connus. Parmi les modifications post-traductionnelles 

responsables de la régulation d’Ets-1, son ubiquitination correspond à un signal de 

dégradation par le protéasome 26S [156]. Cette dégradation peut être évitée par l’interaction 

directe entre Ets-1 et l’enzyme E3 de ligation pour la SUMOylation, PIASy. Cependant, cet 

effet est complètement indépendant de la SUMOylation d’Ets-1 et n’altère pas son 

ubiquitination [160]. Nous pouvons donc supposer que l’interaction avec PIASy interfère 

avec la prise en charge d’Ets-1 ubiquitinylée par des protéines responsables de sa dégradation. 

    
II-1-3/ Acétylation 

 
 L’acétylation consiste en l’addition de groupements acétyles              sur les résidus 

lysines d’une protéine cible par des acétyl-transférases. Il en résulte la neutralisation de la 

charge positive de la lysine et la modification de la taille de sa chaîne latérale. Cette réaction 

est réversible sous l’effet de déacétylases qui induisent le clivage des groupements acétyles.  

  L’acétylation d’Ets-1 est détectée au niveau basal dans des fibroblastes du derme, mais 

elle est surtout stimulée en réponse au TGF-β (« transforming growth factor-β ») dans ce 

modèle cellulaire. Les résidus lysines d’Ets-1 modifiés et l’acétyl-transférase impliquée n’ont 

pas encore été identifiés. Néanmoins, Ets-1 est connue pour interagir via une région incluant 

les domaines PNT et TAD avec les co-activateurs CBP et p300 [164]. Ces derniers possédant 

une activité acétyl-transférase envers les histones et certains facteurs de transcription [165], il 

est tout à fait envisageable qu’ils soient responsables de l’acétylation d’Ets-1, surtout que le 

complexe formé par Ets-1 avec CBP et p300 est dissocié suite à l’acétylation d’Ets-1.  

 De plus, une étude montre que cette modification post-traductionnelle est compatible 

avec la phosphorylation d’Ets-1 aussi bien au niveau de la thréonine 38 que des résidus 

sérines contenus dans le domaine codé par l’exon VII [166]. De façon surprenante, 

l’acétylation d’Ets-1 induit l’augmentation de l’expression de certains gènes, tels que ceux des 

chaînes α2 et α1 du collagène de type I (ou collagène α2(I) et α1(I)) [166]. Il s’avère en fait 

que ces gènes ne sont pas des cibles directes d’Ets-1 mais de Smad3, un autre facteur activé 

CH3-C-
O
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par le TGF-β [166]. Des expériences d’immunoprécipitation à partir d’extraits de fibroblastes 

de derme montrent que le relargage de CBP et de p300 par Ets-1 acétylée est concomitant à 

leur recrutement par Smad3 qui peut alors stimuler l’expression des gènes des chaînes de 

collagène de type I. De plus, la surexpression d’Ets-1 bloque l’activation des promoteurs du 

collagène α2(I) et α1(I) induite par le TGF-β, et ce en interférant avec l’action de p300 [166]. 

Par conséquent, il existe une compétition entre Ets-1 et Smad3 pour les co-activateurs CBP et 

p300 et pour ces gènes particuliers. En absence de signaux, tels que le TGF-β, Ets-1 recrute 

CBP et p300 afin d’activer ses gènes cibles, tels que la collagénase-1. Par contre, en présence 

de TGF-β, Ets-1 libère ces facteurs sous l’effet de l’acétylation et ce au profit de Smad3 qui 

pourra alors activer ses gènes cibles, tels que ceux du collagène α2(I) et α1(I).  

 A l’heure actuelle, l’enzyme désacétylase d’Ets-1 n’a pas été identifiée. Néanmoins, de 

très récents travaux montrent son interaction avec l’enzyme désacétylase HDAC1 (« histone 

deacetylase 1 »). Cette interaction prend place dans un contexte de répression 

transcriptionnelle de la part d’Ets-1 sur le promoteur de l’interleukine 10 (IL-10) [167]. 

Comme dans le cas des gènes des chaînes de collagène de type I, nous pouvons supposer que 

l’acétylation d’Ets-1 permettrait la dérépression de l’expression de l’IL-10. La présence 

d’HDAC1 pourrait donc avoir pour but de maintenir cette répression en désacétylant Ets-1. 

 
II-2/ Régulation par des interactions protéine-protéine : levée de 

l’auto-inhibition 
 

 La levée de l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1, favorisant la régulation de 

l’expression de ses gènes cibles, s’effectue : (1) de façon dépendante des partenaires 

protéiques dans le cadre d’une régulation combinatoire ou (2) de façon autonome au niveau 

d’une configuration particulière d’EBS organisés en répétition inversée (ou palindrome). Dans 

les deux cas, des interactions protéine-protéine sont à l’origine de modifications 

conformationnelles d’Ets-1 qui déstructurent le module auto-inhibiteur, facilitant alors sa 

fixation à l’ADN.  

 
II-2-1/ Levée de l’auto-inhibition par des partenaires protéiques 

 
L’auto-inhibition de la liaison à l’ADN d’Ets-1 peut être levée grâce à l’interaction 

avec certains partenaires protéiques, augmentant ainsi sa faible capacité de fixation sur ses 

consensus. Cette coopération s’effectue au niveau de promoteurs cibles contenant un EBS 
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adjacent au site de liaison du partenaire. Dans ce cadre, différents facteurs de transcription ont 

pu être mis en cause, tels que NFκB (« nuclear factor kappa B »), TFE-3 (« transcription 

factor E-3 »), USF-1 (« upstream stimulatory factor-1 »), Pax-5 ou AML-1 (appelée 

également Runx-2) [168-170]. 

Cette régulation combinatoire permet d’augmenter la spécificité de liaison à l’ADN 

d’Ets-1 vis-à-vis des autres membres de la famille Ets, puisque les promoteurs cibles doivent 

contenir le site consensus de liaison du partenaire adjacent à celui d’Ets-1, désigné site 

composite. De plus, elle permet à Ets-1 de se fixer sur des sites très dégénérés par rapport au 

consensus et qui ne peuvent être reconnus par une protéine Ets seule. Afin de mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents de cette régulation nous allons ici prendre les 

exemples de l’interaction d’Ets-1 avec Pax-5 et AML-1 en présence d’ADN.  

 

L’interaction d’Ets-1 avec le facteur Pax-5 permet sa liaison au niveau d’un EBS 

présent dans le promoteur du gène de la chaîne α des immunoglobulines (gène mb-1) qui 

contient un cœur non consensus de type 5’-GGAG-3’. Les expériences de gel retard menées 

avec ce site montrent qu’Ets-1 est incapable de s’y lier, comme le laissait présager la forte 

divergence de séquence par rapport au consensus [171]. Néanmoins, l’ajout du facteur de 

transcription à domaine Paired Pax-5, qui possède un site adjacent à l’EBS au sein du 

promoteur du gène mb-1, permet à Ets-1 de se fixer en formant un complexe ternaire Pax-5-

ADN-Ets-1 [171]. Les interactions protéine-protéine entre ces deux facteurs impliquent des 

résidus appartenant à leurs domaines de liaison à l’ADN respectifs (le domaine ETS pour Ets-

1 et le domaine Paired pour Pax-5) [45, 172].  

Le mécanisme de ce partenariat particulier a pu être décrit en résolvant par radio-

cristallographie la structure du complexe ternaire comprenant les domaines ETS et Paired liés 

à l’ADN [19]. L’étude des contacts directs entre le domaine ETS et les bases de l’ADN 

montre, de façon tout à fait intéressante, que les interactions avec Pax-5 entraînent un 

changement de conformation d’un résidu crucial, la tyrosine 395 (Y395), de l’hélice H3 du 

domaine ETS d’Ets-1. La conséquence en est une non discrimination de la base en +4 du 

consensus du fait de la réorientation de la tyrosine 395 par la domaine Paired (voir Chapitre II 

§I-2-2) [19]. Ce mécanisme permet la levée de l’auto-inhibition et la stabilisation de la 

fixation d’Ets-1 au niveau de ces sites composites sans pour autant qu’il y ait interaction 

directe entre Pax-5 et les domaines inhibiteurs d’Ets-1. 
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Le cas du partenariat avec AML-1 est particulièrement intéressant car il a permis de 

mettre à jour un mécanisme original par lequel deux facteurs de transcription acquièrent 

mutuellement une plus grande spécificité de liaison à l’ADN. De façon similaire à Ets-1, 

AML-1 est auto-inhibée pour sa liaison à l’ADN à cause d’interactions intra-moléculaires 

entre un domaine inhibiteur, NRDB (« negative regulatory region of DNA binding ») et son 

domaine de liaison à l’ADN Runt [173].  

De façon intéressante, il existe des sites de liaison adjacents pour ces deux protéines au 

sein des « enhancers » du virus de la leucémie murine de Moloney (Mo-MLV pour 

« Moloney-murine leukemia virus » ) ou du gène de la chaîne β du récepteur des lymphocytes 

T (TCR pour « T cell receptor »), qui leur permettent d’activer la transcription de façon 

synergique [174]. Des expériences de retard sur gel montrent que sur ces sites, Ets-1 et AML-

1 sont incapables de se fixer seules, à cause de leur auto-inhibition de liaison à l’ADN et de la 

dégénérescence de la séquence de ces éléments (sites de « basse affinité »). Par contre, la 

présence simultanée de ces deux protéines aboutit à la formation d’un complexe ternaire 

stable Ets-1-ADN-AML-1 suite à une levée mutuelle de leur auto-inhibition [169, 175]. Le 

mécanisme sous-jacent comprend des interactions protéine-protéine entre le domaine 

inhibiteur N-terminal d’Ets-1 et le NRDB d’AML-1, mises en évidence par des expériences 

de co-rétention protéique [169]. Ces interactions pourraient s’opposer au repliement de 

l’hélice HI-1, empêchant la reformation du module auto-inhibiteur d’Ets-1 (voir Chapitre II 

§IV-2-2). De plus, l’utilisation d’un mutant ponctuel d’Ets-1 a permis de démontrer de façon 

élégante que le mécanisme d’auto-inhibition de liaison à l’ADN est directement impliqué 

dans la fixation coopérative [175]. Ces travaux mettent en évidence que l’auto-inhibition de 

liaison à l’ADN d’Ets-1, en restreignant son affinité de fixation, apporte une plus grande 

spécificité de reconnaissance grâce à l’intervention de partenaires protéiques privilégiés.  

 

II-2-2/ Levée de l’auto-inhibition par liaison aux EBS en palindrome   
 

Ets-1 peut « s’affranchir » de ses partenaires protéiques pour lever sa propre auto-

inhibition de liaison à l’ADN en se fixant au niveau d’une configuration particulière d’EBS 

organisés en palindrome. En réalité, sur ce type de sites, Ets-1 devient son propre partenaire. 

Une telle configuration d’EBS est décrite dans un nombre restreint de promoteurs tels que 

celui du gène de la stromélysine-1 (MMP-3) codant une métalloprotéase matricielle [148, 

176] et celui du gène du suppresseur de tumeur p53 [177, 178] (Tableau 4). 
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promoteur EBS en palindrome

stromélysine-1 5’ … ACAGGAAGCACTTCCTGG … 3’

p53 5’ … TACGGAAAGCCTTCCTAA … 3’
 

Tableau 4 : Séquences des EBS en palindrome dans le promoteur des gènes stromélysine-1 et p53. 
 

Dans le contexte du promoteur du gène de la stromélysine-1, notre équipe a démontré 

que cette configuration particulière de sites engendre une liaison coopérative de deux 

molécules d’Ets-1 (p51) [148]. Ceci aboutit in vitro et dans un contexte cellulaire à la 

formation d’un complexe ternaire Ets-1-ADN-Ets-1 qui possède un fort pouvoir 

transactivateur au niveau de ce promoteur [148, 179]. L’utilisation de mutants de délétion 

d’Ets-1 montre que la région comprise entre les résidus 245-330 (codée par l’exon VII du 

gène ets-1), qui contient le domaine inhibiteur N-terminal et la région riche en sérines, est 

absolument nécessaire à la liaison coopérative sur ces EBS, suggérant l’implication de cette 

région dans l’interaction entre les deux protéines Ets-1. D’ailleurs, la phosphorylation de cette 

région d’Ets-1 par la CaMKII qui renforce l’auto-inhibition de liaison à l’ADN réduit la 

formation du complexe ternaire. Sur la base de ces travaux, un mécanisme a pu être proposé : 

(1) la première molécule d’Ets-1 se fixe sur un EBS avec une faible affinité à cause de son 

auto-inhibition de liaison, (2) la fixation de la deuxième molécule est facilitée et accélérée 

grâce à la présence de la région codée par l’exon VII, (3) le complexe ternaire est stabilisé par 

une levée mutuelle de l’auto-inhibition de liaison de chaque molécule (Figure 22).  
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Figure 22 : Modèle de la fixation coopérative d’Ets-1 sur les EBS en palindrome du promoteur du gène de 
la stromélysine-1.  
Une première molécule d’Ets-1 se fixe avec une faible affinité sur l’EBS en position 5’ du palindrome. Grâce à 
une interaction au niveau du domaine codé par l’exon VII, elle facilite le recrutement d’une seconde molécule 
d’Ets-1 sur l’EBS en position 3’. Il en résulte la formation d’un complexe ternaire Ets-1-ADN-Ets-1. Les 
rectangles (rose noté C et gris noté N) représentent les extrémités carboxy et amino terminale de la protéine Ets-
1. Le domaine de liaison à l’ADN correspond au cercle bleu désigné DBD et le domaine codé par l’exon VII au 
demi-cercle rose désigné VII.  D’après [148].  
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 La structure radio-cristallographique de ce complexe ternaire a été obtenue en utilisant 

le mutant minimum de délétion d’Ets-1 étant auto-inhibé (Ets-1ΔN280) et un fragment 

d’ADN correspondant aux EBS en palindrome du promoteur du gène de la stromélysine-1 

[180]. Ils prouvent également que : (1) la dimérisation d’Ets-1 nécessite la présence d’ADN, 

(2) la formation du complexe ternaire n’induit pas de réelle courbure de l’ADN, (3) les 

résidus 332 à 338 des domaines ETS de chaque protéine Ets-1 interagissent avec les 4 paires 

de bases centrales aux 2 EBS au niveau du petit sillon de l’ADN, (4) une interface entre les 

deux protéines Ets-1 est créée grâce à une interaction particulière entre un résidu glycine 

(G333) de la première protéine Ets-1 dont la conformation est dépendante du résidu proline 

adjacent (P334) avec un résidu asparagine (N380) de la seconde protéine Ets-1 [180].  

De façon contradictoire, des travaux réalisés par notre équipe avec des molécules en 

solution n’aboutissent pas aux mêmes résultats. En effet, il apparaît que la formation du 

complexe ternaire d’Ets-1 sur les EBS en palindrome du promoteur du gène de la 

stromélysine-1 induit une courbure de l’ADN (Figure 23). Ainsi, la fixation d’une première 

molécule d’Ets-1 induit une courbure de l’ADN dirigée dans le sens de l’interface protéine-

ADN (Figure 23). Le DBD de cette protéine crée une gêne stérique empêchant la liaison 

d’une deuxième molécule au niveau du deuxième EBS. Ces contraintes stériques peuvent être 

levées par l’interaction au niveau du module inhibiteur d’une deuxième molécule d’Ets-1 qui 

se fixe coopérativement modifiant ainsi la direction de la courbure de l’ADN induite par la 

première molécule (Figure 23). La direction de cette courbure de l’ADN a un impact décisif 

sur le niveau d’activation du promoteur. En effet, seule une courbure dirigée à l’opposé de 

l’interface protéine-ADN au centre des EBS induit une activation maximale du promoteur 

[181]. De façon très intéressante, pour Ets-1 p42, qui ne possède pas l’interface d’interaction 

nécessaire codée par l’exon VII, une seule molécule peut se fixer au niveau du promoteur 

[181] (Figure 23). Ceci corrobore l’hypothèse de gêne stérique avancée par notre équipe. De 

ce fait, Ets-1 p42 active peu le promoteur du gène de la stromélysine-1 malgré son affinité 

bien plus élevée pour les EBS isolés. Ets-1 p27, elle, peut former ce complexe ternaire mais, 

en absence d’activité de transactivation, elle y tient un rôle de dominant négatif d’Ets-1 [96]. 

Ce genre de mécanisme participe donc fortement à la spécificité de fonction de chaque 

isoforme d’Ets-1.   

 Il est à noter qu’un palindrome d’EBS est également présent dans le promoteur du 

gène tp53 [177]. Des travaux menés par notre équipe montrent qu’Ets-1 se fixe de façon 

coopérative sur les EBS en palindrome du promoteur de p53 pour former un complexe 
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ternaire Ets-1-ADN-Ets-1, optimal pour la transactivation. Dans ce palindrome, l’EBS en 

position 3’ présente une séquence dégénérée qui est incapable de fixer Ets-1 de façon isolée, 

mais qui la recrute lors de la formation du complexe ternaire [177].  Cet EBS constitue un site 

de « basse affinité » (voir Chapitre II §I-2-1). Ces résultats sont en corrélation avec des 

travaux menés sur des cellules souches embryonnaires de souris démontrant que la répression 

d’Ets-1 par la technologie d’ARN interférence réduit le taux d’ARNm p53 en réponse aux 

rayons ultra-violets (UV), mais que celui-ci est restauré par la réexpression d’Ets-1 [182]. 

 

DBDDBD

N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

p42

p42

p42

p51

p51

p51

CtID CtID NtID
N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

EBS EBS

DBDDBD

N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

p42

p42

p42

p51

p51

p51

CtID CtID NtID
N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

DBD

N

EBS EBS

 
Figure 23 : Modèle pour la liaison différentielle d’Ets-1 p51 et Ets-1 p42 au niveau des EBS en palindrome 
du promoteur de la stromélysine-1. 
La fixation d’une molécule d’Ets-1 p42 sur les EBS en palindrome induit une courbure de l’ADN. La liaison 
d’une deuxième molécule est empêchée par une gêne stérique au niveau du DBD. A l’inverse, deux molécules 
d’Ets-1 p51 sont capables de lever ces contraintes stériques via une interaction coopérative qui induit : (1) un 
réarrangement structural drastique du module auto-inhibiteur (domaines inhibiteur C-terminal (CtID) et N-
terminal (NtID)) et la création d’une interface intermoléculaire entre les domaines inhibiteurs N-terminaux et (2) 
une courbure de l’ADN à l’opposé de l’interface protéine-ADN. Ce complexe ternaire est responsable d’une 
activation maximale du promoteur. Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) correspond aux cercles jaunes, le 
domaine inhibiteur N-terminal (NtID) correspond aux trapèzes rouges, le domaine inhibiteur C-terminal (CtID) 
correspond aux carrés rouges,  les EBS en palindrome sont représentés par des flèches vertes. D’après [181]. 
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 Par conséquent, ce mécanisme de fixation coopérative peut être un modèle général de 

la fixation d’Ets-1 sur des EBS en palindrome permettant de contrecarrer l’auto-inhibition et 

donc d’augmenter le nombre de gènes cibles potentiels d’Ets-1.   

 
 
En conclusion de ce Chapitre, il ressort que la protéine Ets-1 est assujettie à une 

régulation extrêmement fine autant au niveau transcriptionnel, que traductionnel ou que post-

traductionnel. 

 L’existence d’une telle régulation sous-entend une nécessité de contrôle stricte de 

l’activité d’Ets-1. En effet, quel est l’intérêt de mettre en œuvre tant de mécanismes de 

régulation d’Ets-1, si celle-ci n’a pas de conséquences importantes pour la cellule ? Nous 

tenterons donc d’illustrer ce postulat en mettant en lumière les rôles biologiques d’Ets-1. Le 

but de ce Chapitre sera de montrer comment une protéine, exprimée au sein de contextes 

physiologiques, peut devenir l’un des facteurs les plus néfastes dans de nombreuses 

pathologies en cas de dérégulation de son activité. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 69 



CHAPITRE IV : RÔLES BIOLOGIQUES D’ETS-1 
 

 
 

I/ Rôles physiologiques d’Ets-1 
 

I-1/ Rôles généraux 
I-1-1/ Prolifération cellulaire 

  
Ets-1 est impliquée dans différentes phases du cycle cellulaire, contribuant au contrôle 

de la progression du cycle. Son effet prolifératif a été décrit dans des rétinopathies [80], des 

gliomes [183] ou encore des carcinomes gastriques [184]. Néanmoins, ce rôle est avant tout 

physiologique et permet lors du développement embryonnaire, de l’hématopoïèse ou encore 

lors de l’angiogenèse une prolifération efficace des cellules.  

 

Un certain nombre de gènes cibles d’Ets-1 sont en faveur de la prolifération : (1) le 

gène de la cycline D1,  dont le promoteur est contrôlé par Ets-1 en réponse à l’hypoxie, et qui 

favorise la progression en phase G1 (« growth 1 ») du cycle cellulaire [185]. (2) Les gènes de 

la cycline E et de CDK2 (« cyclin-dependent kinase 2 ») activés par Ets-1 pour permettre la 

transition de la phase G1 à la phase S (« synthesis ») [186]. (3) Le gène du facteur c-

Myc, dont l’expression est rendue possible grâce au recrutement d’Ets-1 au niveau de son 

promoteur. Ceci permet la restauration de l’entrée en phase S de fibroblastes embryonnaires 

murins, NIH-3T3, après stimulation par le CSF-1 (« colony stimulating factor-1 ») [187]. (4) 

Les gènes du facteur NFκB et de la kinase IKKα (« IκB kinase α »). En effet, des études in 

vitro démontrent qu’Ets-1 active l’expression des gènes de NFκB [188] et d’IKKα [189] ce 

qui est en faveur de la stimulation des propriétés de NFκB et donc de la prolifération.  

 

Par ailleurs, Ets-1 agit sur la transcription de gènes impliqués dans le blocage du cycle 

cellulaire, tels que : (1) le gène de la protéine p53 ; des études ont mis en évidence que le 

promoteur du gène suppresseur de tumeur p53, dont le produit coordonne l’arrêt du cycle 

cellulaire en réponse au stress génotoxique, est transactivé par Ets-1 (voir Chapitre III §II-2-2) 

[177, 178] . (2) Le gène du facteur p21waf1/cip1 et GADD153 : Ets-1 régule positivement 

l’expression du gène de p21waf1/cip1 [190],  un inhibiteur du cycle cellulaire et du gène de 

réponse aux dommages à l’ADN, GADD153 (« growth arrest and DNA damage inducible 

gene 153 ») [191]. 
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I-1-2/ Sénescence 
 
La sénescence est étroitement liée au cycle cellulaire, en ce sens qu’elle correspond à 

un arrêt permanent de la croissance des cellules. Elle peut être déclenchée par l’activation 

constitutive et prolongée de la voie Ras-MAPK qui, en régulant des protéines telles que p53, 

Rb (« retinoblastoma protein »), p19ARF et p16INK4a, favorise le blocage de la prolifération 

dans la sénescence [192]. 

 De façon très intrigante, le taux de protéine Ets-1 augmente lors de la sénescence de 

fibroblastes humains normaux [193]. Le rôle d’Ets-1 se situe au niveau du contrôle 

transcriptionnel du gène p16INK4a, codant un inhibiteur du cycle cellulaire [193]. Au sein de 

fibroblastes en prolifération, la fixation d’Ets-1 sur le promoteur de p16INK4a est inhibée par la 

protéine Id1 (« inhibitors of DNA binding protein 1 ») [193]. Id1 n’étant plus exprimée lors de 

la sénescence, Ets-1 peut alors activer le promoteur de p16INK4a. La régulation de ce gène est 

très importante pour les propriétés antiprolifératives d’Ets-1. En effet, la mutation biallélique 

du gène p16INK4a empêche la sénescence des fibroblastes induite par la surexpression d’Ets-1 

[194].    

 
I-1-3/ Apoptose 

 
Dans des conditions physiologiques, l’apoptose, ou mort cellulaire génétiquement 

programmée, est en équilibre constant avec la prolifération cellulaire pour maintenir 

l’homéostasie tissulaire. Ets-1 présente des propriétés bivalentes dans l’apoptose qui résultent 

de sa capacité de réguler des gènes pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Le rôle d’Ets-1 dans 

l’apoptose dépend très fortement du contexte cellulaire. 

 

En tant qu’oncoprotéine, Ets-1 est reconnue comme un facteur anti-apoptotique du fait 

de son activité transcriptionnelle : (1) de répression du gène du facteur pro-apoptotique Bax 

(« bcl-2-associated x ») [195]. (2) d’activation du gène du facteur anti-apoptotique Bcl-2 

[162]. (3) d’activation du gène de MDR-1 (« multi drug resistance-1 »), glycoprotéine 

transmembranaire permettant la résistance à l’apoptose induite par des drogues utilisées en 

chimiothérapie [196].  

La description d’Ets-1 comme facteur anti-apoptotique est renforcée par le fait qu’Ets-

1 est clivée lors de l’apoptose. En effet, des travaux ont montré que le taux d’Ets-1 chutait 

drastiquement dans les cellules en apoptose exprimant l’oncoprotéine [197, 198]. Notre 

 71 



équipe a récemment démontré que cela était dû au clivage d’Ets-1 lors de l’apoptose par la 

caspase-3 [199]. Il est à noter que l’isoforme Ets-1 p42, souvent qualifiée de pro-apoptotique, 

est insensible à ce clivage [199]. 

  

Paradoxalement, différents travaux illustrent la capacité d’Ets-1 à induire l’apoptose. 

Une première étude montre que l’augmentation du taux de protéine Ets-1 stimule l’apoptose 

des cellules HUVEC, dans des conditions de faible concentration en sérum [200]. L’analyse 

par micro-array de ces cellules surexprimant Ets-1  a permis de mettre en évidence que leur 

apoptose est associée à : (1) une activation de gènes pro-apoptotiques tels que ceux de Bid 

(« bcl2 interacting protein »), du cytochrome p450, de la caspase-4, de p27kip1 et de 

p21waf1/cip1, (2) une répression de gènes anti-apoptotiques tels que ceux de la cyclooxygénase-

2, de l’IAP2 (« inhibitor of apoptosis protein 2 ») et de Hdm2 (« human double minute 2 »). 

Néanmoins, cette étude ne permet pas de déterminer si ces gènes sont directement 

régulés par Ets-1. 

Une autre étude menée sur des cellules ES de souris reste plus controversée. Dans ces 

cellules, la répression de l’expression d’Ets-1 empêche le déclenchement de l’apoptose 

normalement induite par les UV [182]. Par contre, l’analyse par micro-array de ces cellules, 

réprimées pour l’expression d’Ets-1, montre que le blocage de leur apoptose en réponse aux 

UV est associé à : (1) une répression de gènes pro-apoptotiques tels que ceux de Perp (« p53 

apoptosis effector related to PMP-22 ») et de Bax, ce qui est cohérent avec l’inhibition de 

l’apoptose, (2) une répression de gènes anti-apoptotiques tels que ceux de Mdm2 (homologue 

murin de Hdm2) et de la cycline G, ce qui est contradictoire avec le blocage de l’apoptose 

[182]. 

 

En résumé, il est important de signaler que, si ces différents groupes de gènes cibles 

d’Ets-1 paraissent avoir un rôle contradictoire, ils sont en réalité complémentaires. En effet, 

Ets-1 est bien connue comme une oncoprotéine, mais, lors de mécanismes physiologiques, 

son activité s’intègre au sein de régulations fines permettant l’homéostasie tissulaire. Bien 

qu’elle favorise la prolifération, des signaux d’alerte, par exemple de la part de gardiens du 

génome comme p53, peuvent faire d’Ets-1 un régulateur négatif de la prolifération. Lors de la 

cancérisation, ces garde-fous n’existant plus, seul est conservé le rôle prolifératif d’Ets-1.   
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I-2/ Développement embryonnaire 

 Au cours du développement murin, l’expression d’Ets-1 est détectée de façon précoce. 

Dès le 8ème jour embryonnaire (E8), Ets-1 est mise en évidence dans le sac vitellin. Son 

expression est corrélée à la présence des hémangioblastes, précurseurs communs des lignées 

vasculaire et hématopoïétique. A peine 12 heures plus tard (E8,5), des transcrits d’Ets-1 sont 

trouvés dans des structures du système nerveux, telles que le tube neural et les crêtes neurales, 

et dans des structures vasculaires, comme le plexus vasculaire péri-optique [201, 202]. Par la 

suite (E11,5), Ets-1 est détectée dans le réseau vasculaire en formation, au niveau du cœur et 

de l’aorte dorsale, ainsi que dans les capillaires se développant au sein du système nerveux 

central. Durant les premières étapes de la morphogenèse (entre E12,5 et E16), Ets-1 est 

exprimée dans de nombreux tissus lymphoïdes, comme le thymus et la rate, mais également 

dans d’autres types de tissus, tels que les reins, les poumons, la langue et la peau [202]. 

L’utilisation de la technique d’hybridation in situ a mis en évidence qu’Ets-1 est présente 

uniquement dans les cellules mésenchymateuses des organes en formation, qui possèdent des 

capacités de migration et d’invasion importantes [201]. Néanmoins à E16, l’expression d’Ets-

1 diminue et se restreint à certains organes : reins, poumons, cœur, cerveau et thymus. Par 

ailleurs, Ets-1 est détectée dans les bourgeons de membres et les vertèbres au sein desquels a 

lieu un développement osseux [201]. Après la naissance, l’ARNm d’Ets-1 devient 

difficilement décelable, il est surtout synthétisé dans la rate et le thymus à un faible niveau 

[201]. 

 Il est à noter que la déficience d’expression d’Ets-1 n’est pas létale chez des souris 

transgéniques, bien que des anomalies importantes soient constatées au sein des lignées 

lymphocytaires [108, 203, 204]. Lors du développement embryonnaire les facteurs Ets 

fonctionnent souvent par couples. Ainsi, la déficience combinée d’Ets-1 et d’Ets-2 est létale 

chez l’embryon de souris, et ceci du fait de graves défauts au niveau du développement 

vasculaire [205]. En outre, pendant le développement de la main et des doigts le couple Ets-

1/Gabp-α active le promoteur du gène de la protéine morphogène SHH (« sonic hedgehog »). 

Cette transactivation se fait en concurrence avec la liaison du couple Pea-3/Erm au niveau de 

l’EBS le plus proximal du promoteur qui, eux, réprime l’expression du gène [206]. Ceci 

permet de délimiter une zone d’activité de polarisation (ZPA) sur le bourgeon du membre où 

le couple Ets-1/Gapb-α prend le dessus sur Pea-3/Erm. Les travaux associés à cette 

découverte ont montré que la favorisation de la liaison d’Ets-1 et de Gabp-α provoquait une 

extension de la ZPA, ceci étant à l’origine d’une polydactylie pré-axiale (PPD) [206]. 
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 L’ensemble de ses données montre une forte implication d’Ets-1 dans le 

développement embryonnaire mais son activité est très souvent combinatoire et redondante 

avec d’autres membres de la famille Ets et ceci selon le patron d’expression de chacun au sein 

de l’organisme. 

 
I-3/ Hématopoïèse  

 

 L’hématopoïèse permet de générer les différents types cellulaires qui constituent le 

système sanguin à partir d’une cellule souche précurseur qui subit des différenciations 

successives (Figure 24). Celles-ci sont orchestrées par des signaux particuliers, telles que des 

cytokines, et par la combinaison de certains facteurs de transcription qui garantissent la 

spécificité de chaque lignée. Parmi ces facteurs, Ets-1 joue un rôle prépondérant dans les 

dernières étapes de formation de la lignée lymphoïde (lymphocytes T, lymphocytes B, 

cellules NK (« natural killer »)), et elle participe à l’établissement de la lignée myéloïde 

(mégacaryocytes, érythrocytes).  
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Figure 24 : Etapes de différenciation lymphoïde et myéloïde au cours de l’hématopoïèse. 
D’après  [207]. 
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I-3-1/ La lignée lymphoïde 

 

 Au cours de l’établissement de la lignée lymphoïde, Ets-1 intervient dans le 

développement des lymphocytes B et T ainsi que des cellules NK, comme démontré par 

l’étude de souris transgéniques déficientes pour l’expression d’Ets-1 [204, 208-210]. 

 

I-3-1-1/ Les lymphocytes B 
 
 Dans les lymphocytes B, l’expression d’Ets-1 est observée aux différents stades de 

maturation mais elle diminue au cours de la différenciation terminale en plasmocytes (Figure 

24) [201]. In vivo, l’inhibition de l’expression d’Ets-1 dans les lymphocytes de souris 

génétiquement modifiées conduit à des défauts de développement des pré-lymphocytes B et à 

une augmentation considérable du nombre de plasmocytes [203, 211]. En plus de l’altération 

de la différenciation terminale des lymphocytes B, l’absence d’Ets-1 déclenche une 

hypersensibilité de ces cellules au TLR-9 (« toll-like receptor-9 ») et le développement de 

maladies auto-immunes [212]. L’ensemble de ces données indique qu’Ets-1 est nécessaire à la 

maturation des précurseurs des lymphocytes B et à la modulation de la différenciation 

terminale en plasmocytes. Ceci est en lien direct avec les propriétés transcriptionnelles d’Ets-

1 qui agit dans les lymphocytes B à différents stades de maturation : 

(1) dans les pro-lymphocytes B : Ets-1 est capable d’induire la transcription du gène 

de la chaîne α du récepteur des lymphocytes B (gène mb-1) [171], qui s’exprime de façon 

précoce au sein des pro-lymphocytes B et est nécessaire au développement de la lignée. Le 

contrôle de la transcription de ce gène met en jeu la fixation de Ets-1 au niveau de son 

promoteur grâce à l’action de Pax-5, facteur spécifique et précoce des cellules B, qui facilite 

son recrutement au niveau d’un site composite présent dans le promoteur du gène mb-1 [171, 

213, 214].  

(2) dans les pré-lymphocytes B : Ets-1 régule le gène codant les chaînes lourdes des 

immunoglobulines µ (Igµ) qui est crucial pour la différenciation. L’« enhancer » de ce gène 

est activé par Ets-1 de concert avec TFE-3 et Pu-1, un membre de la famille Ets jouant un rôle 

important dans l’hématopoïèse [215]. 

 (3) dans les lymphocytes B matures : Ets-1 a pendant longtemps était considérée comme 

régulateur négatif de leur différenciation terminale en plasmocytes. En effet, il interfère avec 

les propriétés transcriptionnelles de Blimp-1 (« B lymphocyte-induced maturation protein-
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1 »), facteur inducteur de cette différenciation [216]. Ets-1 bloque la répression due à Blimp-1 

sur des gènes tels que ceux de Pax-5 et du CIITA (« class II trans-activator »), activateur du 

CMH (« complexe majeur d’histocompatibilité ») de classe II [216]. L’action d’Ets-1 dans la 

différenciation des lymphocytes B se situe également dans la régulation du gène hla-dr 

(«human leukocyte antigens-DR») qui code la sous-unité α du CMH de classe II. Le 

promoteur de ce gène est activé de façon directe par la protéine Ets-1 alors que les facteurs de 

la famille Ets, Ets-2 et Pu-1, n’ont pas d’effet [217]. Néanmoins, une très récente étude parue 

dans Blood montre qu’Ets-1 est essentielle au changement de classe d’immunoglobulines M 

(IgM), qui sont les premières Ig secrétées en réponse aux antigènes, en immunoglobulines 

G2a, qui sont, elles, plus tardives et plus spécifiques que les IgM [218]. Cette action d’Ets-1 

n’est pas directe. Elle passe par une coopération avec la protéine Stat-1 afin d’activer le 

promoteur du gène du facteur de transcription T-bet, plus connu pour son rôle chez les 

lymphocytes T, qui, lui, permet le changement de classe [218]. En résumé, Ets-1 semble 

empêcher dans tous les cas que les lymphocytes B matures en restent à la sécrétion d’IgM, 

soit en empêchant la différenciation en plasmocyte, soit en favorisant un changement de 

classe vers la sécrétion d’IgG.   

 

I-3-1-2/ Les lymphocytes T  
 

Ets-1 est exprimée aux différents stades de maturation des lymphocytes T mais devient 

indétectable après leur activation (Figure 24) [219]. Au contraire, l’expression d’Ets-2 est 

complémentaire de celle d’Ets-1 puisqu’elle est détectée exclusivement dans les lymphocytes 

T matures activés. Ceci indique qu’Ets-1 et Ets-2 possèdent des rôles biologiques différents 

dans le développement de cette lignée [219]. L’utilisation de souris déficientes pour 

l’expression d’Ets-1 au niveau des lymphocytes a mis en évidence le rôle primordial joué par 

Ets-1 dans la survie et le maintien des lymphocytes T matures à l’état de quiescence [203, 

204]. En effet, les lymphocytes T matures de ces souris génétiquement modifiées présentent 

une apoptose accrue ainsi qu’un défaut de prolifération en réponse à une stimulation de leurs 

récepteurs. De plus, l’altération de l’expression d’Ets-1 dans des souris transgéniques induit 

des défauts dans les dernières étapes de la sélection thymique avec une absence de production 

de cellules T CD8+ [220]. Il est également à noter que la répression de l’expression d’Ets-1 

dans des souris transgéniques induit une réduction de la production de cellules NKT 

(« natural killer T ») (à ne pas confondre avec les cellules NK, Figure 24) dans le thymus, la 

rate et le foie [210]. 
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 L’implication d’Ets-1 dans la différenciation des lymphocytes T est à relier à sa capacité 

à réguler, en coopération avec AML-1, la transcription des gènes codant les chaînes α et β du 

TCR, qui jouent un rôle fondamental dans la maturation des pré-lymphocytes T [169, 209]. 

 

I-3-1-3/ Les cellules NK 
 
 Il apparaît que les souris transgéniques déficientes pour l’expression d’Ets-1 ont un 

nombre de cellules NK matures fortement diminué, montrant l’importance d’Ets-1 pour le 

développement de ces cellules [208]. De plus, les cellules NK ets-1 -/- sont incapables de lyser 

des cellules tumorales, empêchant le rejet de tumeurs dans un modèle murin. Enfin, ces 

cellules présentent un important défaut de sécrétion d’interféron-γ (IFNγ), une cytokine 

essentielle pour la réponse immunitaire [208]. De récents travaux ont mis en évidence qu’Ets-

1 est un facteur de maturation des NK, sans lui, ces cellules restent au stade pré-NK [221]. 

Ets-1 permet l’expression de facteurs de transcription indispensables à la différenciation des 

NK ainsi que l’expression des NKR (« NK receptors ») responsable de la dégranulation, 

nécessaire pour lyser les autres cellules [221].  

 

 Il est également important de signaler en conclusion de ce paragraphe qu’Ets-1 est 

impliquée de façon générale dans la sécrétion des cytokines telles les interleukines et les 

chémokines par les cellules immunitaires [222]. Ets-1 contrôle ainsi positivement la 

transcription de gènes de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-5 [223, 224] et 8 [225, 

226], du TNF-α [227], du GM-CSF [147] et du PF4 (« platelet factor 4 ») [228] mais réprime 

aussi des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 [167]. Ets-1 a donc tendance à 

favoriser l’inflammation [222]. 

  

   I-3-2/ La lignée myéloïde  

 

Au cours de l’établissement de la lignée myéloïde, Ets-1 stimule la différenciation des 

mégacaryocytes alors qu’elle agit comme un frein à l’achèvement de celle des érythroïdes 

[229].  

 

 

 

 77 



I-3-2-1/ Mégacaryocytes 
 

 Les mégacaryocytes sont des cellules géantes de la moelle osseuse dont le cytoplasme 

se fragmente pour produire les plaquettes sanguines (Figure 24). Ets-1 est exprimée tout au 

long de la différenciation mégacaryocytaire pour activer les gènes cibles spécifiques de cette 

lignée [229]. Parmi eux, nous pouvons compter ceux codant la glycoprotéine IIb (CD41) 

[230] et le récepteur de la thrombopoïétine (CD110) [231], qui sont des protéines 

membranaires exprimées à la surface des cellules à des stades précoces de la différenciation 

mégacaryocytaire. Leurs promoteurs sont activés au niveau d’un site composite EBS/GATA 

par Ets-1 en synergie avec GATA-1, un facteur de transcription spécifique de la 

différenciation myéloïde [229]. Le rôle d’Ets-1 dans le développement de cette lignée inclut 

également le contrôle de la transcription de GATA-1 et GATA-2 (facteur capable de favoriser 

la différenciation des mégacaryocytes) [229, 232].  

 

I-3-2-2/ Erythrocytes 
 

 Les érythrocytes, plus communément appelés hématies, assurent le transport 

des gaz respiratoires dans le sang et présentent un cytoplasme riche en hémoglobine. Ets-1 est 

exprimée durant les premiers stades de la différenciation érythrocytaire puis décroît et devient 

indétectable à partir du stade érythroblaste polychromatique (Figure 24) [229]. Certains 

aspects moléculaires de cet effet ont pu être identifiés. Ainsi, la surexpression de Ets-1 dans 

ces érythroblastes conduit à une augmentation de la synthèse du facteur de transcription 

GATA-2, gène cible d’Ets-1, codant un facteur néfaste au développement de la lignée 

érythroïde mais favorable à celui des mégacaryocytes [229]. Ceci s’accompagne également 

d’une diminution de l’expression de GATA-1, facteur nécessaire à l’érythropoïèse normale 

[229], ainsi que celles de l’hémoglobine et du récepteur de la transferrine, qui sont des 

marqueurs de la différenciation des érythrocytes [233]. L’effet d’Ets-1 sur le promoteur de la 

transferrine est dû à son interaction avec MafB, un facteur spécifique des cellules myéloïdes 

qui bloque ses propriétés transactivatrices [234]. L’effet d’Ets-1 sur l’expression de GATA-1 

est, lui, antagoniste dans les cellules mégacaryocytaires (activateur) et érythroïdes 

(répresseur).  
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I-4/ Angiogenèse 
I-4-1/ Mécanisme général  

  
 L'angiogenèse est un processus physiologique correspondant à la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir de ceux qui sont préexistants. Pour cela, les cellules 

endothéliales sont activées en réponse à un stimulus. Ceci conduit de façon successive : (1) à 

la déstabilisation de la paroi vasculaire préexistante, (2) au déplacement des cellules 

endothéliales à travers le vaisseau, (3) à la dégradation de la membrane basale, (4) à la 

digestion de la MEC environnante et (5) à la migration orientée des cellules endothéliales 

suivie d'une phase proliférative. Ces étapes clés sont sous la dépendance de signaux pro-

angiogéniques, tels que le VEGF et le bFGF, qui induisent la sécrétion de protéases par les 

cellules endothéliales. Grâce à des contacts intercellulaires, il se forme alors des tubes 

constituant la lumière du futur vaisseau sanguin dont la formation est achevée par le 

recrutement des péricytes et des cellules VSMC (« vascular smooth muscle cells »). 

 
I-4-2/ Ets-1 dans l’angiogenèse  

I-4-2-1/ Expression associée à l’angiogenèse 
 
Au cours du développement embryonnaire, Ets-1 est exprimée dans les structures vasculaires 

en formation, au niveau du cœur, des artères, des capillaires et des méninges [202]. A 

l’opposé, Ets-1 n’est plus détectée dans les vaisseaux matures après leur différenciation, 

indiquant qu’elle est associée au processus même de l’angiogenèse [202]. De plus, son 

expression est induite lors de la régénération endothéliale suite à la dénudation d’une 

monocouche de cellules endothéliales [235]. 

De nombreuses expériences réalisées in vivo ont permis de désigner Ets-1 comme un 

acteur clé de l’angiogenèse. En effet, l’inhibition de l’expression d’Ets-1 à l’aide d’ARN 

antisens spécifiques est capable de bloquer l’angiogenèse induite in vivo [236, 237]. De la 

même façon, l’utilisation d’un dominant négatif interférant avec l’action d’Ets-1 prévient 

l’angiogenèse induite par le bFGF et le VEGF dans un modèle murin [238]. De plus, 

l’expression d’Ets-1 est associée à la formation des capillaires sanguins et à leur stabilisation 

[239]. Cependant, les souris déficientes pour l’expression d’Ets-1 ne présentent pas de défaut 

de vascularisation [208]. Ceci s’explique par la redondance entre Ets-1 et Ets-2, leur double 

déficience aboutissant à des malformations vasculaires létales chez la souris [205]. 
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I-4-2-2/ Rôle dans les cellules endothéliales 
  

 Le rôle d’Ets-1 dans l’angiogenèse est également illustré par des travaux menés dans 

des lignées de cellules endothéliales. Ceux-ci montrent que la suppression de la synthèse 

d’Ets-1 réduit la migration des cellules induite par le VEGF [240] et la formation de tubes 

stimulée par le CCL-2 [83]. A l’inverse, la surexpression d’Ets-1 dans des cellules 

endothéliales augmente leurs capacités invasives, leur permettant d’acquérir un phénotype 

angiogénique [241].  

 La fonction d’Ets-1 dans les cellules endothéliales puise son origine dans la régulation 

de nombreux gènes cruciaux pour leurs propriétés angiogéniques (Flt-1, Flk-1, et VE-

cadhérine), leurs capacités invasives (collagénase-1, stromélysine-1, uPA et gélatinase-B), 

ainsi que pour leur migration (intégrine β3) [242, 243].  

 

I-4-2-3/ Rôle dans les cellules VSMC 
 
 L’implication d’Ets-1 dans l’angiogenèse ne concerne pas uniquement les cellules 

endothéliales, mais également les cellules musculaires lisses vasculaires, VSMC [244]. En 

premier lieu, l’expression d’Ets-1 est induite par des facteurs modulant les propriétés de ces 

cellules, tels que le PDGF-BB et l’endothéline-1 [59].  

 Bien que les données fonctionnelles soient peu abondantes, une étude a mis en 

évidence qu’Ets-1 est capable d’activer la croissance des cellules VSMC [245]. Cet effet est 

en corrélation avec des travaux montrant qu’Ets-1 active le promoteur de gènes codant : (1) 

PDGF-A et PDGF-D, des facteurs stimulant la croissance de ces cellules [245, 246] et (2) 

PDGF-Rα, un récepteur à certains facteurs de croissance de la famille du PDGF [247]. 

Comme l’indiquent certaines expériences, Ets-1 pourrait également participer à la dé-

différenciation des cellules VSMC, démontrée par la perte d’expression de la SM α-actine 

(« smooth muscle α-actin »), marqueur de différenciation des cellules VSMC [248]. 

 
I-5/ Ostéogenèse  

  
 L’expression d’Ets-1 est détectée dans les structures osseuses en formation au cours du 

développement, mais pas dans le cartilage [201]. A l’inverse, Ets-2 est mis en évidence dans 

le cartilage en formation, suggérant des rôles distincts au cours de l’ostéogenèse [202]. 

L’utilisation d’un modèle cellulaire d’ostéoblastes, la lignée MC3T3-E1, a permis d’éclaircir 
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le rôle propre d’Ets-1 au cours de l’ostéogenèse. Cette lignée forme des nodules osseux en 

une période de 30 à 35 jours de culture. Le développement nodulaire à partir des cellules 

MC3T3-E1 s’effectue en trois phases successives, caractérisées par : (1) une prolifération 

accrue de ces cellules, (2) une différenciation accompagnée de la synthèse d’une matrice 

osseuse, et (3) une minéralisation de la matrice [249]. Dans ce modèle cellulaire, Ets-1 

s’exprime uniquement lors de la phase de prolifération alors qu’Ets-2 est synthétisée durant 

les phases suivantes [72]. En effet le rôle d’Ets-1 est de permettre la différenciation des pré-

ostéoblastes en ostéoblastes en régulant les gènes : (1) de la PTHrP, un médiateur du 

remodelage osseux [117, 118, 249],  (2) de l’ostéopontine, un constituant de la matrice 

osseuse, qui est activé par Ets-1 en synergie avec AML-1 [250], et (3) du facteur de 

croissance CTGF (« connective tissue growth factor ») également impliqué dans la 

différenciation en ostéoblaste et le remodelage osseux [251]. 

 
I-6/ Développement du système nerveux central et périphérique 

I-6-1/ Mécanisme général  
 
 Le système nerveux central se développe avec l’apparition de la plaque neurale, issue 

de l’épaississement de l’ectoderme. Celle-ci s’invagine, et se renferme pour donner d’une part 

le tube neural et d’autre part la crête neurale, originaire des bordures de la plaque sous 

jacentes à l’ectoderme. Deux types de cellules prolifèrent au sein du tube neural: les 

neuroblastes et les glioblastes. Les neuroblastes donnent naissance aux neurones. Les 

glioblastes se différencient pour former les cellules gliales, telles que les astrocytes, les 

oligodendrocytes et les cellules microgliales (Figure 25). La partie antérieure du tube neural 

est destinée à former le cerveau et la partie postérieure, la moelle épinière. Les cellules de la 

crête neurale auront des destins très variés : elles formeront des mélanocytes, les dents, du 

cartilage facial, le thymus, le septum cardiaque, ainsi qu’une partie du système nerveux 

périphérique [252] (Figure 25). 

  
I-6-2/ Ets-1 dans le développement du système nerveux  

 
 Ets-1 est exprimée précocement au sein du système nerveux central en formation, au 

niveau du tube neural, puis plus tardivement, dans le cortex cérébral en développement [201, 

202]. Le rôle d’Ets-1 s’étend donc sur toutes les lignées issues du tube neural. La synthèse 

d’Ets-1 est détectable lors de la différenciation neuronale (neuroblastes) et dans des astrocytes 

en culture (issus des glioblastes) [106, 201]. Ets-1 intervient aussi dans la différenciation de la 
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lignée glioblastique [253]. D’un point de vue moléculaire, Ets-1 est associée à la régulation du 

gène du récepteur δ aux opioïdes, qui est également exprimé dans le cortex cérébral en 

développement [254] et celui de la prolactine, qui est activé dans l’hypophyse [133]. 

 Ets-1 est également un facteur majeur du développement de la crête neurale. Il permet la 

genèse de la crête neurale céphalique [255], qui donnera les mélanocytes et les cartilages de la 

face en permettant l’expression du marqueur précoce de différenciation Sox10 (« SRY-related 

HMG-box 10 ») [256]. Ceci explique peut-être le rôle prépondérant d’Ets-1 lors de la 

cancérisation des mélanocytes [257]. Ets-1 est aussi essentielle au développement de la crête 

neurale cardiaque qui donnera le septum du cœur [258]. En effet, la déficience d’expression 

d’Ets-1 provoque des malformations post-natales du septum cardiaque chez la souris 

transgénique reliées à un défaut de migration et de différenciation des cellules de la crête 

neurale [258].    

 

 
Figure 25 : Etapes de différenciation du système nerveux à partir du tube neural. 
D’après  [252]. 
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II/ Rôles pathologiques d’Ets-1 

II-1/ Cancer 

II-1-1/ Mécanisme général 

 
 Au niveau moléculaire, le cancer résulte de l’altération génétique, issue de facteurs 

héréditaires ou environnementaux, d’une cellule. Dans certaines conditions (étape 

d’induction), celles-ci vont conduire à l’acquisition d’un phénotype transformé qui est 

caractérisé par : (1) une prolifération accrue et illimitée, (2) une perte de l’inhibition de 

contact, (3) une indépendance vis-à-vis des signaux mitogènes et (4) une résistance à 

l’apoptose. Après déstabilisation de l’homéostasie tissulaire, de nombreux clones de cellules 

transformées parviennent à émerger (étape de promotion). Ceux-ci contribueront à former, par 

exemple dans le cas de cellules épithéliales, une tumeur in situ, désignée carcinome. 

 Dans ce cas, les cellules tumorales se dédifférencient progressivement par EMT puis 

acquièrent la capacité de rompre la lame basale et d’envahir la MEC environnante. Grâce à 

des interactions avec le stroma, diverses protéases sont sécrétées afin de digérer la matrice et 

de favoriser la migration des cellules issues de la tumeur primaire. Celles-ci pénètrent alors 

dans les vaisseaux sanguins par intravasation et pourront coloniser un autre tissu (métastases) 

par un processus inverse. 

 Dans l’environnement tumoral, de nouveaux vaisseaux sanguins se développent à 

partir de vaisseaux préexistants sous l’effet de divers facteurs pro-angiogéniques sécrétés par 

la tumeur. Ce processus, nommé néo-angiogenèse tumorale, s’établit suivant le même 

mécanisme que l’angiogenèse normale. Il contribue, d’une part, à l’apport nutritif nécessaire 

au métabolisme accru de la tumeur et d’autre part, à la dissémination des cellules qui 

formeront des métastases.  

 
II-1-2/ Ets-1 dans le cancer 

II-1-2-1/ Expression associée au cancer 
  

 Chez l’homme, Ets-1 est peu ou pas exprimée dans les tissus sains adultes alors 

qu’elle est fortement détectée dans les tissus cancéreux [259]. De nombreuses tumeurs 

solides, que ce soit des carcinomes ou bien des sarcomes, ainsi que certaines tumeurs 

circulantes présentent un taux élevé d’Ets-1 (au niveau ARNm ou protéine) [259].  

 L’expression d’Ets-1 est généralement associée à la progression tumorale in vivo, 

désignant Ets-1 comme un facteur de mauvais pronostic, notamment dans les carcinomes 

 83 



mammaires, les carcinomes pulmonaires, les carcinomes colorectaux, les carcinomes 

pancréatiques, les carcinomes ovariens, les carcinomes du col de l’utérus, les carcinomes 

prostatiques, les mélanomes, les méningiomes et les angiosarcomes de la peau [10, 17, 259].  

 Au niveau cellulaire, Ets-1 est impliquée dans de nombreux processus associés à la 

progression tumorale tels que la prolifération, la transformation, la migration, l’invasion de la 

MEC, la formation métastatique et la néo-angiogenèse. 

 

II-1-2-2/ Rôle dans la prolifération et la transformation cancéreuse 
 
 Le statut de proto-oncoprotéine d’Ets-1 est synonyme de son rôle dans la 

transformation cellulaire. En effet, l’expression exogène d’Ets-1 dans des fibroblastes 

embryonnaires de souris, NIH-3T3, suffit à induire leur transformation et à les rendre 

tumorigéniques chez l’animal [61].  

 De plus, lorsque l’activité d’Ets-1 est bloquée (grâce à l’utilisation d’un dominant 

négatif) dans des cellules de carcinome thyroïdien, la transformation est inhibée et la 

croissance est réduite de façon drastique [260]. L’extinction de l’expression d’Ets-1 dans des 

cellules de gliome est également responsable d’une réduction de leur prolifération [183]. Ceci 

est directement relié au rôle d’Ets-1 dans le cycle cellulaire (voir §I-1-1).  

 Enfin, Ets-1 est capable de bloquer l’apoptose de cellules de carcinome thyroïdien, ce 

qui pourrait accroître leurs propriétés transformantes [260].  

 

II-1-2-3/ Rôle dans la migration cancéreuse  
 
 Ets-1 participe également à la migration cellulaire. Ainsi, il a été mis en évidence que 

l’utilisation d’un dominant négatif [261, 262] ou d’ARNs antisens spécifiques [263] d’Ets-1 

réduit la migration de cellules de gliome. Ceci s’accompagne d’une inhibition de la synthèse 

de l’intégrine αv [261]. Les intégrines jouent un rôle crucial dans la migration des cellules 

cancéreuses à travers leur fonction de récepteurs des composants de la MEC. Dans des 

cellules de mélanome malin, la surexpression d’Ets-1 est également capable de promouvoir la 

migration, ce qui est associée à l’augmentation de la synthèse de l’intégrine β3 [257].  

 

II-1-2-4/ Rôle dans l’invasion cancéreuse 
 
 Le rôle d’Ets-1 dans l’invasion tumorale est suggéré par deux observations réalisées in 

vivo sur des explants de carcinomes : l’expression d’Ets-1 est plus abondante dans les tumeurs 
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invasives que dans les tumeurs in situ, et elle prédomine dans les fibroblastes du stroma [264, 

265]. Dans ces explants, la synthèse d’Ets-1 est corrélée à celle de nombreuses protéases 

matricielles impliquées dans la dégradation d’un grand nombre de composants de la MEC. 

Ainsi, il est rapporté qu’Ets-1 est co-exprimée in vivo : (1) avec la collagénase-1 (MMP-1) et 

la gélatinase-B (MMP-9) dans le stroma de carcinomes colorectaux [266], ovariens [267] et 

mammaires [268], (2) avec l’uPA au sein de carcinomes mammaires [104], (3) avec la 

gélatinase-A (MMP-2) dans le stroma de carcinomes ovariens [269] et (4) avec la 

stromélysine-1 (MMP-3) dans le stroma d’adénocarcinomes de colon, et de carcinomes 

pulmonaires, mammaires et thyroïdiens [270]. L’ensemble des gènes codant ces protéases 

matricielles est régulé de façon directe par Ets-1 [74, 104, 130, 148, 271]. D’ailleurs, 

l’utilisation d’un dominant négatif interférant avec les propriétés d’Ets-1 affecte les capacités 

d’invasion tumorale [96, 262]. 

 

II-1-2-5/ Rôle dans la formation de métastases 
 
 L’activité tumorigène d’Ets-1 est directement liée à la formation de métastases. En 

effet, des études menées sur des cellules de gliome exprimant un dominant négatif d’Ets-1 

montrent que la répression de l’activité d’Ets-1 réduit la capacité de ces cellules à développer 

des métastases hépatiques après injection dans la membrane chorioallantoïde d’embryons de 

poulet [261].  

 Les propriétés d’Ets-1 dans ce processus résultent de la régulation de certains gènes 

cibles. Ainsi, le gène de la PTHrP, cible d’Ets-1, code une protéine exprimée par des tumeurs 

mammaires agressives dans lesquelles elle promeut la dissémination métastatique au niveau 

de l’os [272]. D’ailleurs, Ets-1 facilite la croissance des cellules de cancer du sein dans le 

microenvironnement osseux en stimulant l’ostéolyse [273]. Le modèle suivant concernant le 

rôle d’Ets-1 dans ce processus a été décrit : les cellules de cancer du sein exprimeraient de 

façon précoce l’IL-8, dont la transcription est activée par Ets-1, pour initier la dégradation 

osseuse (par activation des neutrophiles), alors que la PTHrP, détectée plus tardivement, serait 

responsable du maintien du cycle de destruction osseuse [274].  

 De plus, il est à noter que la transcription d’une enzyme impliquée dans la formation 

de métastases dans certains types de carcinomes, la N-acétyl-glucosaminyl-transférase V, est 

sous la dépendance d’Ets-1 [275, 276]. 
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II-1-2-6/ Rôle dans la néo-angiogenèse cancéreuse 
 
 En plus d’agir de façon directe sur les capacités prolifératives, migratoires et invasives 

des cellules cancéreuses, Ets-1 contrôle l’environnement tumoral en favorisant la néo-

angiogenèse. En effet, l’expression d’Ets-1 est détectée in vivo dans les vaisseaux qui 

irriguent diverses tumeurs [277], notamment celles de l’ovaire, du col de l’utérus et de 

l’endomètre [278-280]. Celle-ci est corrélée avec la synthèse de VEGF ou de VEGFR-1 dans 

les vaisseaux de certains carcinomes [281, 282]. Le rôle d’Ets-1 dans la néo-angiogenèse 

tumorale, comme dans l’angiogenèse physiologique, est dû  : (1) à l’induction de son 

expression par des facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF et (2) à sa capacité à réguler 

de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, la migration et l’invasion des cellules 

endothéliales (voir §I-4-2).  

 
II-2/ Autres pathologies 

  II-2-1/ Infections virales 
 
   II-2-1-1/ Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) 

 

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH, HIV en anglais) est un rétrovirus qui 

infecte les cellules humaines par l’intermédiaire du marqueur membranaire CD4 qui est 

reconnu par la glycoprotéine gp120 du VIH. Ainsi, les lymphocytes T CD4+, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules microgliales cérébrales qui possèdent ce 

marqueur peuvent être infectées par le VIH. Il existe deux types de VIH, le VIH-1 et le VIH-

2. La transcription des gènes viraux dans la cellule infectée est sous le contrôle d’un « 

enhancer », désignée LTR (« long terminal repeat »). Une étude menée sur des cellules T 

montre qu’Ets-1 est recrutée au niveau du LTR du VIH-1 dans une région, dite U3 (-141/-

149), nécessaire à la croissance virale in vitro [283]. La régulation de la transcription des 

gènes viraux du VIH par Ets-1 implique des partenaires protéiques, notamment : (1) le facteur 

NFκB. Ils agissent de façon coopérative au niveau de sites EBS et NFκB fonctionnels 

présents dans les « enhancers » des VIH-1 et VIH-2 [284]. (2) le facteur USF-1. Ils 

transactivent de façon synergique l’« enhancer » du VIH-1. Cet effet résulte de la formation 

d’un complexe ternaire comprenant Ets-1 et USF-1 qui sont recrutées au niveau de leur site 

composite EBS/E-box [285]. Une étude a également identifié Ets-1 p42 comme responsable 
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de la réactivation de VIH-1 latent en absence d’activation des lymphocytes T via sa fixation 

au niveau du LTR [286].  

II-2-1-2/ Le virus T-lymphotropique humain (HTLV) 

 

Le virus T-lymphotropique humain (HTLV) est le premier rétrovirus infectant 

l’homme à avoir été découvert. Il est responsable du déclenchement de divers cancers 

notamment des leucémies et des lymphomes. Le LTR du HTLV-1 contient deux éléments 

activateurs de réponse à Ets-1. L’un d’entre eux, désigné EER-1, contient des EBS recrutant 

la protéine Ets-1 [287]. Ets-1 et Ets-2 sont capables de transactiver l’« enhancer » de ce virus 

en agissant au niveau de cette région EER-1. Celle-ci constitue également un élément de 

réponse à Tax-1, facteur codé par le virus HTLV lui-même [288]. D’ailleurs, une étude 

démontre l’existence d’une synergie d’action entre Ets-1 et Tax-1 au niveau d’un site 

composite appartenant à cet EER-1 pour stimuler l’« enhancer » de ce virus [287]. Il est à 

noter que la coopération entre Ets-1 et Tax-1 est également décrite dans le contexte de 

l’activation du gène de l’interleukine 5 [223]. 

 

  II-2-2/ Pathologies inflammatoires 

 

 L’induction de l’expression d’Ets-1 par des cytokines pro-inflammatoires 

(Interleukines 1β, 5 et 8 ou le TNF-α) ainsi que sa capacité à activer la synthèse de protéases 

matricielles (collagénase-1 (MMP-1), gélatinase-B (MMP-9), stromélysine-1 (MMP-3) et 

uPA, entre autres) font de cette protéine un acteur important dans certaines maladies 

inflammatoires et invasives.  

 

II-2-2-1/  Arthrite rhumatoïde 
 

 La polyarthrite rhumatoïde est caractérisée par une inflammation de la membrane 

synoviale s’accompagnant d’une dégradation du cartilage articulaire. In vivo, les tissus de 

patients atteints de cette pathologie expriment Ets-1 au niveau des fibroblastes composant la 

membrane synoviale, mais également au niveau des macrophages et des cellules endothéliales 

[289]. Dans des cellules synoviales de patients touchés par l’arthrite rhumatoïde, l’expression 

d’Ets-1 est corrélée à une augmentation de la collagénase-1, de la collagénase-3 (MMP-13) et 

de la stromélysine-1 [290], ainsi qu’à une sécrétion des cytokines pro-inflammatoires 

interleukine 1β et TNF-α [291], cibles transcriptionnelles d’Ets-1. Une hypoxie tissulaire est 
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détectée dans les articulations de rats atteints de polyarthrite rhumatoïde. Du fait de la 

colocalisation d’Ets-1 et de HIF-1α dans ces zones [292], celle-ci pourrait être responsable de 

l’expression du gène ets-1 (voir Chapitre III §I-1). L’hypoxie est connue pour stimuler la néo-

angiogenèse. Or, une angiogenèse inflammatoire est liée à l’arthrite rhumatoïde qui implique 

le facteur Ets-1 [293]. Le VEGF, facteur angiogénique important dans cette pathologie, 

pourrait aussi être le responsable de l’expression du gène ets-1. 

 

II-2-2-2/ Pathologies rénales 
 

 La protéine Ets-1 est synthétisée dans le rein au cours de l’embryogenèse mais devient 

indétectable chez l’adulte [207], sauf dans certaines pathologies. En effet, Ets-1 est associée à 

la progression d’une maladie inflammatoire des glomérules rénaux, la glomérulonéphrite 

[294]. Son rôle dans cette pathologie est lié, entre autres, à sa capacité d’induire la synthèse de 

MMPs [295]. Néanmoins, les données sur l’action d’Ets-1 au sein de ces pathologies sont 

assez fragmentaires. L’expression d’Ets-1 peut être provoquée par la voie de l’angiotensine II 

ou par l’endothéline-1 [89, 185] (voir Chapitre III §I-1).   

 

II-2-2-3/ Athérosclérose 
 
L’athérosclérose débute par l’accumulation de corps gras au niveau de la paroi interne 

des artères (intima) à laquelle s’ajoutent progressivement des dépôts de fibrinogène, de 

plaquettes, de cellules sanguines et de calcium. Il s’en suit une prolifération des cellules 

VSMC (conséquente à leur dé-différenciation) et du tissu conjonctif. Ceci entraîne la 

formation d'une plaque instable inflammatoire, la plaque d’athérome. Un rôle d’Ets-1 dans 

l’athérosclérose a été proposé sur la base de son action dans les processus de dé-

différenciation et de prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, VSMC (voir 

Chapitre IV §I-4-2-3). De manière intéressante, Ets-1 est détectée dans l’aorte d’un modèle 

murin d’athérosclérose en association avec le TNF-α et Erk-1/-2 phophorylées [82]. Là 

encore, HIF-1α et le VEGF présents dans cette pathologie pourraient permettre l’expression 

du gène ets-1 [296].  Il est à noter que sont également impliquées dans cette expression les 

voies de l’angiotensine II [114] et du TNF-α [297] (voir Chapitre III §I-1). 
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L’exposé des rôles biologiques d’Ets-1 met en évidence un lien indéniable entre la 

fonction de ce facteur et ses propriétés transcriptionnelles. Il ressort également de l’étude 

bibliographique exposée dans ce Chapitre, la fonction polyvalente d’Ets-1 dans divers aspects 

de la cancérisation. Ceci est d’ailleurs à l’origine du terme oncoprotéine fréquemment utilisé 

pour la désigner.  

Par conséquent, Ets-1 constitue une cible dont la répression pourrait bloquer ou freiner 

la progression tumorale. Cependant, de nombreuses inconnues demeurent afin de mettre en 

place une telle stratégie. En effet, à ce jour, aucune thérapie de ciblage d’Ets-1 n’a montré 

d’efficacité clinique. La raison en est probablement que, si de nombreux mécanismes 

spécifiques de son action sont connus au sein de processus restreints, paradoxalement, peu de 

choses ont été déterminées d’un point de vue plus général sur sa régulation. Afin de mettre en 

place une thérapie ciblée, il est nécessaire de pouvoir atteindre ce qui constitue la clef de 

voûte de l’action d’Ets-1. Or, la seule voie pouvant représenter un tel angle d’attaque serait la 

voie Ras-MAPK. Son ciblage étant peu envisageable en clinique, du fait de son importance 

fondamental dans de nombreux processus physiologiques, il est essentiel d’étudier de façon 

plus approfondie les réseaux de régulation d’Ets-1 afin de mettre au point une stratégie de 

ciblage de son activité. 
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DEUXIEME PARTIE : PARP-1 
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CHAPITRE I : La superfamille des poly(ADP-ribose) 

polymérases (PARP) 

 
I/ Origine de la superfamille des PARP 
 

 En 1963, Chambon, Weil et Mandel découvrent une nouvelle enzyme dépendante de 

l’ADN dont l’activité est stimulée par le nicotinamide adénine dinucléotide sous sa forme 

oxydée (NAD+) [298]. A partir de ce substrat, elle catalyse une modification post-

traductionnelle, encore inconnue à l’époque, appelée poly(ADP-ribosyl)ation, qui consiste en 

un greffage de polymères d’ADP-ribose (PAR) sur une protéine acceptrice [299]. De ce fait, 

cette nouvelle enzyme, fondatrice d’une nouvelle famille, fut appelée la poly(ADP-ribose) 

polymérase-1, la PARP-1 [300]. 

 Par la suite, il fut entreprit de caractériser toutes les enzymes de cette famille grâce à 

une comparaison exhaustive, effectuée au sein de la banque de données du NCBI, par 

homologie de séquences avec  la « signature PARP » contenue dans le domaine catalytique de 

la PARP-1 [300] (Figure 26). Ceci permit de mettre à jour une superfamille d’enzymes 

constituée de 17 membres conservés des plantes aux mammifères, présentant même des 

homologies structurales avec certaines toxines bactériennes catalysant l’ADP-ribosylation 

[301].  Néanmoins, ces enzymes semblent être absentes chez la levure [299].  

 

II/ Présentation générale des PARP 
 

 La superfamille des PARP comprend 17 membres ; 11 d’entre eux sont répartis en 

quatre groupes distincts, alors que les 6 autres sont considérés comme non classés (Figure 26) 

[301].  

 Leur point commun est la présence d’une « signature PARP » dans leur domaine 

catalytique, cette séquence peptidique très conservée correspond au site actif de l’enzyme 

[300]. Cependant, la présence de ce site ne signifie pas obligatoirement que ces enzymes ont 

une activité de poly(ADP-ribosyl)ation (PARylation) [302].  En effet, seules les PARP-1 et -2 

et les Tankyrases (TNKS) sont connues pour avoir une capacité de PARylation qui consiste 

en une polymérisation linéaire des ADP-riboses (Tableau 5). De plus, les PARP-1 et -2 

peuvent greffer latéralement de nouveau PAR sur une chaîne linéaire, formant ainsi des 
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polymères multi-branchés. La capacité de PARylation est également prédite pour les PARP-3 

et -4 et est due à l’existence d’un résidu d’acide glutamique (E) indispensable situé dans la 

partie C-terminale du domaine catalytique (E988 pour la PARP-1) [301]. De plus, une activité 

de mono(ADP-ribosyl)ation est décrite pour les PARP-3, -6, -10 et -14 (Tableau 5). C’est 

pour cette raison que la nomenclature officielle des enzymes préfère le terme ADP-ribosyl 

transférase (ADPRT) ou ARTD (« ADP-ribosyltransferase diphtheria toxin-like ») au terme 

PARP qui reste pourtant, et de loin, le plus utilisé [302]. Il est très important de remarquer que 

9 membres sur 17 de la superfamille des PARP n’ont aucune capacité d’ADP-ribosylation 

connue (Tableau 5).  

 

  
Figure 26 : Représentation des différents membres de la superfamille des PARP chez les vertébrés. 
Le nom de chaque membre de la superfamille est indiqué selon la nomenclature des PARP. Un nom alternatif est 
inscrit si celui-ci est fréquemment retrouvé dans la bibliographie. Les domaines principaux ont été représentés, à 
savoir le domaine catalytique PARP en bleu clair contenant la « signature PARP » conservée dans toute la 
famille en bleu foncé. A noter également, les motifs répétés Ankyrine (ANK) spécifiques des Tankyrases 
(TNKS), le domaine WGR spécifique des PARP dépendantes de l’ADN, les domaines Macro retrouvés chez les 
MacroPARP et le domaine WWE très présent au sein de la superfamille. L’indication DBD (« DNA binding 
domain ») réfère à des structures de liaison à l’ADN constituées de doigts de zinc. Les hachures pour PARP-4 et 
PARP-14 indiquent des régions non structurée tronquées pour une meilleure lecture du schéma. D’après [301]. 
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En dehors du domaine catalytique, d’autres domaines protéiques se retrouvent 

fréquemment chez les PARP. En premier lieu, nous pouvons signaler que 5 membres 

présentent des domaines de liaison à l’ADN (DBD) de type doigts de Zinc (Figure 26). 

Néanmoins, il faut dissocier les doigts de zinc des PARP-1 et -2 de type CX2CX28,30HX2C 

(où C désigne une cystéine, H une histidine et X n’importe quel acide aminé) permettant la 

reconnaissance de cassures simple- et double-brin de l’ADN (voir Chapitre II §III-2), des 

doigts de zinc de TiPARP et des PARP-12 et -13 de type CX7–11CX3–9CX3H qui sont des 

domaines putatifs de liaison à l’ARN et qui donnent leur nom au groupe des CCCH-PARP 

(Figure 26) [301]. Ensuite, le domaine WWE se retrouve chez toutes les CCCH-PARP mais 

également chez les PARP-11 et -14. Il doit son nom à trois résidus d’acides aminés conservés, 

deux tryptophanes (W) et un acide glutamique (E). Il s’agit d’un domaine d’interaction 

protéine-protéine également impliqué dans des interactions via la reconnaissance des PAR 

[303, 304]. Enfin, il est à noter que les PARP-1 et -4 possèdent un domaine BRCT (« BRCA1 

C terminus ») qui permet des interactions protéine-protéine (voir Chapitre II §II). 

Pour finir, certains domaines sont spécifiques de l’un des quatre groupes de PARP. 

Les PARP-1, -2 et -3 dépendantes de l’ADN pour leur activité catalytique contiennent un 

domaine WGR (Figure 26), appelé ainsi car il possède un motif constitué de résidus 

tryptophane (W), glycine (G) et arginine (R). Il permet l’activation du domaine catalytique 

après la reconnaissance des cassures de l’ADN [305]. Les Tankyrases diffèrent des autres 

PARP par la présence d’un domaine SAM et d’une région contenant des motifs répétés de 

type ankyrine (Figure 26). Ceux-ci sont impliqués dans des interactions protéine-protéine 

[301, 306]. Enfin, les MacroPARP contiennent plusieurs domaines Macro qui ont la capacité 

de fixer l’ADP-ribose sous forme de monomère ou de PAR ainsi que des métabolites du 

NAD+. Ils interviennent dans le contrôle de la PARylation catalysée par les PARP notamment 

en régulant la longueur des polymères [301, 304]. 

 

Bien qu’étant toutes des ADP-ribosyl transférases, les PARP ont des fonctions 

biologiques très diversifiées. De façon générale, les PARP sont impliquées dans le contrôle du 

métabolisme de la cellule. 
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Membre 
Nomenclature 

ARTD 

 

Groupe 
 

Taille (aa) 
 

Activité enzymatique 

PARP-1 ARTD1  

Dépendantes de 

l’ADN 

1014 P → L et B    E 

PARP-2 ARTD2 570 P → L et B  E 

PARP-3 ARTD3 540 M et P (prédite) E 

PARP-4 ARTD4  1724 P (prédite) E 

TNKS-1 ARTD5  

Tankyrases 
1327 P → L  E 

TNKS-2 ARTD6 1166 P → L  E 

TiPARP ARTD14  

CCCH-PARP 

657 M (prédite)   

PARP-12 ARTD12 701 M (prédite)   E 

PARP-13 ARTD13 902 M (prédite) 

PARP-9 ARTD9  

MacroPARP 

854 M (prédite) 

PARP-14 ARTD8 1801 M  E 

PARP-15 ARTD7 444 M (prédite)   E 

PARP-10 ARTD10  1025 M   

PARP-11 ARTD11 331 M (prédite)  E 

PARP-6* ARTD15 630 M  E 

PARP-8 ARTD16 854 M (prédite)  E 

PARP-16* ARTD17 322 M (prédite) 
 
Tableau 5 : Organisation et activité enzymatique des membres de la superfamille des PARP. 
Les membres de la superfamille sont présentés dans le même ordre qu’en Figure 26. La nomenclature ARTD est 
la dénomination enzymatique officielle. Aa = acides aminés. Pour les activités enzymatiques : P = PARylation 
qui peut être (→) L = Linéaire ou B = Multi-branchée, M = Mono-(ADP-ribosyl)ation. Les activités prédites 
sont non démontrées. E = PARP qui possède le résidu d’acide glutamique conservé indispensable mais non 
suffisant pour avoir une activité de PARylation. * Il existe une forte ambiguïté sur certaines dénominations des 
PARP dans la littérature, ainsi la PARP-6 désigne parfois la TNKS-2 mais il y a également confusion entre les 
PARP-6 et -16. Ici, elles sont présentées comme en Figure 26. D’après [302]. 
 

III/ Implications des PARP en biologie 
  

 Dès les premiers travaux effectués sur les PARP, elles ont été associées aux processus 

impliquant l’ADN. En effet, la PARP-1, notamment, est une protéine ubiquitaire, très 

fortement exprimée dans tous les types cellulaires et qui peut être considérée comme un 

véritable gardien du génome [299]. Les PARP-1, -2 et -3 participent activement aussi bien 

aux mécanismes de réparation des cassures simple-brin que des cassures double-brin de 

l’ADN (Tableau 6). Les TNKS, elles, agissent sur l’intégrité des télomères ainsi que dans une 
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moindre mesure PARP-1  et -2. Nous pouvons également noter le rôle de la PARP-1 dans la 

réplication de l’ADN en phase S du cycle cellulaire (Tableau 6).  

Dans un contexte cellulaire, ces différentes fonctions permettent, selon le niveau de 

dommage à l’ADN, de promouvoir soit la mitose et la prolifération, soit, si la cellule est trop 

endommagée, de provoquer l’arrêt du cycle voire la mort cellulaire (voir Chapitre IV §I-7).  

 

Structure de la chromatine et métabolisme de l’ADN 

Compaction et décompaction de la 

chromatine 

 

PARP-1, PARP-2 

Transcription PARP-1, PARP-2, PARP-9, PARP-14 

Domaines chromatiniens (Insulation) PARP-1 

Réparation des cassures simple-brin (BER) PARP-1, PARP-2 

Réparation des cassures double-brin (a-

NHEJ) 

 

PARP-1, PARP-3 

Réplication de l’ADN PARP-1 

Entretien des télomères TNKS-1, TNKS-2, PARP-1, PARP-2 

Division, prolifération, différenciation et mort cellulaire 

Mitose PARP-1, PARP-2, PARP-3, TNKS-1 

Différenciation cellulaire PARP-1, PARP-2 

Mort cellulaire PARP-1 

Prolifération PARP-1, PARP-10 

Physiologie et pathologies 

Carcinogenèse, progression tumorale, 

hypoxie et migration cellulaire 

 

PARP-1, PARP-6, PARP-9, PARP-14 

Infection virale PARP-1, PARP-13 

Réponses immunitaire et inflammatoire PARP-1, PARP-2, PARP-9, PARP-14 

Résistance aux drogues PARP-4 

Métabolisme PARP-2, PARP-1 

Spermatogenèse PARP-2 

Développement vasculaire et osseux  TiPARP 
 
Tableau 6 : Implications des enzymes PARP en biologie. 
BER « base-excision repair », a-NHEJ « alternative-non-homologous end joining » (voir Chapitre IV §I-1). 
D’après [307]. 
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 Les PARP ont aussi un rôle majeur dans les phénomènes de régulation de la 

compaction de la chromatine et dans la transcription (Tableau 6). Le meilleur exemple reste le 

rôle de la PARP-1 dans la transcription de certains gènes et dans des mécanismes 

épigénétiques comme l’insulation ou dans la décompaction de la chromatine (voir chapitre IV 

§I-2 et §I-3). Cependant, nous pouvons signaler que les PARP-2, -9 et -14 sont également 

impliquées dans des mécanismes de transcription et ceci de façon tissus-spécifique 

contrairement à la PARP-1 qui est ubiquitaire [308].  

Ces différentes fonctions font que les PARP sont engagées dans diverses réponses 

physiologiques et pathologiques principalement liées à des stress souvent génotoxiques. Ainsi 

les PARP-1, -2, -9 et -14 interviennent dans les réponses immunitaires et favorisent 

l’inflammation. Il est très frappant de constater que ces mêmes PARP (PARP-2 hormis) sont 

aussi impliquées dans la carcinogenèse et la progression tumorale où les mécanismes 

d’inflammation sont souvent détournés au profit de la tumeur (Tableau 6).  

Enfin, les PARP participent au développement et à la croissance de l’organisme. 

PARP-1 et -2 régulent le métabolisme aussi bien à l’échelle cellulaire qu’à celle de l’individu. 

De plus, certaines PARP contrôlent quelques aspects du développement embryonnaire comme 

la spermatogenèse (PARP-2) ou le développement vasculaire et osseux (TiPARP) (Tableau 

6).  

 

  

 En conclusion de ce chapitre, nous pouvons souligner la grande disparité qui existe 

entre les différentes PARP, tant au niveau de leur activité catalytique que dans la possession 

de domaines fonctionnels structurés, caractérisant l’un ou l’autre des membres de cette 

superfamille. Le membre fondateur, la PARP-1, est celui qui possède le plus de fonctions 

connues et est, de loin, le plus étudié. Cette enzyme contient de nombreux domaines 

fonctionnels qui expliquent son action fondamentale au sein des processus cellulaires et qui 

font de la PARP-1 un gardien du génome. Le détail de ces domaines et de leurs fonctions 

associées est le sujet du chapitre suivant.   
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CHAPITRE II : L'ENZYME PARP-1 : LES DOMAINES 

FONCTIONNELS 

 
 L’enzyme PARP-1 est une protéine de 113 kDa constituée de trois régions 

fonctionnelles : (1) une région catalytique en position C-terminale composée du domaine 

catalytique à proprement parler (PARP_Cat) qui contient la « signature PARP » très 

conservée au sein de la superfamille et de deux domaines régulateurs de son activité 

PARP_Reg (Régulateur) et WGR, (2) une région centrale dite d’auto-modification contenant 

les sites permettant à la PARP-1 de s’auto-PARylée ainsi qu’un domaine BRCT et (3) une 

région de liaison à l’ADN N-terminale caractérisée par trois domaines en doigt de zinc (ZnF)  

(Figure 27). 
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Figure 27 : Structure de l’enzyme PARP-1.  
Les domaines fonctionnels sont représentés : le domaine catalytique (PARP_Cat) en bleu clair contenant la 
« signature PARP » en bleu foncé, le domaine régulateur (PARP_Reg) en bleu grisé, le domaine WGR en vert, 
le domaine BRCT en rouge et les domaines en doigts de zinc (ZnF « Zinc finger » de I à III). La numérotation en 
nombre d’acides aminés est indiquée.  
 

I/ La région catalytique 

 I-1/ Structure 
  I-1-1/ Les domaines PARP_Reg (régulateur) et catalytique  

 

La structure de la région catalytique  (domaine WGR hormis) a été résolue par 

radiocristallographie en absence ou en présence de son substrat, le NAD+, mais également 

avec divers inhibiteurs de la PARP-1 s’insérant dans le site actif de l’enzyme [302, 309-311]. 

Cette région peut être subdivisée en deux domaines structurés distincts [310]. Le premier est 

un domaine composé d’une succession de 5 hélices α s’étendant des résidus 662 à 784 (Figure 

28 et 29) [310]. De ce fait, il fut nommé « helical domain » (HD) puis PARP_Reg une fois sa 

fonction élucidée [307, 310]. Le deuxième domaine, correspondant à la partie catalytique, 

 97 









 

 
  
Figure 31 : Modèle de l’activation catalytique dépendante de l’ADN de la PARP-1.  
Les différentes conformations de la PARP-1 sont représentées : la conformation « beads-on-a-string » qui 
correspond à la conformation relâchée en absence d’ADN endommagé avec une faible activité catalytique et le 
module compact lorsque la PARP-1 est fixée sur l’ADN avec une forte activité catalytique. Les domaines 
indiqués sont les ZnFI à III (Zn1 à 3), BRCT, WGR, HD (PARP_Reg) et ART (PARP_Cat).  Les résidus 
essentiels à la liaison à l’ADN du ZnFI (W246, W318), du ZnFIII (D45) et du WGR (W589, R591) et les 
leucines (L698, L701) de la 2ème hélice α (αF) du domaine PARP_Reg sont représentés. Reproduit d’après [305].  
 

  I-2-2/ Catalyse de la poly(ADP-ribosyl)ation (PARylation) 
 

 La poly(ADP-ribosyl)ation ou PARylation est une modification post-traductionnelle 

qui consiste en l’ajout de polymère d’ADP-ribose sur des résidus d’acide glutamique (E), 

d’acide aspartique (D) ou sur des lysines (K) de protéines acceptrices. L’enzyme PARP-1, une 

fois activée, utilise le NAD+ et le métabolise en une unité d’ADP-ribose et en une 

nicotinamide (Figure 32).  L’ADP-ribose est ensuite attaché sur un résidu E, D ou K de la 

protéine acceptrice. Deux types de polymères peuvent ensuite être générés par la PARP-1 : (1) 
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une élongation linéaire par l’attachement d’un nouvel ADP-ribose via une liaison de type 

α(1→2) O-glycosidique sur le ribose précédent, ou (2) un branchement qui se fait lui via 

l’autre groupement hydroxyle du ribose (Figure 32). La PARylation de protéines acceptrices 

peut également être non-covalente par la fixation de PAR libre [314]. 
 

Protéine 
acceptrice

Protéine 
acceptrice

E, D ou K

Poly(ADP-ribose) 
multi-branché

BranchementElongation

PARP-1

NAMPTNMNAT

NicotinamideNMNNAD+

Protéine 
acceptrice

Protéine 
acceptrice

E, D ou K

Poly(ADP-ribose) 
multi-branché

BranchementElongation

PARP-1

NAMPTNMNAT

NicotinamideNMNNAD+

 
Figure 32 : Biosynthèse du NAD+ et des polymères d’ADP-ribose.  
Les formules chimiques des différents composés ainsi que leur structure sont représentées. Les résidus 
accepteurs de la protéine cible sont indiqués pour E et D par un groupement carboxyle mais le greffage est aussi 
possible sur une lysine (K) par le groupement amine. Les groupements hydroxyles des riboses permettant 
l’élongation et le branchement des polymères sont indiqués par des flèches. D’après [315]. 
 

La nicotinamide, résidu de la réaction, peut être métabolisée en nicotinamide 

mononucléotide (NMN) par l’enzyme NAMPT (« nicotinamide phosphoribosyltransferase ») 

puis en NAD+ par l’enzyme NMNAT (« nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase ») 

(Figure 32). Ceci est essentiel car la nicotinamide est un inhibiteur naturel de la PARP-1 

[299]. Le NAD+ étant un substrat indispensable à la production d’ATP, cette chaîne 

métabolique de PARylation doit obligatoirement être régulée finement selon les besoins 
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énergétiques de la cellule. En effet, une activité intense de PARylation par la PARP-1 

conduirait à une déplétion complète du NAD+, ceci ayant pour conséquence directe une 

disparition du pool d’ATP cellulaire ce qui aboutit à une mort programmée très particulière, 

liée à la PARP-1, la Parthanatos (voir Chapitre IV §I-7-3). 

 Les conséquences de la PARylation pour les protéines acceptrices sont très variées et 

de nouvelles fonctions n’ont cessé d’être découvertes ces dernières années [316]. La 

PARylation a des rôles directs comme : (1) la dissociation de complexes formés par des 

interactions protéine-protéine ou protéine-ADN, ceci est dû au caractère très électronégatif de 

cette modification, mais également (2) l’association de complexes via des domaines 

protéiques qui lient les PAR ou PBD (« PAR binding domain ») dont par exemple les 

domaines WWE ou Macro (voir Chapitre I §II). Cette modification post-traductionnelle a 

aussi des conséquences indirectes très diverses. Nous pouvons citer par exemple un rôle dans 

la localisation subcellulaire du suppresseur de tumeur p53 où sa PARylation empêche son 

exportation vers le cytoplasme [317]. Néanmoins, la conséquence la plus surprenante qui 

prend de plus en plus d’importance est que la PARylation promeut la dégradation par le 

protéasome de certaines protéines acceptrices via leur ubiquitination [304]. Ce phénomène est 

rendu possible par l’existence d’ubiquitine ligases possédant des PBD et dont l’activité est 

stimulée par leur fixation sur les PAR [304]. La PARP-1 étant la première cible de ce 

mécanisme, cette notion sera plus largement développé dans le chapitre III §II-2-5. 

 La PARP-1 est responsable de la biosynthèse de 90% des PAR présents dans une 

cellule. La majorité d’entre eux sont greffés sur la PARP-1 elle-même. Lorsque l’ADP-ribose 

est mobilisé au sein des PAR, il n’est plus disponible afin de reformer les réserves de NAD+ 

et d’ATP. C’est pourquoi, la durée de demi-vie des PAR est très courte, moins d’une minute, 

et leur catabolisme très rapide, ce sujet sera abordé Chapitre III §II-3. 
 

II/ La région d’auto-modification 
 

 La région d’auto-modification tient une place centrale dans la spécificité de fonction 

de la PARP-1. En effet, des travaux ont montré, grâce à l’utilisation de protéines chimériques, 

que les domaines catalytiques des PARP-1, -2 et -3 sont interchangeables [318]. De plus, 

plusieurs études ont démontré que ces PARP possèdent une certaine complémentarité pour 

leur liaison aux cassures de l’ADN [319]. Au contraire, la région d’auto-modification, qui 

s’étend des résidus 373 à 525, comprend des motifs spécifiques de la PARP-1 et est associée à 

des fonctions essentielles.  
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 Le seul domaine structuré de cette région est un domaine BRCT. Ce genre de 

structures se retrouve généralement sous forme de répétition en tandem comme au sein des 

protéines TopBP1 (« DNA topoisomerase 2-binding protein 1 »), 53BP1 (« p53-binding 

protein 1 », MDC1 (« mediator of DNA damage checkpoint protein 1 »  ou encore dans la 

protéine BRCA1 (« breast cancer type 1 susceptibility protein ») en position C-terminale, ce 

qui a donné son nom au domaine BRCT. Cependant, il peut aussi être sous forme isolée 

notamment dans les protéines XRCC1 (« X-ray repair cross-complementing protein 1 »), 

DNA ligase III et dans la PARP-1 [320]. Les domaines BRCT sont des modules d’interaction 

protéine-protéine, de liaison aux phospho-peptides et ont également des rôles putatifs de 

liaison à l’ADN et de PBD [320]. Leur fonction est intimement liée aux mécanismes de 

réparation de l’ADN même si le domaine BRCT de la PARP-1 n’est pas indispensable à son 

activité catalytique [305, 318, 321]. 

 

 
Figure 33 : Structure tridimensionnelle du domaine BRCT.  
La structure secondaire déterminée pour le domaine BRCT est indiquée sous la séquence primaire. Les hélices α 
sont en rouge, les brins β en bleu et les parties non structurées en orange. Le trait rouge foncé marquant la 
séquence des résidus 389 à 487 correspond au domaine BRCT (source SCOP). La numérotation en nombre 
d’acides aminés est indiquée. D’après  (PDB : 2LE0). 

 

 La structure du domaine BRCT de la PARP-1 a été résolue par RMN [322]. Il se 

constitue de 4 hélices α et de 4 brins β (Figure 33). Il est responsable de la plupart des 

interactions protéine-protéine entre la PARP-1 et ses partenaires. De plus, on peut considérer 

que la majorité des substrats protéiques de la PARP-1 interagissent au niveau du domaine 

BRCT [302, 316]. C’est ce qui leur permet d’être en proximité directe avec le domaine 

catalytique. 
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 La région d’auto-modification contient également les sites permettant l’auto-

PARylation de la PARP-1. Ceux-ci sont nécessaires à la régulation de l’activité catalytique de 

cette enzyme même s’ils ne sont pas indispensables à la formation de PAR [305, 318, 321]. 

L’auto-modification facilite la PARylation car elle constitue une amorce qui permet à la 

PARP-1 d’ajouter d’autres polymères sur elle-même ou sur d’autres protéines [299, 302]. 

C’est pourquoi, plus son activité est prolongée plus la PARP-1 s’auto-modifie. L’auto-

PARylation favorise également la formation des complexes de réparation de l’ADN car 

nombre des composants de ces complexes possèdent des PBD qui se fixent au PAR [299]. 

Pendant près de 40 ans, de nombreux travaux ont essayé d’identifier les sites exacts d’auto-

PARylation. Cependant, la taille des polymères, plus de 200 unités, et le fait qu’ils soient 

multi-branchés rendent très difficile cette identification. Récemment, deux études ont permis 

une avancée majeure dans ce domaine, pourtant leurs résultats sont différents. La première a 

mis en évidence que, contrairement à ce qui était envisagé, ce sont des résidus lysine qui sont 

modifiés (K498, K521, K524) [318]. Par contre, une deuxième étude, parue quelque mois 

plus tard, montre une modification de deux résidus d’acide glutamique et d’un acide 

aspartique (D387, E488, E491) [321]. Les auteurs de cette dernière étude ne trouvent pas de 

modifications sur les lysines et suggèrent qu’il s’agit d’une modification secondaire [321]. 

Ceci est renforcé par le fait que ces lysines peuvent être soit PARylées soit acétylées et que 

l’acétylation semble être privilégiée (voir chapitre III §II-2).  

 

 Enfin, nous pouvons noter que la région centrale possède un motif putatif de type 

« Leucine zipper » en position N-terminale du domaine BRCT qui serait responsable de 

l’homodimérisation de deux molécules de PARP-1, ce qui est connu pour augmenter 

fortement leur activité catalytique [316]. 

 

III/ La région de liaison à l’ADN 

III-1/ Structure 

  

 La région de liaison à l’ADN se situe en position N-terminale de la PARP-1 des 

résidus 1 à 372 (Figure 27). Elle possède trois domaines structurés de type doigt de zinc 

(ZnFI, ZnFII et ZnFIII) et deux motifs importants : un signal de localisation nucléaire (NLS) 

bipartite et un site de clivage pour la caspase-3 de séquence DEVD (Figure 34). 
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III-2/ Fonction 

  III-2-1/ Reconnaissance des cassures simple-brin de l’ADN 

 

 La PARP-1 est impliquée dans des mécanismes de réparation de l’ADN tels que le 

système de réparation par excision de base (BER voir Chapitre IV §I-1-1). Ce genre de 

processus nécessite une reconnaissance efficace des cassures simple-brin de l’ADN. Dans le 

cas de la PARP-1, celle-ci s’effectue au niveau de la région N-terminale de liaison à l’ADN. 

D’un point de vue moléculaire, la communauté scientifique reste partagée sur le mécanisme 

précis.  

 

 
Figure 35 : Modèles de liaison de la PARP-1 aux cassures simple-brin.  
Les différents modèles avancés pour la liaison de la PARP-1 aux cassures simple-brin sont présentés. La PARP-
1 est représentée ainsi que ses domaines fonctionnels. Le modèle (1) est basé sur les travaux d’Anthony Oliver 
[324], le (2) sur ceux de Masahiko Satoh [326] et le (3) sur les travaux de John Pascal et de Karolin Luger [325, 
327]. 
 

La plupart des travaux s’accordent sur le fait que la reconnaissance de la cassure 

simple-brin est prise en charge par le ZnFI [326-328]. Néanmoins, il est également avancé 

que le ZnFI pourrait se lier à de l’ADN non endommagé et qu’il faudrait la liaison d’un 

(1) (2) (3) 
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deuxième ZnF pour parfaire la reconnaissance d’un dommage. Pour l’équipe d’Anthony 

Oliver qui a résolu le complexe PARP-1/ADN par radiocristallographie, le ZnFI se lie au brin 

intact de la double hélice alors que le ZnFII se fixe au niveau de la cassure (Figure 35) [324]. 

Ce modèle est soutenu par divers travaux antérieurs qui ont montré, qu’en absence du ZnFII, 

le ZnFI ne pouvait seul discriminer l’ADN endommagé de l’intact [326, 329]. Pourtant, les 

auteurs soulignent que le complexe formé par ces deux domaines en doigt de zinc n’est pas 

stable en l’état. L’équipe d’Anthony Oliver propose que la stabilisation s’effectue via la 

dimérisation de deux molécules de PARP-1 par l’interaction entre le ZnFI de la première 

molécule avec le ZnFII de la deuxième et réciproquement. Au contraire, l’équipe de Masahiko 

Satoh a montré l’existence d’un possible motif de liaison à l’ADN double-brin (DsDB) en 

position N-terminale du domaine WGR qui stabiliserait le complexe (Figure 35) [324, 326]. 

Un autre modèle particulièrement documenté par l’équipe américaine de John Pascal tendrait 

plutôt pour une reconnaissance de l’ADN par le ZnFI qui serait stabilisée, en cas de cassure, 

par le ZnFIII et potentiellement par le domaine WGR (Figure 35) [305, 325, 327, 328]. Un 

seul bord de la cassure étant reconnu, ce modèle n’exclut pas une dimérisation de deux 

molécules de PARP-1 [318]. Par contre, il rejette toute implication du ZnFII qui, pour les 

auteurs, n’est pas strictement requis [328]. Cette affirmation est soutenue par d’autres travaux 

qui montrent que ce ZnF et la région d’auto-modification ne sont nécessaires ni à la liaison à 

l’ADN ni à l’activation de la PARP-1 [305, 318, 321].         

 

III-2-2/ Reconnaissance des cassures double-brin de l’ADN 
    
 La PARP-1 est également impliquée dans des mécanismes de réparation de cassures 

double-brin. Ce rôle est moins bien caractérisé notamment pour ce qui est de la réparation par 

recombinaison homologue (HR) (voir Chapitre IV §I-1-2). Il existe des données bien plus 

complètes pour les mécanismes de « non-homologous end-joining » (NHEJ) (voir Chapitre 

IV §I-1-3). Au sein de ces mécanismes deux modes de liaison à l’ADN ont été mis en 

évidence.  

Le premier correspond à des adaptations de modèles démontrés pour les cassures 

simple-brin.  Le module compact, avancé par l’équipe de Pascal, constitué du ZnFI, du ZnFIII 

et du WGR, peut parfaitement se lier à des cassures double-brin [305]. Le modèle de l’équipe 

de Satoh est également transposable à condition qu’il existe une extrémité débordante au 

niveau de la cassure [326]. Cependant, celui qui s’adapte le mieux aux cassures double-brin 

est la dimérisation avancée par l’équipe d’Oliver. L’interaction des ZnFI et ZnFII de chaque 
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molécule permet de joindre les deux fragments d’ADN ce que les autres modèles ne montrent 

pas (voir §III-2-1, Figure 35). Cela est en cohérence avec les observations faites du rôle de la 

PARP-1 dans la NHEJ [330-332]. 

Le deuxième est une liaison en coopération avec une autre enzyme de réparation 

connue, elle, pour lier principalement les cassures double-brin, le complexe DNA-PK. Il est 

constitué d’une sous-unité catalytique possédant une activité de type kinasique et de deux 

sous-unités régulatrice Ku70 et Ku80. Des travaux montrent que la PARP-1 et la DNA-PK 

interagissent en un complexe formant un canal comprenant Ku70/Ku80 et la région de liaison 

à l’ADN de PARP-1 [333]. Ce canal ainsi formé pourrait accueillir les cassures double-brin 

en permettant à la PARP-1 d’intervenir dans la réparation. Ce modèle donne un rôle à la 

PARP-1, là où les anciennes données, présentes dans la littérature, ne laissaient de place qu’à 

l’action du complexe DNA-PK.   
 

III-2-3/ Autres modalités de liaison à l’ADN 

 

 En dehors des cassures simple- et double-brin, la PARP-1 peut se lier à toutes sortes 

d’ADN notamment cruciformes ou en épingle à cheveux, mais également à des structures 

impliquant plusieurs double-hélices d’ADN comme des entrecroisements de chromosomes ou 

des quadruplex [315]. Cette enzyme se retrouve aussi fréquemment fixée sur l’ADN des 

nucléosomes [315, 327]. Enfin, la PARP-1 pourrait agir comme « enhancer » de certains 

gènes (voir Chapitre IV §I-3-1). C’est le cas pour les gènes cxcl1 et bcl6 [334]. Cette liaison 

est effectuée sur un ADN double-brin intact et de façon séquence spécifique même si aucun 

consensus de liaison n’a pu être mis en évidence pour la PARP-1 [334].  
 

 
 

 L’ensemble de ces données nous montre que les fonctions de l’enzyme PARP-1 sont 

intimement liées aux structures protéiques qui la composent. Afin d’être activée, de modifier 

des protéines cibles et de lier l’ADN, la PARP-1 a besoin de passer par différents 

changements conformationnels qui en font une protéine à l’action très dynamique.  

 Bien qu’étant une protéine ubiquitaire et fortement exprimée, la PARP-1 peut être 

régulée au niveau de l’expression de son gène. Cette régulation est très importante car elle 

correspond souvent à des contextes cellulaires très particuliers et participe également au 

dynamisme de l’action de la PARP-1. Ce sujet sera abordé lors du chapitre suivant. 
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De plus, nous exposerons, dans le prochain chapitre, les différentes régulations de 

l’activité de la PARP-1 rendues possibles par des interactions protéine-protéine ainsi que par 

des modifications post-traductionnelles comme, notamment, la phosphorylation, l’acétylation 

ou même l’auto-PARylation. Nous verrons comment ces modifications permettent de moduler 

la liaison de la PARP-1 aux cassures de l’ADN, son interaction avec ses partenaires 

protéiques et son activité de PARylation. 
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CHAPITRE III : REGULATION DE LA PARP-1 
 

I/ Régulation de l’expression du gène parp-1 
 

 Le gène humain de la PARP-1 se situe dans la région q41-42 du chromosome 1 et 

possède 23 exons [335]. Ce gène s’exprime fortement dans tous les organes, chez l’embryon 

comme chez l’individu adulte, ce qui fait de la PARP-1 la protéine nucléaire la plus 

abondante (plus d’un million de copies) après les histones. Cependant, on trouve une 

expression plus élevée de l’ARNm parp-1 dans le cerveau, le thymus, le cœur et les testicules 

[336, 337]. Cette expression varie également au cours du cycle cellulaire. En effet, elle est 

plus forte lors des phases G1 et S que lors des phases G2 et M [338, 339]. Des travaux ont 

démontré que la diminution d’expression de la PARP-1 était associée à la différenciation 

cellulaire [340-343] ou à la sénescence [344, 345]. Au contraire, celle-ci augmente lors de 

l’activation des lymphocytes [346, 347] ou dans certaines pathologies notamment lors de 

cancers (voir Chapitre IV §III-1). Toutes ces études montrent que, si l’expression de la PARP-

1 est ubiquitaire, sa modulation par des mécanismes transcriptionnels est impliquée dans des 

contextes cellulaires très particuliers.  

 Le promoteur du gène parp-1 a été caractérisé chez l’Homme, la souris et le rat [348-

351]. Il s’agit d’un promoteur qui ne possède ni boîtes TATA ni séquence CCAAT. Par 

contre, une région riche en GC est présente à proximité du point d’initiation de la 

transcription (+1) [351]. Ce type de séquence est retrouvé classiquement dans les promoteurs 

des gènes domestiques (ou « housekeeping genes »).  

 La modulation de l’expression du gène de la PARP-1 se fait selon trois niveaux qui 

correspondent chacun à un contexte cellulaire différent. (1) La cellule n’est soumise à aucun 

stress, l’enzyme PARP-1 est peu active et son expression est modérée. (2) Des stress de type 

génotoxique, par exemple, ont endommagé l’ADN, l’enzyme PARP-1 est active et son 

expression est plus forte afin de réparer efficacement les cassures. Il est important de noter ici 

que des cellules qui n’expriment plus ou peu la PARP-1 seront donc très sensibles au stress et 

n’y survivront pas. (3) Le nombre de dommages à l’ADN est dramatique, la PARP-1 est 

suractive et participe à l’enclenchement de la mort cellulaire programmée. Une fois entrée 

dans ce processus irréversible, la PARP-1 est clivée par les caspases afin d’empêcher que la 

réparation de l’ADN interfère avec la mort de la cellule. Préventivement, la suractivation de la 

PARP-1 engendre la chute de l’expression de son gène.    
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Différents facteurs de transcription se fixent au niveau du promoteur afin de permettre 

la transactivation ou la transrépression du gène selon l’un des trois contextes cellulaires 

(Figure 36).  

 
Figure 36 : Promoteur du gène parp-1. 
Les rectangles représentent des sites de fixation pour des facteurs de transcription. Les rectangles bleus sont des 
sites où la PARP-1 agit sans coopérer avec un facteur de transcription. Le +1 est le point d’initiation de la 
transcription. 
 

Lorsque la cellule n’est soumise à aucun stress, l’activation du promoteur du gène de 

la PARP-1 est assurée par le facteur de transcription Sp1. Ce facteur possède cinq sites de 

fixation tous situés dans la région proximale du promoteur (Figure 36) [349, 351]. Sur l’un de 

ces sites, Sp1 coopère avec le facteur NF1 (« nuclear factor 1 ») sur un site composite qui 

semble être l’élément de régulation majeur de l’expression basale du gène parp-1 [351]. Le 

promoteur du gène parp-1 contient également des sites de fixation pour des répresseurs. Il  

existe cinq sites pour le facteur YY1 (Figure 36) [352, 353]. Au niveau de ces sites, YY1 

interagit avec la PARP-1 qui participe ainsi à la répression de l’expression de son propre 

gène. Il s’agit d’une boucle de rétrocontrôle négatif qui permet de garder une expression 

modérée et stable de la PARP-1. Ce mécanisme de rétrocontrôle s’observe également par la 

liaison de la PARP-1 sur des motifs particuliers de son promoteur. Il en existe deux : un en 

position proximale, l’autre en position distale (Figure 36). La PARP-1 s’y fixe comme 

corépresseur au sein de complexes macromoléculaires de type « scaffold » [350]. 

Lors de la détection de dommages à l’ADN ou par la présence de radicaux libres 

comme l’H2O2, l’expression du gène parp-1 passe d’un niveau basal à une forte activation. 

Dans ce but, une transition s’effectue en remplaçant le facteur Sp1 par des facteurs de 
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transcription répondants aux stress génotoxiques. Pour cela, la PARP-1, qui est activée par le 

stress cellulaire, PARyle Sp1 qui ne peut plus se lier au promoteur [354]. Parallèlement, si 

l’activation de la PARP-1 est modérée, cela permet d’augmenter l’action du facteur AP-2 qui 

possède un site de fixation au sein de la même région proximale du promoteur (Figure 36) 

[349, 354]. D’autres facteurs permettent également l’expression de la PARP-1 dans ce 

contexte. Il s’agit de facteurs de transcription de la famille Ets. Parmi eux, nous pouvons citer 

Ets-1 et Fli-1 [355, 356]. Leur action a été mise en évidence dans la pathologie du sarcome 

d’Ewing mais il est connu que l’expression d’Ets-1 est stimulée par des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS « reactive oxygen species ») comme l’H2O2 et le NO• [65, 90]. Cinq EBS ont 

été identifiés dans le promoteur mais seul deux d’entre eux semblent actifs (Figure 36). Celui 

juste en amont du site d’initiation de la transcription permet une forte activation du gène. De 

plus, le deuxième, bien que situé en position +140, est essentiel à une pleine transactivation 

du promoteur [355]. En dehors de contextes pathologiques ou de stress, les facteurs Ets 

pourraient être responsables du taux élevé d’ARNm parp-1 dans certains tissus comme le 

thymus, les lymphocytes ou le cerveau où ces facteurs sont fortement exprimés. Lors d’un 

stress génotoxique, la PARP-1 PARyle également le facteur YY1 ce qui permet la 

dissociation du complexe qu’elle forme avec lui et la dérépression du promoteur ce qui 

augmente le pool de protéines PARP-1 dans la cellule pour contrer les dommages à l’ADN 

[352]. La PARP-1 auto-PARylée ne pouvant également plus se lier à l’ADN, elle se dissocie 

aussi du promoteur de son gène au niveau des sites YY1 et au niveau des sites de type 

scaffold [350, 352]. 

Si les dommages sont trop importants, la cellule doit rentrer dans un processus de mort 

cellulaire programmée. La PARP-1, lorsque son niveau d’activation est maximal, participe 

d’ailleurs activement à ce processus (voir Chapitre IV §I-7) [301]. Une fois ces programmes 

de mort enclenchés, leur déroulement est irréversible. Néanmoins, la PARP-1, même 

suractivée, peut conserver des fonctions de réparation de l’ADN. Il est connu que 

l’échappement à ces morts programmées est un facteur de cancérisation. C’est pourquoi, afin 

d’éviter qu’elle n’interfère avec la mort de la cellule, la PARP-1 est clivée par les caspases. 

Préventivement, l’expression du gène parp-1 doit également être supprimée. Dans ce but, la 

PARP-1 suractivée, avant d’être clivée par les caspases, va PARylée AP-2 qui ne se fixe plus 

sur le promoteur du gène parp-1 [354]. L’expression de la PARP-1 chute, ce qui laisse la voie 

libre aux mécanismes de mort cellulaire programmée (voir Chapitre IV §I-7). Nous pouvons 

supposer qu’un phénomène similaire pourrait exister pour les membres de la famille Ets. 

 113 



II/ Régulation de l’activité catalytique de la PARP-1 
II-1/ Régulation par des interactions protéine-protéine 

  

 La PARP-1 interagit avec un très grand nombre de protéines dans la cellule. Ceci est 

rendu possible par l’abondance de cette enzyme nucléaire. Parmi ses partenaires, beaucoup 

peuvent être modifiés par PARylation ce qui a de fortes conséquences sur leurs propriétés 

fonctionnelles. Néanmoins, la réciproque est plus rare. En effet, peu de partenaires protéiques 

sont connus pour pouvoir moduler l’activité catalytique de la PARP-1. Cette enzyme, une fois 

activée par l’ADN, a une certaine tendance à modifier son environnement proche sans réelle 

spécificité d’interaction. C’est pourquoi, les protéines, qui modulent l’activité catalytique de 

la PARP-1, interagissent généralement directement avec l’enzyme lorsqu’elle est inactive.  

 Les premières protéines identifiées comme pouvant moduler l’activité de la PARP-1 

de façon indépendante de l’ADN (cassures ou structures particulières voir Chapitre II §III-2) 

sont les histones [302]. Les histones H1, H4 et H2B permettent l’activation de la PARP-1 et 

son auto-PARylation alors que le variant d’histone H2A l’inhibe [302]. Cependant, pour ce 

dernier, son potentiel d’inhibition varie selon les espèces. En effet, il est bien plus faible chez 

la drosophile [357]. Il est possible que cela soit davantage lié à un état de compaction de la 

chromatine ou à l’intervention d’autres protéines comme l’acétyltransférase TIP60 qu’à H2A 

seul [358]. 

 D’autres protéines peuvent supprimer l’activité catalytique de la PARP-1. C’est le cas 

de KIF4 (« kinesin family member 4 ») qui inhibe la PARP-1 afin de permettre la survie des 

cellules neuronales lors de stress. Cette interaction est dissociée par l’action de la CaMKII 

[359]. 

 La plupart des protéines pouvant moduler l’activité de la PARP-1 de façon 

indépendante de l’ADN sont des enzymes. Le détail des modifications post-traductionnelles 

qu’elles effectuent sur la PARP-1 sera abordé dans le prochain paragraphe. Nous pouvons 

citer les kinases Erk-2 et JNK-1/-2, les mono-ADP-ribosyltransférase Sirtuin 6 (SIRT6) et 

PARP-3 qui engendre toute une activation de la PARP-1 [302]. Enfin, l’acétyltransférase 

CBP/p300 permet d’augmenter l’activité de PARylation et l’E3 SUMO ligase PIASy qui 

participe à la sélection des protéines ciblées par la PARP-1 lors de la mitose [302].       
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II-2/ Régulation par des modifications post-traductionnelles 
 

L’activité de la PARP-1 est très finement régulée par des modifications post-

traductionnelles permettant de moduler sa liaison à l’ADN, ses interactions avec ses 

partenaires et ses fonctions catalytiques. Ces modifications sont contrôlées par différentes 

voies de signalisation cellulaire dont une multitude de kinases. La PARP-1 est également 

acétylée, SUMOylée, ubiquitinylée et bien sûr PARylée par elle-même mais aussi par d’autres 

PARP (Figure 37). 

Ces différentes modifications sont interconnectées. En effet, l’amplitude de l’auto-

PARylation peut être dépendante de la phosphorylation par la kinase Erk-2 (S372 et S373) 

ainsi que de l’acétylation par CBP/p300 sur certaines lysines (K498, K521 et K524). Enfin, 

l’ubiquitination de la PARP-1 ne se fait que si celle-ci est PARylée ou SUMOylée. 

 

 
Figure 37 : Les sites de modifications post-traductionnelles de l’enzyme PARP-1.  
Les domaines fonctionnels sont représentés comme en Figure 27. Les résidus indiqués peuvent être modifiés 
par : (1) phosphorylation (P) (en rose) sur la thréonine (T) et sur les sérines (S), (2) acétylation (Ac) (en orange) 
sur les lysines (K), (3) SUMOylation (SUMO) (en vert) sur les lysines, (4) la PARylation (PAR) (en bleu) sur les 
lysines (K), les acides aspartiques (D) et les acides glutamiques (E). 

 

II-2-1/ ADP-ribosylation 

  

 L’auto-PARylation de la PARP-1 fut la première modification post-traductionnelle 

observée sur cette protéine [298, 360]. Cette auto-modification se fait sur de nombreux 
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résidus dont 6 ont été identifiés : D387, E488, E491, K498, K521 et K524 (Figure 37) [318, 

321]. Dans un premier temps, elle permet d’amorcer l’activité catalytique de la PARP-1 et de 

faciliter la PARylation d’autres protéines [316]. Dans un deuxième temps, les polymères 

deviennent tellement massifs qu’ils bloquent la liaison de l’enzyme sur l’ADN et engendre la 

dissociation des complexes comprenant la PARP-1, permettant ainsi à d’autres protéines de 

prendre le relais lors des phases terminales de la réparation (voir Chapitre IV §I-1) [334].     

 Au-delà de l’auto-PARylation, la PARP-1 peut également être trans-modifiée par 

d’autres PARP. Tout d’abord, par une autre molécule de PARP-1 lors d’une dimérisation, ceci 

a été observé lors de mécanismes de réparation de cassures simple-brin et correspond au 

modèle d’Oliver (voir Chapitre II §III-2-1) [324]. La PARP-2 peut aussi former un 

hétérodimère avec la PARP-1 et ainsi se modifier l’une l’autre afin de s’activer lors des 

processus de réparation [361, 362]. La PARP-3, nouvel intervenant dans la réponse cellulaire 

aux dommages de l’ADN, active également la PARP-1 mais de façon indépendante de l’ADN 

[363, 364]. Cependant, le rôle de l’activité de mono(ADP-ribosyl)ation de la PARP-3 n’est 

pas clairement défini dans ce processus [364]. 

 D’autres ADP-ribosyl transférases peuvent modifier la PARP-1. C’est le cas de 

SIRT6, une enzyme qui catalyse la mono(ADP-ribosyl)ation en plus de son activité 

désacétylase [365]. Lors d’un stress oxydant, SIRT6 mono-ADP-ribosyle la PARP-1 sur la 

lysine 521 au niveau des cassures double-brin ce qui active la PARP-1 et permet une 

meilleure réparation des dommages [365].  

La déPARylation de la PARP-1 est prise en charge par la PARG (« poly(ADP-ribose) 

glycohydrolase »), ce qui est essentiel pour garantir un recyclage rapide de l’ADP-ribose et 

une conservation du pool de NAD+ dans la cellule. Ce sujet sera abordé plus en détails §II-3. 

 

II-2-2/ Phosphorylation 

 

 La PARP-1 est ciblée par de très nombreuses kinases. En effet, elle se situe à un point 

de jonction de la plupart des voies de signalisation cellulaire. Une récente étude a tenté de 

répertorier, grâce à un criblage par spectrométrie de masse, tous les sites de phosphorylation 

présents au sein de la PARP-1 et les kinases qui leur étaient associés [366]. Ces travaux 

ambitieux ont permis de caractériser de nombreux sites même si certains étaient déjà connus. 

Cependant, l’identification des kinases responsables de ces phosphorylations s’est révélée 

plus compliquée du fait que nombre d’entre elles ciblaient exactement les mêmes sites. En 

combinant ces travaux avec d’autres données présentes dans la littérature, nous aborderons ici 
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les phosphorylations expérimentalement avérées mais leur nombre ne cesse de grandir au fur 

et à mesure des années. 

 Tout d’abord, de nombreuses kinases activent la PARP-1. C’est le cas : (1) d’Erk-2 qui 

est requise pour l’activation maximale de la PARP-1 peu de temps après la détection de 

dommages à l’ADN [367]. Cette modulation passe par la phosphorylation des sérines 372 et 

373 (Figure 37) [366]. Si l’interaction avec Erk-2 augmente l’activité de la PARP-1, cette 

action est réciproque. Ainsi l’activité de phosphorylation d’Erk-2 se trouve accrue notamment 

sur des cibles bona fide comme sur le membre de la famille Ets, Elk-1 [313]. (2) de la kinase 

dépendante des cyclines CDK2 qui phosphoryle PARP-1 au sein du domaine catalytique afin 

qu’elle active l’expression de gènes codant pour des hormones impliquées dans les 

carcinomes mammaires [368]. (3) des JNK-1/-2 qui promeuvent une activation soutenue de la 

PARP-1 après stimulation à l’H2O2 [369]. (4) de la CaMKII qui permet la dissociation de la 

PARP-1 d’avec KIF4, l’un de ses corépresseurs [359]. (5) de la CKII (« casein kinase II »), 

kinase impliquée dans l’association de complexe de réparation de l’ADN et dans la réponse 

aux stress génotoxiques [366]. Pour ces trois dernières kinases, les sites de phosphorylation 

sur la PARP-1 sont inconnus.  

 Ensuite, plusieurs kinases peuvent réprimer l’activité catalytique de la PARP-1. C’est 

le cas de : (1) la PKC qui diminue l’affinité de PARP-1 pour l’ADN et son activité catalytique 

[370, 371]. Trois sites ont été identifiés, un proche du domaine WGR (T656) et deux au 

niveau des sites d’auto-PARylation (S504 et S519) (Figure 37) [366]. (2) la CDK5 dont trois 

sites potentiels ont été identifiés dans le domaine catalytique (Figure 37) [372]. Contrairement 

à la CDK2, la CDK5 réprime l’activité de la PARP-1 [368]. Néanmoins, les CDK2 et CDK5 

sont connus pour intervenir au sein des mécanismes de régulation différents [373]. (3) du 

complexe DNA-PK qui est aussi connu pour supprimer l’activité de la PARP-1 alors qu’en 

retour la PARylation active le complexe DNA-PK [374]. Cependant, le(s) site(s) de 

modification reste(nt) inconnu(s). 

 D’autres études seront nécessaires pour mieux comprendre la relation qui lie ces 

kinases et la PARP-1, surtout compte tenu du fait qu’aucun mécanisme impliquant une 

phosphatase n’a été caractérisé [316]. 

 

II-2-3/ Acétylation 

 

 La PARP-1 est régulée par acétylation sur cinq lysines présentes dans la région d’auto-

modification (Figure 37). Leur première caractérisation fut faite au sein des macrophages lors 
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de la signalisation de la voie pro-inflammatoire initiée par le facteur de transcription NF-kB 

[375, 376]. Ces acétylations sont nécessaires à l’interaction entre NF-kB, la PARP-1 et le 

complexe « Médiateur » de régulation transcriptionnelle [376]. La PARP-1 agit donc ici 

comme un co-activateur transcriptionnel et il est important de signaler que ceci se fait 

indépendamment de son activité catalytique [376, 377]. D’ailleurs, l’acétylation est effectuée 

sur trois lysines qui peuvent aussi être PARylées (K498, K521 et K524). Il y a donc 

compétition sur ces lysines entre l’acétylation et l’auto-PARylation ce qui s’observe 

également sur des résidus lysines acétylés au sein de la PARP-2 et des histones  [378, 379].  

Pourtant, l’acétylation ne réprime pas l’activité catalytique de la PARP-1. Au 

contraire, la désacétylation effectuée par des enzymes telles que HDAC1, HDAC2 ou SIRT1 

ont pour conséquence de désactiver la PARP-1 [376, 380]. De plus, la PARP-1 est acétylée, 

afin d’être activée, lorsque des cardiomyocytes sont soumis à un stress [380]. 

 L’acétylation de la PARP-1 pourrait donc être un état intermédiaire garantissant une 

activité modérée de la PARP-1 mais d’autres études seront nécessaires pour élucider sa réelle 

fonction. 

 

II-2-4/ SUMOylation 
 

 Lors d’un stress génotoxique ou d’un choc thermique, la PARP-1 est SUMOylée par 

l’enzyme PIASy sur deux lysines (K203 et K486) (Figure 37) [381, 382]. La PARP-1 

SUMOylée est ensuite reconnue par l’E3 ligase RNF4 (« ring finger protein 4 ») qui 

ubiquitinyle la PARP-1 (voir prochain paragraphe). L’interaction entre PIASy et la PARP-1 

n’est pas directe, elle se fait par l’intermédiaire des PAR (Figure 38) [382]. D’ailleurs, c’est 

pour cette raison que d’autres protéines peuvent être SUMOylées par RNF4 en même temps 

que la PARP-1 à condition qu’elles soient PARylées. C’est le cas, par exemple, de la kinase 

IKKγ (« inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit γ ») [382]. 

 

II-2-5/ Ubiquitination 

  

La caractérisation de l’ubiquitination de la PARP-1 est récente. D’ailleurs, les sites 

précis de modification n’ont pas été identifiés. Cela est dû au fait, que l’ubiquitination est une 

modification secondaire pour la PARP-1. Elle doit être préalablement SUMOylée ou 

PARylée.  

 118 



Comme nous l’avons déjà signalé, la PARP-1 SUMOylée est reconnue par l’E3 ligase 

RNF4 puis ubiquitinylée [381]. Ceci engendre sa dégradation par le protéasome. Ce processus 

qui a lieu lors de la réponse aux stress permet la dérépression de certains gènes. Ainsi, lors de 

la réponse aux chocs thermiques, par exemple, la PARP-1, qui réprime l’expression de la 

protéine chaperonne HSP70 (« heat schock protein 70 kDa ») au niveau du promoteur de son 

gène, est SUMOylée puis ubiquitinylée et enfin est dégradée par le protéasome (Figure 38) 

[381]. Cela permet l’expression de cette protéine chaperonne spécifiquement lors de chocs 

thermiques. La dégradation de la PARP-1 lors d’un stress peut paraître paradoxale. 

Néanmoins, la SUMOylation de la PARP-1 n’a lieu qu’au niveau des promoteurs de ces gènes 

particuliers ou lorsque la réparation de l’ADN a déjà été effectuée [381, 382]. Les fonctions 

de réparation de l’ADN n’en sont donc pas altérées.    

La PARylation de la PARP-1 est également un signal de reconnaissance pour certaines 

ubiquitine ligases. En effet, la PARylation aboutit à la dissociation des complexes de 

réparation de l’ADN. Afin d’empêcher la reformation immédiate de ces complexes, les 

différentes protéines les constituant sont souvent dégradées par le protéasome. Ceci est rendu 

possible par l’existence d’ubiquitine ligases qui contiennent des PBD et donc qui 

reconnaissent les PAR [303, 304]. Ceci permet de promouvoir leur activité d’ubiquitine 

ligase. La plus connue de ces ligases est la RNF146, aussi appelée Iduna. Des travaux ont 

montré que son activité protège les neurones de la toxicité du glutamate en interférant avec la 

mort cellulaire dépendante de la PARP-1 (Parthanatos) [383, 384]. RNF146 ubiquitinyle la 

PARP-1 lorsqu’elle est fortement PARylée (Figure 38) [383, 384]. Ainsi, les molécules de 

PARP-1 suractive ne peuvent pas enclencher la mort cellulaire programmée [384]. RNF146 

permet également la dégradation d’autres protéines PARylées dont entre autres les 

Tankyrases, l’axine ou encore une protéine impliquée dans la maladie du Chérubisme, 3BP2 

[385-387].  

Il existe d’autres E3 ubiquitine ligases dépendantes de la PARylation qui ciblent la 

PARP-1. Par exemple, l’enzyme CHFR (« checkpoint with forkhead (FHA)-associated and 

really interesting new gene (RING) finger domains »), qui possède un PBD, ubiquitinyle la 

PARP-1 en cas de stress mitotique comme lors de l’utilisation de poisons du fuseau (Figure 

38) [388]. Cela permet d’empêcher la PARP-1 d’agir contre le blocage du cycle cellulaire en 

phase G2/M [388].  
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Figure 38 : Mécanisme d’ubiquitination et de dégradation par le protéasome de la PARP-1.  
Trois exemples de mécanismes de dégradation de la PARP-1 sont représentés. Le premier est dans le contexte du 
choc thermique. Il permet l’expression du gène hsp70 par la dégradation de la PARP-1 après sa SUMOylation 
par l’enzyme PIASy et son ubiquitination par RNF4. Le deuxième prend place lors de la réparation des cassures 
de l’ADN où PARP-1 est ubiquitinylée par RNF146. Un exemple de complexe de réparation est indiqué. ALC1 
(« amplified in liver cancer 1 »), XRCC1, Mre11 (« meiotic recombination 11 »).  Le dernier s’active après un 
stress mitotique et est dû à l’enzyme CHFR. D’après [304, 381]. 
 

II-3/ Régulation par la poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) 
 

 Le catabolisme des PAR est essentiel  pour la cellule afin de reconstituer ses réserves 

de NAD+. En effet, si l’activité de PARylation n’est pas contrebalancée, la totalité du NAD+ 

peut se retrouver consumé. Or, il s’agit d’un substrat indispensable à la production d’ATP, 

sans lui, la cellule meurt par manque d’énergie. De plus l’ADP-ribose qui compose les PAR 

ne peut être utilisé tant qu’il est mobilisé au sein des polymères. Les PAR sont donc dégradés 

très rapidement, moins d’une minute après leur constitution. L’enzyme principale, qui est 

responsable de cette dégradation, est la poly(ADP-ribose) glycohydrolase, la PARG [301, 

302]. Chez les mammifères, il en existe trois isoformes : deux cytoplasmiques (PARG 99 kDa 

et 102 kDa) et une nucléaire (PARG 110 kDa) [389]. La PARG peut ainsi réguler toutes les 

PARP qu’elles soient localisées dans le noyau (PARP dépendantes de  l’ADN), dans le 

cytoplasme (CCCH- et MacroPARP) ou dans les deux compartiments (Tankyrases) [302]. La 
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structure du domaine catalytique de la PARG a été étudiée [390]. Il contient un domaine 

Macro qui, en plus d’être un PBD, reconnaît aussi l’ADP-ribose libre. Ce domaine contient un 

site actif qui permet à la PARG de rompre les liens α(1→2) O-glycosidiques faisant la 

jonction entre les unités d’ADP-ribose (Figure 39). Cette activité est autant exo- qu’endo-

glycohydrolytique chez la PARG, ce qui signifie qu’elle peut soit libérer de l’ADP-ribose 

(exo) soit des PAR (endo) (Figure 39). D’autres enzymes sont connues pour dégrader les 

PAR. Néanmoins, leurs fonctions sont moins bien caractérisées que celles de la PARG. C’est 

le cas des ADP-ribosyl hydrolases (ARH), comme ARH-3 et des hydrolases NUDIX [302]. 

ARH-3 ne produit que des PAR libres (Figure 39) [391]. Les fonctions de NUDIX sont peu 

connues. 

   

 
Figure 39 : Catabolisme des PAR.  
Les sites de clivage par la PARG ou les ARH sont indiqués par une paire de ciseaux rouges. D’après [302, 316]. 
 
 La production de PAR libre est un signal toxique pour la cellule car elle active la mort 

cellulaire dépendante de l’AIF (« apoptosis-inducing factor ») et de la PARP-1, appelée aussi 

Parthanatos [392]. L’ADP-ribose, lui, peut engendrer l’activation de signaux calciques mais 

surtout permet l’inhibition des enzymes catalysant le NAD+ afin d’empêcher sa 

consommation (Figure 39) [393, 394]. L’ADP-ribose et les PAR peuvent également réguler la 

formation ou la dissociation des complexes protéiques liant les PAR (Figure 39). 
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II-4/ Inhibiteurs pharmacologiques de la PARP-1 

  

 Compte tenu de son implication dans de nombreuses pathologies (voir Chapitre IV), la 

PARP-1 a rapidement été considérée comme une cible thérapeutique potentielle. Afin de 

pouvoir contrer son activité catalytique, plusieurs types d’inhibiteurs pharmacologiques ont 

été mis au point (Tableau 7). Certains ne sont utilisés qu’au niveau expérimental, d’autres 

sont actuellement en tests cliniques [302]. Ce sont tous des dérivés de la Nicotinamide, 

l’inhibiteur naturel (Tableau 7). Leur mode de fonctionnement est d’entrer en compétition 

avec la fixation du NAD+ dans la poche du site catalytique. 

 Les inhibiteurs de première génération comme le 3-AB ou le DPQ sont peu 

spécifiques, peu efficaces et ont tendance à inhiber les autres PARP [395]. Des inhibiteurs 

plus modernes comme le PJ-34, utilisé en recherche expérimentale, ciblent principalement la 

PARP-1 ainsi que dans une moindre mesure la PARP-2 [395]. Cependant, la molécule phare 

utilisée en clinique reste l’Olaparib qui montre une très forte efficacité bien que cet inhibiteur 

soit peu spécifique de la PARP-1 [395]. Trois autres inhibiteurs sont très utilisés en clinique, 

l’Iniparib qui est proche du 3-AB, le Veliparib et le Rucaparib, deux benzamidazoles qui sont 

de plus en plus employés. Les résultats des tests cliniques obtenus grâce à ces inhibiteurs 

seront développés dans le chapitre IV §I-1-3. 

 

 
Tableau 7 : Inhibiteurs catalytiques de la PARP-1 les plus utilisés. 
La liste des inhibiteurs est non exhaustive. Seul les plus utilisés sont présentés. D’après [302]. 
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 L’ensemble de ces données nous montre  que l’enzyme PARP-1 se situe au carrefour 

de très nombreuses voies de signalisation qui régulent son activité et est responsable du 

devenir de la cellule. Pourtant, la variété de ces signaux suggère que l’action de la PARP-1 est 

déterminée par un contexte cellulaire et par un équilibre instable entre, d’un côté, le fait que la 

PARylation est indispensable au maintien de l’intégrité du génome et, d’un autre côté, qu’il 

s’agit également d’un signal toxique pour la cellule qui peut conduire à sa mort.  

 L’expression de la PARP-1 étant ubiquitaire, son action prend place dans toutes les 

cellules, au sein de tous les processus, qu’ils soient embryonnaires ou chez l’adulte. 

Néanmoins, nous avons pu constater que son expression pouvait connaître des variations 

sensibles en cas de stress ou lors de mécanismes de différenciation. Ce qui signifie que la 

PARP-1 peut aussi avoir des rôles spécifiques comme nous le verrons dans le prochain 

chapitre. 

 Enfin, en conclusion de ce chapitre nous avons vu que, contrairement à d’autres 

protéines, l’activité catalytique de la PARP-1 peut être facilement et efficacement contrée par 

l’utilisation de divers inhibiteurs pharmacologiques. Les fonctions pathologiques seront 

abordées dans le prochain chapitre et nous verrons que ces inhibiteurs ont permis des 

avancées majeures notamment dans la lutte contre le cancer. 
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CHAPITRE IV : RÔLES BIOLOGIQUES DE LA PARP-1 
 

I/ La PARP-1 : une protéine aux rôles multiples 
 

 Dans cette première partie, nous illustrerons : 

  Tout d’abord, les rôles primordiaux de la PARP-1 dans  différents mécanismes 

cellulaires à savoir : (1) dans la réparation de l’ADN, (2) dans la compaction et la 

décompaction de la chromatine ainsi que dans certains événements épigénétiques, et (3) dans 

la transcription de certains gènes. 

 Ensuite, les rôles que la PARP-1 joue dans divers processus cellulaires et qui peuvent 

être reliés à son activité de PARylation à savoir : (1) dans l’intégration et la réponse aux 

stress, (2) dans le contrôle de la division cellulaire et de la mitose, (3) dans la sénescence 

cellulaire et le vieillissement, et (4) dans la mort cellulaire.    

 

 I-1/ Réparation de l’ADN 
 

 La réparation de l’ADN fut le premier rôle décrit pour la PARP-1. Les travaux, les 

plus antérieurs, l’ont principalement associée au mécanisme de réparation par excision de 

base (BER « base excision repair ») qui prend en charge  la réparation des cassures simple-

brin. Néanmoins, au fur et à mesure des années, il a été constaté que la PARP-1 prenait part à 

toutes sortes de mécanismes de réparation de l’ADN notamment au sein de ceux de la 

recombinaison homologue (HR) et de la NHEJ (« non homologous end-joining »). Comme 

nous allons le voir, la PARP-1 n’est jamais essentielle au déroulement de ces mécanismes. 

Cependant, cette enzyme a un fort impact sur la qualité, la durée et la synchronisation de la 

réparation et donc si elle n’est pas indispensable, son absence à de grandes conséquences sur 

le devenir cellulaire. 

 

  I-1-1/ Réparation par excision de base (BER)   

 

 Pendant longtemps, la PARP-1 fut considérée comme essentielle au mécanisme de 

BER. En effet, les premières études, menées sur des souris transgéniques déficientes pour 

cette enzyme, ont décrit une hypersensibilité de ces animaux aux radiations ionisantes et aux 

dommages alkylants ou oxydatifs ce qui fut plus tard associé à un défaut de BER [396-398]. 
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Cependant, certaines études remettent en cause le fait que la PARP-1 soit indispensable au 

mécanisme de BER et montrent qu’il existe des voies de secours dans le cas où celle-ci serait 

absente [399-401]. Nous allons ici faire état des connaissances actuelles du rôle de la PARP-1 

dans le mécanisme de BER. 

 

  Le mécanisme de réparation par excision de base intervient lorsqu’une base de l’ADN 

est altérée par différentes modifications telles que : (1) celles dues à l’attaque par des ROS, 

(2) la méthylation, (3) la désamination, (4) l’alkylation, (5) l’hydroxylation ou (6) 

l’intégration d’un uracile à la place d’une thymine [402, 403]. La réparation de ces lésions se 

produit en cinq phases (Figure 40). 

 

Tout d’abord, la base défectueuse doit être retirée, c’est la phase d’excision. Ceci est 

effectué grâce à la reconnaissance de la lésion par une ADN glycosylase [404] (Figure 40). Il 

en existe de plusieurs sortes selon l’altération et elles sont suffisantes à l’excision de la base. 

La lésion, devenue un site abasique, est ensuite convertie en cassure simple-brin par une 

endonucléase, APE1 (« apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease 1 ») [404] (Figure 40). La 

PARP-1 n’est a priori impliquée ni dans la reconnaissance de ces altérations ni dans 

l’excision des bases défectueuses. Cependant, la PARP-1 est bien présente au niveau de la 

base altérée au sein de complexes multiprotéiques. En effet, la PARP-1 interagit avec des 

protéines telles que l’ADN glycosylase OGG1 (« 8-oxoguanine glycosylase 1 ») [405], la 

condensine I [406] et l’ADN adénylate hydrolase aprataxine [407] toutes impliquées dans la 

phase d’excision (Figure 40). La PARP-1 est probablement recrutée par ces protéines afin 

d’être disponible une fois la cassure simple-brin formée. Il est important de noter que lors 

d’une lésion par irradiation, une cassure simple-brin peut directement être obtenue. La PARP-

1 est alors la première protéine a être recrutée (Figure 40) [404]. 

En effet, une fois les lésions converties en cassures simple-brin, la PARP-1 s’y fixe, ce 

qui permet la stimulation de son activité catalytique (Figure 40). Il s’agit d’une phase 

relativement courte où la PARP-1 va rapidement se dissocier de l’ADN du fait de sa forte 

auto-PARylation (Figure 40). Entre-temps, les PAR formés par la PARP-1 ont permis le 

recrutement d’une protéine adaptatrice essentielle à l’organisation des complexes de 

réparation des cassures simple-brin, XRCC1 [398] (Figure 40). La PARP-1 serait donc en fait 

une enzyme de relais entre la phase d’excision et les phases plus tardives qui conduisent à la 

ligation [408].  
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Figure 40 : Implication de la PARP-1 dans le mécanisme de réparation par BER.  
Les stress actionnant le mécanisme de réparation par BER sont indiqués en rouge. Les différentes phases de 
réparation sont indiquées dans des cadres grisés. CSB = cassure simple-brin. Les protéines impliquées dans la 
phase d’excision sont colorées en jaune clair, dans l’association des complexes en magenta et dans la phase de 
ligation en vert. Adapté depuis [399, 404]. 
 
 C’est après la dissociation de la PARP-1 que le rôle de cette enzyme devient moins 

clairement caractérisé. En effet, il s’agit ici d’une phase de décision soit : (1) la réparation de 

la cassure simple-brin se fait par « brèche courte » à savoir que seul le nucléotide défectueux 

sera remplacé, (2) la réparation de la cassure simple-brin se fait par « brèche longue » et le 

brin lésé sera resynthétisé sur plusieurs bases de longueur. Dans les deux cas, il y a 

intervention de la kinase PNK (« polynucleotide kinase ») qui prépare la ligation [399]. Le 

coordinateur de la réparation par « brèche courte » est XRCC1 alors que par 

« brèche longue » c’est la protéine PCNA (« proliferating cell nuclear antigen ») (Figure 40) 

[399]. La PARP-1 stimule par son activité de PARylation le recrutement de XRCC1 et la 

réparation par « brèche courte » [399]. PCNA, de son côté, favorise la réparation par 

« brèche longue» en réprimant l’activité de la PARP-1 par interaction directe avec l’enzyme 

[409]. Néanmoins, il semble que la réparation par « brèche longue » soit surtout favorisée en 

absence de l’enzyme PARP-1 [399].   
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 Une fois cette décision prise, le brin endommagé est resynthétisé. Lors de la réparation 

par « brèche courte », cette synthèse est directement effectuée par l’ADN polymérase β [399]. 

Par contre, lors de la réparation par « brèche longue », la cassure simple-brin est élargie sur 

plusieurs bases de longueur par l’endonucléase FEN-1(« flap endonuclease 1 ») puis le brin 

est resynthétisé par les ADN polymérases δ et ε [399].  

Enfin, il y a ligation de l’ADN par la ligase III (« brèche courte ») ou par la ligase I 

(« brèche longue ») (Figure 40) [399]. Ainsi, la cassure simple-brin est finalement réparée.  

 

  I-1-2/ Recombinaison homologue (RH) 

 

 La recombinaison homologue (RH) est un mécanisme de réparation des cassures 

double-brin. Il permet de reconstruire fidèlement la séquence d’ADN en utilisant comme 

modèle la séquence contenue dans l’autre chromosome homologue (Figure 41). De façon 

surprenante, ce système de réparation très fiable n’est que peu utilisé chez les mammifères et 

se retrouve plus souvent chez les eucaryotes inférieurs tels que les levures. La raison en est 

probablement une volonté de conserver la variabilité de l’information génétique notamment 

rendue possible par l’existence d’allèles différents. En effet, après la recombinaison 

homologue, les deux séquences chromosomiques deviennent identiques. En plus de 

représenter une perte de variabilité génétique, la cellule prend le risque de dupliquer une copie 

défectueuse si l’allèle pris comme modèle est muté. Une mutation, qui était jusqu’alors 

récessive, pourrait donc devenir dominante. C’est pourquoi, les eucaryotes supérieurs 

préfèrent la NHEJ (voir §I-1-3), peu fiable mais conservant toute l’information génétique. 

Cependant, la RH est utilisée si une cassure double-brin se forme au sein de la fourche de 

réplication lors de la phase S du cycle cellulaire en prenant comme modèle la chromatide 

sœur (Figure 41) [410].  

 La première étape de la RH est d’obtenir deux extrémités 3’ débordantes à partir d’une 

cassure double-brin (Figure 41). Ceci est rendu possible par une résection 5’→3’ effectuée 

par le complexe Mre11/Rad50/Nibrin (MRN), RBBP8 (« retinoblastoma-binding protein 8 ») 

et BRCA1 (Figure 41) [404, 410]. Les extrémités 3’ débordantes sont protégées et stabilisées 

par la protéine RPA (« replication protein A »). RPA est ensuite remplacée par la 

recombinase Rad51 et la protéine BRCA2 afin de promouvoir l’invasion du brin homologue 

(Figure 41) [402]. Ce brin servira alors de modèle afin de reconstituer la séquence 

endommagée.   
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 Des travaux ont démontré que la PARP-1 permet l’inhibition du mécanisme de RH.  

En effet, la déficience de cette enzyme entraîne une utilisation accrue de la RH au sein de 

cellules de souris [396]. A l’inverse, la surexpression de la PARP-1 engendre une disparition 

de la RH [411]. Une étude a pu démontrer que la PARP-1 retarde indirectement la formation 

des foyers Rad51 [412, 413].  

Récemment, des travaux ont montré que le rôle de la PARP-1 se situe au niveau de la 

fourche de réplication de l’ADN pendant la phase S (Figure 41) [414, 415]. Si une cassure 

simple-brin se forme au niveau de la fourche, la réplication de l’ADN peut la convertir en 

cassure double-brin. Afin d’empêcher cela, la PARP-1 peut se lier aux dommages et réparer 

les lésions par un mécanisme de BER (Figure 41) [414, 415]. De plus, la PARP-1 inhibe la 

résection des brins en réprimant le complexe MRN par PARylation (Figure 41) [414-416].  

   

 

 

 
Figure 41 : Mécanisme de réparation 
des cassures double-brin par 
recombinaison homologue.  
Lors de lésions formées au niveau de la 
fourche de réplication de l’ADN, soit la 
cassure simple-brin (CSB) est réparée 
par la PARP-1 par BER, soit la cassure 
devient double-brin (CDB) et est 
réparée par recombinaison homologue. 
Adapté depuis [415, 417]. 
 

 

 

 

 

 

 

 Nous pouvons signaler ici que ces lésions formées lors de la réplication de l’ADN ne 

peuvent être réparées que par la PARP-1 ou le couple BRCA1/2. C’est pourquoi des cellules 

qui possèdent des mutations sur les gènes de BRCA1 ou de BRCA2 ne peuvent pas survivre à 

l’inhibition de la PARP-1 [418] (voir §III-1-2-2-b). 
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  I-1-3/ Non-homologous end-joining (NHEJ) 

 

 En dehors de la phase de réplication de l’ADN, les cassures double-brin sont réparées 

par le mécanisme de « non homologous end-joining » (NHEJ). Il consiste en la jonction de 

deux extrémités d’ADN issues d’une cassure double-brin sans qu’elles soient forcément 

issues de la même séquence originelle. C’est pourquoi le NHEJ peut être responsable de 

translocation chromosomique. Il existe deux formes de NHEJ : (1) une forme dite classique 

(c-NHEJ) dépendante de l’activité du complexe DNA-PK, et (2) une forme dite alternative (a-

NHEJ) dépendante de l’activité de la PARP-1 (Figure 42).  

La c-NHEJ est la forme majoritaire. Lors de ce mécanisme, la cassure double-brin est 

reconnue par les protéines Ku70 et Ku80 du complexe DNA-PK (Figure 42). Ceci permet le 

recrutement de la sous-unité catalytique, DNA-PKcs (Figure 42). Le complexe DNA-PK, 

désormais complet, peut ainsi réunir d’autres protéines telles que les enzymes Artemis, PNK 

et  la polymérase X qui permettent la jonction de la cassure (Figure 42). Enfin, la ligation est 

assurée par les protéines XRCC4, XLF (« XRCC4-like factor ») assistées de l’ADN ligase IV 

[404, 419] (Figure 42).  

 
Figure 42 : Mécanismes de réparation des cassures double-brin de l’ADN par NHEJ.  
Les mécanismes de c-NHEJ et a-NHEJ sont représentés. Les différentes phases de réparation sont indiquées dans 
des cadres grisés. CDB = cassure double-brin. Les protéines impliquées dans l’association des complexes sont 
colorées en magenta, dans la phase de ligation en vert. H1 = histone H1, IV = ADN ligase IV, III = ADN ligase 
III. Adapté depuis [404, 419]. 
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La forme a-NHEJ n’est utilisée que comme voie de secours si la c-NHEJ est 

défectueuse. De nombreux travaux ont permis d’établir que la PARP-1 était le facteur majeur 

de cette voie [332, 420-422] (Figure 42). La reconnaissance de la cassure double-brin 

nécessite la dimérisation de deux molécules de PARP-1, une sur chaque extrémité (Figure 

42). Ceci permet l’activation de la PARP-1 qui est également stimulée par les histones H1 

présents au niveau de la cassure (Figure 42) [420]. La jonction des brins se fait par 

l’intervention du complexe MRN et de XRCC1. Enfin, la ligation est effectuée par la ligase 

III (Figure 42). La a-NHEJ se rencontre physiologiquement lors de la recombinaison V(D)J 

au sein des lymphocytes B et T et également dans les mécanismes de commutation de classe 

d’anticorps [419, 423]. 

Cependant, nous pouvons nous demander ce qui fait de la c-NHEJ le mécanisme 

majoritaire. Il est connu que la PARP-1 entre en compétition avec l’hétérodimère Ku70/Ku80 

pour la reconnaissance des cassures double-brin [421, 422]. Pourtant, la PARP-1 et le 

complexe DNA-PK peuvent interagir au niveau de ces cassures [333]. Cependant, si la PARP-

1 active le complexe DNA-PK, celui-ci inhibe la PARP-1 par phosphorylation [374, 424]. 

Ceci explique probablement comment le complexe DNA-PK prend définitivement le dessus 

sur la PARP-1, faisant de la c-NHEJ, le mécanisme dominant. 

 

 I-2/ Régulation de la chromatine et des événements épigénétiques 
  

 Des travaux ont montré très rapidement après sa découverte que la PARP-1 était 

impliquée dans la décompaction de la chromatine [334, 425, 426]. Cette action est possible 

grâce au fait : (1) que la PARP-1 fait partie de l’architecture même de la chromatine et peut 

donc réguler sa structure de l’intérieur, et (2) que la PARP-1 peut changer la composition de 

la chromatine en PARylant des protéines comme les histones. 

La PARP-1, lorsqu’elle est inactive, participe à l’architecture compacte de la 

chromatine (Figure 43) [427]. Cette structure réprime la transcription [334]. A l’inverse, si 

son activité est stimulée, la PARP-1 auto-PARylée peut modifier l’architecture de la 

chromatine et permettre sa décompaction. Cela est dû à la répulsion entre l’auto-PARylation 

de la PARP-1 et l’ADN qui force la chromatine à adopter une structure en collier de perles 

[427]. Cette structure rend la chromatine pleinement accessible pour la transcription (Figure 

43). 
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 De plus, la PARP-1 régule la composition même de la chromatine (Figure 43) [334, 

428]. En effet, la PARP-1, activée au sein de la chromatine, s’auto-PARyle, comme nous 

l’avons vu, mais PARyle en même temps d’autres protéines comme les histones [379]. Ces 

derniers sont d’ailleurs les protéines les plus modifiées par PARylation après la PARP-1 elle-

même [379]. Cette modification s’effectue notamment sur l’histone H1 et le répresseur 

transcriptionnel DEK et va provoquer leur exclusion de la chromatine [429, 430]. L’histone 

H1 est remplacé par HMGB1 (« high mobility group box 1 »), protéine caractéristique de la 

chromatine décompactée (Figure 43) [429], et le départ des protéines DEK permet l’arrivée 

du complexe « Médiateur », activateur de la transcription [430]. 

D’autres histones sont PARylés par la PARP-1 tels que les histones H2A, H2B, H3 et 

H4 ainsi que des protéines de l’hétérochromatine comme HP1 [428, 431]. Même s’il ne sont 

pas exclus de la chromatine, leur PARylation favorise la décompaction grâce à la répulsion 

que cette modification engendre vis-à-vis de l’ADN [301]. 

 

 En outre, la PARP-1 régule l’organisation de la matrice nucléaire, ce phénomène est 

appelé en anglais « Insulation » (Figure 43) [334, 428]. Les insulateurs sont des éléments 

génétiques qui aident à l’organisation du génome en le subdivisant en régions distinctes.  En 

effet, les phénomènes de compaction ou de décompaction peuvent se propager tout au long de 

la chromatine s’ils ne sont pas stoppés [334]. Afin de mettre un point d’arrêt à cette 

propagation, des complexes protéiques se fixent au niveau des insulateurs et fonctionnent 

ainsi comme des barrières qui délimitent des zones indépendamment régulées les une des 

autres. L’une des protéines majeures de ces complexes est CTCF (« CCCTC-binding 

factor »). Des travaux ont démontré que la PARP-1 favorise la fixation de la protéine CTCF 

sur les insulateurs en la PARylant [432-434]. Ainsi, la PARP-1 et la PARylation permettent 

de former cette barrière physique à la propagation de la compaction ou de la décompaction de 

la chromatine (Figure 43).  

 

Enfin, des travaux mettent en évidence un lien entre la PARylation et la régulation des 

événements épigénétiques [432]. En effet, il existe une compétition entre la PARylation des 

histones et leur désacétylation qui promeut, elle, la compaction de la chromatine [313]. Des 

travaux ont démontré l’interaction entre la PARP-1 et une désacétylase dépendante du NAD+, 

SIRT1. Ces deux enzymes sont des antagonistes, l’activité de PARylation est inversement 

proportionnelle à celle de la désacétylation [435]. Cela est dû à la compétition entre la PARP-

1 et SIRT1 vis-à-vis du NAD+ [436]. Ainsi, si la PARP-1 prend le dessus sur SIRT1, il y a 
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PARylation des histones et la chromatine est décompactée. A l’inverse, si SIRT1 est 

favorisée, les histones sont désacétylés et la chromatine devient compacte. Cependant, les 

signaux précis qui donnent l’avantage à l’une ou l’autre des deux enzymes restent à 

déterminer.  

 

 
Figure 43 : Implications de la PARP-1 dans la modulation de la chromatine et dans la transcription.  
a) Modulation de compaction de la chromatine par la PARP-1. Inactive, la PARP-1 renforce la compaction de 
l’hétérochromatine. Une fois activée, elle promeut la décompaction en favorisant l’échange des histones H1 par  
HMGB1. b) Insulation par la PARP-1. La PARP-1 stimule les fonctions de CTCF ce qui permet l’isolation des 
différentes régions de chromatine empêchant la propagation des changements de structure de la chromatine. c) 
Modulation de la transactivation par la PARP-1. La PARP-1 se fixe sur des « enhancers » qui lui sont 
spécifiques ou sur des structures particulières d’ADN afin d’activer ou de réprimer la transactivation de certains 
gènes. d) Co-régulation de la transcription par la PARP-1. La PARP-1 interagit avec des facteurs de transcription 
(FdT) et permet le recrutement de co-régulateurs (dont le complexe DNA-PK) afin d’activer l’expression de 
certains gènes. Adapté depuis [334]. 
 

 I-3/ Régulation de la transcription 
  I-3-1/ Modulation de la transactivation 

 

 La PARP-1 peut se lier à des séquences spécifiques d’ADN ou à des structures 

particulières comme les épingles à cheveux qui fonctionnent comme enhancer de certains 

gènes (Figure 43) [437-441]. La fixation de la PARP-1 sur ces structures conduit le plus 

souvent à la répression du gène car l’enzyme entre en compétition avec des co-activateurs 

pour la fixation sur ces enhancers. C’est le cas pour les promoteurs des gènes cxcl1 et bcl6 

a) 
b) 

c) 
d) 
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[442, 443]. Sur le promoteur de cxcl1, la PARP-1 empêche la liaison du facteur de 

transcription NF-kB et donc l’activation du gène [442].  

La PARP-1 réprime également certains gènes en se fixant sur des silencers. Nous 

avons déjà pu voir cela au sein du gène même de la PARP-1 (voir Chapitre III §I) [444]. 

L’expression de ces gènes est déréprimée par l’auto-PARylation de la PARP-1 qui conduit à 

sa dissociation du promoteur [442].  

Cependant, la PARP-1 peut aussi activer l’expression de certains gènes comme celui 

de mash1 lors de la différenciation neuronale [445]. La PARP-1 chasse, du promoteur de ce 

gène, le co-répresseur TLE1 (« transducin-like enhancer protein 1 ») en le PARylant [445]. 

La PARP-1 fonctionne donc comme un transactivateur ou un transrépresseur et cela de façon 

gène-spécifique.  

 
  I-3-2/ Co-régulation transcriptionnelle. 

 

 Ces dernières années, de nombreux travaux ont montré que la PARP-1 est un co-

régulateur transcriptionnel [334, 446] (Figure 43). Des études ont été effectuées en utilisant 

des micropuces afin de déterminer les gènes dont l’expression était perturbée au sein de 

cellules déficientes pour la PARP-1 [447-449]. L’une d’entre elles démontre que 3,5% du 

transcriptome est perturbé par l’absence de la PARP-1 et que 60 à 70% des transcrits touchés 

sont sous-régulés [447]. La PARP-1 serait donc généralement un co-régulateur positif de la 

transcription. Les gènes régulés par la PARP-1 sont variés : ils sont impliqués dans le 

métabolisme, la réponse au stress, la transduction de signaux, le cycle cellulaire et la 

transcription [447]. Cependant, la PARP-1 n’est pas essentielle à leur expression comme le 

prouve le fait que la déficience de l’expression de cette enzyme est viable chez la souris [450].  

 De très nombreuses études ont montré que la PARP-1 co-régule spécifiquement 

certains gènes en interagissant avec des facteurs de transcription ou d’autres co-régulateurs 

(Figure 43). Nous pouvons citer l’interaction avec NF-kB, divers récepteurs nucléaires, B-

Myb, Oct-1, Sp1, AP-2 ou encore des membres de la famille Ets, Erg et Ese-1 [334, 354, 377, 

445, 451-456]. Dans la plupart des cas, l’activité catalytique de la PARP-1 n’est pas requise 

pour activer la transcription [334]. Lorsqu’elle intervient, la PARylation des facteurs de 

transcription a généralement pour but la dissociation des complexes transcriptionnels [354, 

454]. Ce processus d’association/dissociation ressemble fortement à l’action de la PARP-1 au 

sein des mécanismes de réparation de l’ADN et a pour rôle d’empêcher que la transcription 

reste active trop longtemps, ce qui permet une régulation plus fine de l’expression des gènes.  
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 D’autres protéines de réparation de l’ADN se retrouvent également lors de ces 

mécanismes de transcription dépendants de la PARP-1. Le plus fréquemment retrouvé est le 

complexe DNA-PK. C’est le cas pour la régulation de certains gènes cibles des facteurs de 

transcription USF1 (« upstream stimulatory factor 1 »), Zic2, Erg, Ese-1 et des récepteurs 

nucléaires [453, 455-458]. 

Nous pouvons nous demander quel est le rôle d’enzymes de réparation de l’ADN dans 

ces mécanismes de transcription. De très nombreux modèles ont tenté de l’expliquer. Le plus 

souvent décrit est celui de NF-kB. Dans ce modèle, la PARP-1 sert de plateforme de 

recrutement pour divers facteurs généraux de la transcription comme le complexe 

« Médiateur » ou CBP/p300 [375, 376].  

Un autre modèle, celui des récepteurs nucléaires, est des plus surprenants. En 2006, 

l’équipe de Michael Rosenfeld a publié dans la revue Science, ce qui reste, encore 

aujourd’hui, le modèle le plus abouti de régulation transcriptionnelle comprenant la PARP-1 

et le complexe DNA-PK [455]. Dans cette étude, les auteurs ont démontré que la PARP-1 

était recrutée par le récepteur aux œstrogènes, ER-α, via la protéine adaptatrice ASC-2 

(« activating signal cointegrator-2 »). La PARP-1 apporte avec elle la Topoisomérase II β 

(TopoIIβ) et le complexe DNA-PK, chacune de ces enzymes tient un rôle bien précis : (1) la 

PARP-1 provoque la décompaction de la chromatine au niveau du promoteur cible et 

remplace l’histone H1 par HMGB1 (voir §I-2), (2) la TopoIIβ engendre un clivage dans la 

séquence du promoteur afin de faciliter cette décompaction, (3) le complexe DNA-PK permet 

la réparation de la cassure double-brin due à la TopoIIβ, et (4) le complexe est dissocié, 

probablement grâce à l’activité de PARylation de la PARP-1 [455]. Cela permet finalement, 

le recrutement d’autres co-régulateurs de l’ ER-α et la transcription des gènes cibles [455]. 

 D’autres études seront nécessaires pour élucider le rôle de  la PARP-1 dans la 

transcription, car il est possible que sa modalité d’action en tant que co-régulateur varie, selon 

les promoteurs ciblés, et qu’il n’existe donc pas de règle générale [334].      

 

 I-4/ Stress génotoxique, métabolique et autres 
 

 La PARP-1 est un véritable senseur du stress cellulaire. Elle peut intégrer différents 

stress de diverses origines et enclencher une réponse adaptée qui permettra une prise de 

décision quant au devenir cellulaire. Cette activité de senseur peut se définir par l’intensité de 

son activité de PARylation (Figure 44). Plus un stress est puissant, plus la quantité de PAR 
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augmente et met en jeu la survie de la cellule (Figure 44). Cependant, les PAR ne sont pas que 

des messagers de mort cellulaire. En quantité modérée, ils sont essentiels à la réparation 

correcte de l’ADN et impliqués dans divers processus de prolifération cellulaire (Figure 44). 

Le sujet de ce paragraphe sera d’aborder les différents stress qui peuvent activer la PARP-1. 

Cela nous permettra ensuite de voir comment la PARP-1 intègre ces stress pour contrôler les 

processus de division, de sénescence ou de mort cellulaire. 

 

La PARP-1 est tout d’abord connue pour répondre aux stress génotoxiques. Ceci est 

particulièrement bien illustré par le phénotype des souris déficientes pour la PARP-1 qui 

présentent une hypersensibilité aux stress génotoxiques [459]. Ils sont dus à la production de 

ROS (NO•, O2
•, H2O2…) qui peuvent être d’origine biologique ou exogène (radiothérapie ou 

chimiothérapie). Lors de la migration, de l’invasion cellulaire ou pendant l’inflammation, les 

cellules produisent des ROS en grande quantité afin de stimuler certains programmes 

d’expression génique spécifiques de ces processus. Cependant, cela provoque également un 

fort stress génotoxique car ces molécules endommagent l’ADN et engendrent des altérations 

des bases ou des cassures. Ce sont ces lésions qui activent la PARP-1 afin de favoriser la 

réparation de l’ADN [301]. Ainsi, l’activation de la PARP-1 est proportionnelle à l’ampleur 

des dommages d’où son rôle de senseur. De la même façon, la PARP-1 est activée par des 

lésions d’origine exogène dues à la radiothérapie ou la chimiothérapie ciblant l’ADN par des 

agents alkylants (cisplatine, temozolomide par exemple).  

En dehors de la réparation de l’ADN, la réponse aux stress génotoxiques se traduit 

également au niveau transcriptionnel. Lors de l’inflammation, la PARP-1 coopère avec le 

facteur de transcription NF-kB pour activer des programmes d’expression génique 

spécifiques. Cependant, ces programmes sont pro-inflammatoires [460]. En effet, ces gènes 

codent pour des cytokines pro-inflammatoires et des protéines impliquées dans la production 

de ROS (NO•, H2O2) [301, 460]. Cette inflammation peut aider le système immunitaire à 

éliminer les cellules trop endommagées.  

 En outre, la PARP-1 joue un rôle dans la réponse à de multiples stress. Elle réagit ainsi 

au stress métabolique, si l’activité des mitochondries est trop élevée, mais également au stress 

oncogénique (voir §I-6). La PARP-1 est donc un véritable rhéostat cellulaire (Figure 44). 
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Figure 44 : Fonctions de la PARP-1 comme 
rhéostat cellulaire.  
PARP-1 promeut différentes réponses cellulaires à 
divers types de stress selon leur amplitude. Plus le 
niveau de stress augmente, plus la PARP-1 s’active et 
synthétise des PAR qui sont responsables du devenir 
cellulaire. D’après [316].  
 

 

 

 

 

 I-5/ Division cellulaire 
 

 La PARP-1 participe au contrôle du cycle et de la prolifération cellulaire. Ceci est lié 

d’une part à son rôle dans la réparation de l’ADN (voir §I-1) et d’autre part à son intervention 

dans la réplication lors de la phase S du cycle cellulaire (voir §I-1-2). Ces aspects ne seront 

pas redéveloppés ici. 

 De plus, la PARP-1 est impliquée dans la division cellulaire. En effet,  les PARP-1, -2, 

-3, -4 et les tankyrases sont associées avec divers composants de l’appareil mitotique lors de 

la mitose [300]. Plus spécifiquement, la PARP-1 est localisée au niveau des centromères, sites 

d’assemblage des kinétochores qui permettent la ségrégation des chromosomes lors de la 

mitose [461]. Ceci sous-entend qu’elle pourrait jouer un rôle important dans la division 

cellulaire [299].  D’ailleurs, la concentration cellulaire en PAR augmente lors de la métaphase 

et de l’anaphase [462]. Ces PAR servent à l’assemblage et à la stabilisation du fuseau 

mitotique [463].  

 

 I-6/ Sénescence et vieillissement 
 

 Il faut distinguer ici deux formes de sénescence : (1) la sénescence précoce qui est 

induite par un fort stress cellulaire généralement généré par l’action d’une oncoprotéine, et 

qui est un mécanisme de protection contre la cancérisation, et (2) la sénescence réplicative qui 

correspond au vieillissement de la cellule et à un arrêt de son activité métabolique. 
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La sénescence précoce est généralement due à l’action non contrôlée d’oncoprotéines. 

Le meilleur exemple en est l’activation constitutive et prolongée de la voie Ras-MAPK qui va 

actionner la sénescence via le suppresseur de tumeur p53. Ce processus permet de lutter 

contre la cancérisation d’une cellule en la plongeant dans une forme de stase irréversible. La 

PARP-1 participe à la sénescence précoce en tant que senseur de stress. Le stress oncogénique 

l’active et lui permet de réguler par PARylation des facteurs essentiels de la sénescence, 

comme p53 qui est stabilisé et relocalisé dans le noyau où il peut pleinement agir afin de 

bloquer la prolifération cellulaire [317]. De plus, l’activité de la PARP-1 enclenche également 

un programme d’expression de gènes, en collaboration avec le facteur NF-kB, qui codent pour 

des protéines secrétées impliquées dans l’inflammation [464]. Ce secrétome pro-

inflammatoire est dangereux car, bien qu’associé à la sénescence, il a des propriétés pro-

tumorales [464]. L’activation de la PARP-1 peut donc constituer une voie d’échappement à la 

sénescence pour les cellules cancéreuses si des voies de régulation comme celle de p53 sont 

défectueuses.  

La sénescence réplicative, elle, est due à la baisse d’activité générale du métabolisme 

de la cellule. Elle correspond au vieillissement d’une cellule au fur et à mesure des divisions 

cellulaires et à la dégradation de son patrimoine génétique notamment par la diminution de la 

longueur des télomères de ses chromosomes. Comme nombre d’autres protéines impliquées 

dans le métabolisme cellulaire, la PARP-1 connaît une diminution de son expression et de son 

activité de PARylation lors du vieillissement de la cellule [344, 465].  

Cette baisse d’expression et d’activité se retrouve également lors du vieillissement de 

l’organisme. En effet, une baisse de l’activité de la PARP-1 est observée lors du 

vieillissement des organismes et cela du nématode aux mammifères [345, 465]. De plus, une 

activité de PARylation prolongée est liée à une augmentation de la durée de vie [466]. Au 

niveau moléculaire, plusieurs travaux ont démontré une coopération fonctionnelle entre la 

PARP-1 et l’hélicase WRN (Werner) lors de la réplication de l’ADN et du maintien de 

l’intégrité du génome [467, 468]. Il est intéressant de noter que la mutation du gène codant 

pour WRN est responsable d’une maladie génétique provoquant un vieillissement précoce 

chez l’Homme, appelé syndrome de Werner [469]. En outre, la PARP-1 est aussi impliquée 

dans le maintien de la longueur des télomères [307]. 

 La diminution de l’expression et de l’activité de la PARP-1 offre donc un lien 

moléculaire entre la sénescence réplicative des cellules et le vieillissement global de 

l’organisme.  
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 I-7/ Mort cellulaire 
 

 L’excès de PARylation peut aboutir, dans les cas les plus extrêmes, à l’enclenchement 

de la mort cellulaire programmée (Figure 44). Elle peut être apoptotique, autophagique ou 

encore nécrotique comme la Parthanatos.  

Ces morts cellulaires programmées diffèrent de la nécrose accidentelle par (1) 

l’actionnement de voies de signalisation spécifiques, et (2) un contrôle du fractionnement des 

compartiments cellulaires lors de la désintégration de la cellule, afin d’éviter que le contenu 

cellulaire se diffuse dans la MEC et provoque une inflammation du tissu environnant.  

 

  I-7-1/ Apoptose 

 

 Une cellule stressée de façon prolongée doit être éliminée pour éviter sa cancérisation 

ou sa nécrose accidentelle. Cette élimination se fait généralement par un processus 

d’apoptose. La PARP-1 étant un senseur de stress cellulaires, elle participe à ce processus. 

Tout comme lors de la sénescence précoce, la PARP-1 favorise l’activité du suppresseur de 

tumeur p53 en le PARylant (voir §I-6) [316, 317]. C’est p53 qui va par son activité de facteur 

de transcription soit engendrer la sénescence, soit, si la cellule est trop endommagée, 

provoquer l’apoptose. Pour cela, p53 active l’expression de la protéine pro-apoptotique BAK 

(« Bcl-2 homologous antagonist killer ») et réprime la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Ceci 

aboutit à une prise de décision irréversible de rentrer en apoptose et à l’activation des caspases 

[301]. La PARP-1 ne participe donc pas à cette prise de décision mais fait le relais entre le 

stress cellulaire et l’activation de p53. 

A partir de la prise de décision d’entrer en apoptose, la PARP-1 doit être clivée par la 

caspase-3 pour deux raisons : (1) bloquer toute activité résiduelle de réparation de l’ADN 

puisque l’ADN est fragmenté lors de l’apoptose [470], et (2) empêcher la consommation de 

tout le NAD+ car le processus d’apoptose a besoin d’énergie pour aboutir. 

 

  I-7-2/ Autophagie 

 

 L’autophagie est une mort cellulaire programmée qui se caractérise par la dégradation 

des différents organites cellulaires, notamment des mitochondries, par les lysosomes. 

Concrètement, ce processus peut être décrit comme une « autodigestion » de la cellule [470].  
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L’événement clef de l’autophagie est l’inactivation de la kinase mTOR (« mammalian 

target of rapamycin ») par la kinase AMPK (5' adenosine monophosphate-activated protein 

kinase) lorsque les réserves d’énergie cellulaire sont basses.[471]. Lors d’un stress, la PARP-1 

diminue les réserves d’énergie en consommant une partie du NAD+. Il en résulte une 

activation de l’AMPK qui réprime mTOR ce qui aboutit finalement à l’enclenchement du 

processus d’autophagie [471]. L’inhibition catalytique de la PARP-1 réduit donc 

significativement la capacité des cellules à mourir par autophagie [471].   

 

  I-7-3/ La mort cellulaire dépendante de la PARP-1 : La Parthanatos 

 

 La Parthanatos est une forme de nécrose programmée récemment mise en évidence 

[470, 472]. Le nom Parthanatos vient du terme PAR qui sont les effecteurs de ce processus et 

de Thanatos personnifiant la mort dans la mythologie grecque, équivalent de la Grande 

Faucheuse dans notre folklore moderne [470, 472]. Cette mort cellulaire ne se rencontre que 

chez des cellules qui se divisent peu, appelées aussi post-mitotiques, comme les neurones ou 

les cellules cardiaques. 

 Les cellules post-mitotiques contiennent moins d’énergie que les cellules en 

prolifération. L’activation prolongée de la PARP-1, due à un fort stress,  peut donc conduire à 

la consommation totale du NAD+ chez ces cellules post-mitotiques. Sans énergie, la cellule ne 

peut ni entrer en apoptose, ni entrer en autophagie, elle doit donc s’engager dans un autre 

processus de mort cellulaire, la Parthanatos. La consommation totale du NAD+ permet la 

production de très nombreux PAR. La majorité de ces PAR est greffée sur la PARP-1 ou sur 

d’autres protéines. Cependant, cette abondance de PAR stimule aussi l’activité endo- 

glycohydrolytique de la PARG qui libère ainsi des PAR libres (voir chapitre III §II-3). Ceux-

ci diffusent hors du noyau et se fixent sur les mitochondries [392, 473]. Ils permettent ainsi le 

relargage du facteur pro-apoptotique AIF qui va se transloquer dans le noyau et provoquer la 

condensation et la fragmentation de l’ADN. Cela permet d’aboutir à une mort cellulaire qui 

partage des caractéristiques avec l’apoptose, du fait de l’action de l’AIF, mais qui est 

indépendante des caspases et très peu coûteuse en énergie [470].  

Pourtant, la Parthanatos est considérée comme une nécrose car il y a une perte 

d’intégrité de la membrane plasmique [470]. Néanmoins, l’action de l’AIF a permis 

d’empêcher la désintégration totale de la cellule et donc l’inflammation du tissu environnant. 
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II/ Rôles physiologiques de la PARP-1 

 II-1/ Développement embryonnaire 
  II-1-1/ Différenciation des cellules souches 

   

 Les cellules souches embryonnaires issues des souris transgéniques déficientes pour la 

PARP-1 présentent une altération de 10% de leur transcriptome alors qu’elle n’est que de 3% 

une fois la souris adulte [447]. Ceci suggère un rôle de la PARP-1 dans l’expression génique 

lors du développement embryonnaire. Très peu d’informations sont disponibles sur son 

action. Cependant, des travaux ont montré que la PARP-1 permettrait la différenciation des 

cellules souches en empêchant la liaison à l’ADN du facteur de transcription Sox2 [474]. En 

effet, ce facteur inhibe l’expression du facteur de croissance FGF4 qui promeut la 

différenciation. La PARP-1 PARyle Sox2 qui se dissocie du promoteur de fgf4 et est dégradé, 

permettant ainsi l’expression du FGF4 et la différenciation des cellules souches [474]. Très 

récemment, une étude a démontré que le couple Sox2/PARP-1 régulait de la même façon tout 

un ensemble de gènes impliqués dans la pluripotence des cellules [475].  

   

  II-1-2/ Différenciation des tissus 

 

 Plus tardivement dans le développement embryonnaire, la PARP-1 est impliquée dans 

la différenciation de certains tissus. Elle promeut la différenciation : (1) des neurones en 

régulant le facteur de transcription HES1 (« hairy and enchancer of split-1 ») [445], (2) des 

lymphocytes B [476], (3) des cellules de l’endoderme pariétal en réponse à l’acide rétinoïque 

[477] et (4) des adipocytes [478]. Par contre, la PARP-1 réprime la différenciation des 

lymphocytes T en régulateur (CD4+/CD25+/Foxp3+) [479]. Ces phénomènes sont 

principalement liés à son activité de co-régulateur transcriptionnel et restent bien souvent des 

cas particuliers. D’autres études seront nécessaires pour déterminer le rôle exact que la PARP-

1 joue dans la différenciation cellulaire.   

 

 II-2/ Métabolisme 
 

 Le rôle de la PARP-1 dans le métabolisme est indissociable de celui de la PARP-2. En 

effet, les embryons murins, ne possédant ni la PARP-1 ni la PARP-2, meurent pendant la 

gastrulation [361, 480]. Ceci a permis de montrer l’importance de la PARylation pour le 
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développement embryonnaire puisque, à elle deux, ces enzymes sont responsables de la quasi-

totalité des PAR dans la cellule [480]. La caractérisation du phénotype de ces embryons, 

n’exprimant ni la PARP-1 ni la PARP-2, a permis de mettre en évidence une grave déficience 

des mécanismes de réparation de l’ADN comme attendu [361], mais aussi de graves défauts 

au niveau du métabolisme cellulaire dus à un excès de NAD+ [481, 482].  

Prise individuellement la déficience pour l’expression de la PARP-1 ou de la PARP-2 

n’a pas de conséquences dramatiques chez la souris. Néanmoins, les souris adultes déficientes 

pour l’expression d’une de ces deux enzymes montrent une perturbation de leur habitude 

alimentaire et de leur métabolisme [483]. Des travaux ont montré que ces souris étaient 

intolérantes au régime riche en glucose et en graisse [478, 482]. Par contre, elles sont 

résistantes au développement du diabète lorsqu’il est induit par la streptozotocine [484]. Ces 

souris montrent en fait un métabolisme très rapide dû à un excès d’énergie cellulaire [485]. A 

l’inverse, les souris surexprimant la PARP-1 humaine de façon ectopique ont une 

prédisposition à l’obésité et un métabolisme lent [485].  

 

III/ Rôles pathologiques de la PARP-1 

 III-1/ Cancers 
  III-1-1/ Expression et activité associées aux cancers 

 

 Du fait de son statut de gardien du génome, la PARP-1 fut d’abord considérée à 

l’instar de p53 comme un suppresseur de tumeurs. Il était avancé que la perte de son 

expression ou de son activité pouvait participer à la cancérisation. Pourtant, les souris 

transgéniques déficientes pour la PARP-1 ne montrent aucun développement spontané de 

tumeurs. Par contre, elles sont plus sensibles aux agents alkylants qui engendrent chez ces 

souris des cancers du foie et du colon [299, 486]. Le développement spontané de tumeurs 

s’observe si la déplétion du gène parp-1 est combinée à une déficience pour : (1) le complexe 

DNA-PK, qui est muté chez les souris SCID (« severe combined immuno-deficiency ») [487], 

ou (2) le suppresseur de tumeur p53 [488]. En outre, certains polymorphismes (SNP « single 

nucleotide polymorphism ») du gène parp-1 qui sont associés à une activité réduite de 

l’enzyme, corrèlent avec une augmentation du risque de développer des cancers de la prostate, 

de l’œsophage, des poumons ou de la glande thyroïde [489]. 

 Néanmoins, une fois la tumeur développée, l’expression de la PARP-1 a plutôt 

tendance à être accrue. En effet, la PARP-1 voit son expression augmenter dans les cancers du 
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sein [490-492], du foie [493], du colon [494] et dans les mélanomes [495]. Des travaux ont 

également montré que le taux de PARylation était plus élevé dans les tissus cancéreux [489].  

 Nous pouvons donc supposer que la cellule cancéreuse peut détourner l’activité de la 

PARP-1 en faveur de la réparation des dommages à l’ADN, et ceci en inactivant les processus 

de morts cellulaires programmées qui sont associés à cette enzyme.  

 

  III-1-2/ Utilisation clinique des inhibiteurs de la PARP-1 

III-1-2-1/ En complément d'une radiothérapie ou d'une chimiothérapie 
 

 Les cellules tumorales accumulent de très nombreux dommages à l’ADN lors de la 

cancérisation et de la progression tumorale. La PARP-1 est utilisée par ces cellules afin de 

réparer ces dommages. De ce fait, l’inhibition pharmacologique de la PARP-1 s’est 

rapidement imposée comme une stratégie prometteuse pour contrer la progression tumorale. 

Néanmoins, l’utilisation de ces inhibiteurs comme unique agent en thérapie 

anticancéreuse n’est efficace que dans des cas très particuliers (voir §III-1-2-2). Ils sont, le 

plus souvent, utilisés en combinaison avec un traitement de radiothérapie ou une 

chimiothérapie ciblant l’ADN.  

Le but est de provoquer des dommages simple-brin dans l’ADN qui du fait de 

l’inhibition de la PARP-1 ne pourront être réparés. Lors de la réplication de l’ADN pendant la 

phase S, ces dommages seront convertis en cassures double-brin qui sont extrêmement 

toxiques pour la cellule. Si l’ADN de la cellule cancéreuse est trop endommagé, elle ne 

passera pas l’étape de mitose [403].  

Il est très important de signaler ici que la protéine PARP-1 doit être présente au niveau 

des cassures. En effet, des travaux ont été menés pour savoir si les cellules cancéreuses étaient 

plus sensibles à l’irradiation lorsque la PARP-1 était inhibée ou lorsque son expression était 

supprimée. Les résultats démontrent que si la protéine PARP-1 est absente, une voie de 

réparation alternative par BER (par longue brèche, Figure 40) se met en place et que les 

dommages causés par l’irradiation sont réparés [399]. Il vaut mieux donc inhiber 

pharmacologiquement la PARP-1 que chercher à diminuer son expression. 

De très nombreux essais cliniques concernant l’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1 

sont en cours actuellement dans le monde, plus de 80 uniquement sur le territoire des Etats-

Unis [302]. En 2010, on pouvait déjà trouver diverses stratégies de combinaison des 

inhibiteurs de la PARP-1 avec des agents de chimiothérapie comme par exemple des agents 

alkylants (Temozolomide, Cisplatine, Carboplatine, Cyclophosphamide), des poisons du 
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fuseau mitotique (Paclitaxel), des antimétabolites (Gemcitabine) et des inhibiteurs des 

topoisomérases (Topotécan) [403]. La réussite et les échecs de cette stratégie seront abordés 

§III-1-3. 

 

III-1-2-2/ Stratégie de la létalité synthétique 

   III-1-2-2-a/ Définition 

 

 La létalité synthétique, telle qu’elle fut définie par le généticien Theodosius 

Dobzhansky en 1946, est un phénomène où deux mutations génétiques, non létales 

séparément, le deviennent si elles sont combinées. Cela est possible entre gènes impliqués 

dans une même voie de signalisation ou dans deux voies différentes mais fonctionnellement 

reliées [403]. Cette stratégie fut très utilisée lors d’études génétiques, elle le fut très peu en 

pharmacologie. L’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1 fut une occasion d’éprouver cette 

stratégie en thérapie anticancéreuse [403]. 
  

   III-1-2-2-b/ Mutations BRCA1/BRCA2 
 

 Les gènes brca1 et brca2 codent pour des protéines impliquées dans la réparation de 

l’ADN par RH (voir §I-1-2). Une mutation de l’un de ces gènes, même de façon hétérozygote, 

augmente de plus de 60% le risque de développer un cancer du sein, de 10 à 50% un cancer 

des ovaires [403]. 

 Des travaux expérimentaux ont permis de démontrer que les cellules déficientes pour 

BRCA1 ou BRCA2 ne survivaient pas à l’inhibition de la PARP-1 et que ceci est dû à 

l’incapacité de ces cellules à réparer les dommages à l’ADN survenus lors de la phase S du 

cycle cellulaire (voir §I-1-2) [414, 496]. A partir de ces résultats, des essais cliniques ont été 

lancés chez des patients souffrant de cancers avancés porteurs de mutations BRCA1/2 [403]. 

L’inhibiteur de la PARP-1 le plus utilisé fut l’Olaparib en raison de sa forte efficacité. Les 

résultats de ces essais furent très encourageants en phases I et II pour des cancers du sein, des 

ovaires et de la prostate. Les résultats de phase II indiquent une diminution significative et 

prolongée de la progression tumorale uniquement chez les patients porteurs de mutations 

BRCA1/2. D’autres études sont en cours avec d’autres inhibiteurs comme l’Iniparib et le 

Veliparib. 
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   III-1-2-2-c/ Autres cibles potentielles 
 

 Au vu de l’interconnexion complexe qui existe entre les différentes voies de réparation 

de l’ADN, la stratégie de létalité synthétique peut théoriquement s’étendre à toute protéine 

majeure impliquée dans l’une de ces voies. Ainsi, la mutation d’autres intervenants de la RH 

pourrait constituer une sensibilité à l’inhibition de la PARP-1. C’est le cas notamment du 

complexe MRN (Mre11/ Rad50/Nibrin), dont la mutation sur le gène mre11 se retrouve au 

sein de carcinome de l’endomètre et de la prostate [403]. La létalité synthétique de cette 

mutation en combinaison à l’inhibition de la PARP-1 est d’ores et déjà démontrée 

expérimentalement et est actuellement testée en essais cliniques [403]. Les mutations de 

kinases de la famille PI3K (PI3K, DNA-PK, ATM (« ataxia telangiectasia mutated ») et ATR 

« ataxia telangesia and Rad3-related ») sont également envisagées [403, 497, 498] ainsi que 

d’autres protéines qui régulent leur voie de signalisation (PTEN « phosphatase and tensin 

homolog » , Akt …) au vu de leur implication dans la réparation de cassures double-brin [403, 

498]. Néanmoins, il est nécessaire que des mutations altérant l’expression des gènes codant 

pour ces protéines se retrouvent fréquemment au sein de tumeurs de patients pour que cette 

stratégie ait un intérêt thérapeutique. 

 

 

III-1-2-3/ Biomarqueurs de sensibilité aux inhibiteurs de la PARP-1 

   III-1-2-3-a/ Définition 

 

 Nous définissons ici par biomarqueurs de sensibilité, des protéines qui sont exprimées 

spécifiquement dans les cancers et dont l’expression est un marqueur de bonne réponse à un 

traitement pharmacologique, dans notre cas à l’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1.  
 

III-1-2-3-b/ Les protéines de fusion Ets 
 

 Comme nous l’avons vu dans la partie consacrée à Ets-1, les membres de la famille 

Ets peuvent être impliqués dans des translocations donnant naissance à des protéines de fusion 

au fort pouvoir oncogénique. C’est le cas de TMPRSS2-Erg dans le cancer de la prostate et 

d’EWS-Fli-1 et EWS-Erg dans le sarcome d’Ewing. De très récents travaux effectués par 

l’équipe d’Arul Chinnaiyan, ont montré que les cellules exprimant ces protéines de fusion 

étaient très sensibles à l’inhibition de la PARP-1 [453, 499]. En effet, les inhibiteurs de la 

PARP-1 répriment les capacités d’invasion, d’intravasation, de tumorigénicité et le pouvoir 
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métastatique des cellules exprimant ces protéines de fusion [453, 499]. De plus, les auteurs 

montrent que, sous inhibition de la PARP-1, ces cellules accumulent un nombre important de 

dommages à l’ADN sous forme de cassures double-brin, phénomène non-observable en 

absence d’Erg ou de Fli-1 (protéine fusion ou native). Néanmoins, ces travaux n’apportent pas 

de réponse sur le lien entre l’activité des protéines de fusion Ets, l’inhibition de la PARP-1 et 

l’accumulation des dommages [453, 499].  

Très récemment, une étude a montré que l’expression d’Ets-1 sensibilisait les cellules 

tumorales aux inhibiteurs de la PARP-1 en réprimant l’expression de BRCA1 et de BRCA2 

[497]. Cette accumulation de dommages pourrait être due à un défaut de RH lors de la phase 

S. 

 La corrélation entre l’expression des membres de la famille Ets et la sensibilité aux 

inhibiteurs de la PARP-1 semble forte. En effet, une étude, publiée dans la revue Nature en 

2012, a testé 130 drogues utilisées en thérapie clinique sur plusieurs centaines de lignées 

cellulaires à la recherche de nouveaux biomarqueurs de sensibilité. L’une des corrélations les 

plus significatives ressortie de cette étude, fut la sensibilisation aux inhibiteurs de la PARP-1 

par l’expression de la protéine de fusion EWS-Fli-1 [500]. 

 Des études complémentaires seront nécessaires afin d’éclaircir le lien fonctionnel qui 

existe entre les membres de la famille Ets et la PARP-1. 
 

III-1-3/ Réussites, échecs et perspectives 
 

 Comme nous l’avons vu, plusieurs inhibiteurs de la PARP-1 ont passé avec succès les 

phases I et II d’essais cliniques dans les cancers porteurs de mutations BRCA1/2 dont 

l’Iniparib et l’Olaparib. Néanmoins, leur utilisation a connu un sérieux contrecoup en début 

d’année 2012. En effet, il fut annoncé que l’Iniparib avait échoué en phase III d’essai clinique 

pour des cancers du sein [501]. Des travaux menés à la suite de cet échec ont montré que cette 

molécule était de façon surprenante incapable d’inhiber efficacement la PARylation in vitro 

[502]. Ultérieurement, il fut révélé que l’Iniparib, faute d’inhiber l’activité catalytique, 

empêchait la liaison de la PARP-1 aux cassures de l’ADN [503]. Or, nous avons vu qu’il 

fallait que la PARP-1 se lie aux cassures afin de sensibiliser les cellules cancéreuses à la 

radiothérapie (voir §III-1-2-1) [399].  

En outre, une étude a démontré que la plupart des inhibiteurs de la PARP-1 utilisés en 

clinique étaient peu spécifiques vis-à-vis des autres PARP [395]. Or, les conséquences d’une 
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inhibition d’autres PARP comme notamment les Tankyrases sur la santé du patient sont 

inconnues.  

 Parallèlement, l’Olaparib a connu un échec en phase II dans les cancers de l’ovaire. 

Pourtant, il n’y a aucun doute sur le fait que l’Olaparib est un inhibiteur bona fide de la 

PARP-1 [501]. Les raisons de cet échec sont encore sous investigation mais il semble qu’il 

s’agisse d’un problème de sélection des patients. Lorsque ces essais cliniques ont été 

entrepris, il a été supposé que toutes les tumeurs pouvaient être affectées par l’inhibition de la 

PARP-1. Or, nous savons aujourd’hui que la réponse au traitement dépend fortement du 

génotype de la tumeur (voir §III-1-2-2 et §III-1-2-3).   

C’est pourquoi, il est devenu essentiel de déterminer des biomarqueurs de sensibilité 

efficaces aux inhibiteurs de la PARP-1.  
  

 III-2/ Pathologies inflammatoires  
 

 La suractivation de la PARP-1 générée par la production de radicaux libres peut 

déclencher la nécrose de cellules comme les neurones, les cellules cardiaques ou les cellules 

endothéliales, ce qui engendre une inflammation des tissus environnants  [504].  

 Cette inflammation a été démontré comme néfaste dans de nombreuses pathologies 

cardiovasculaires comme l’hypertension, l’athérosclérose, la pré-éclampsie et le 

vieillissement vasculaire [504]. Au niveau du cerveau, la PARP-1 est en partie responsable de 

la mort neuronale lors d’accidents vasculaires cérébraux ou d’ischémies. L’utilisation 

d’inhibiteurs dans ces pathologies permet la survie des cellules et une diminution des 

symptômes chez la souris ou le rat [504, 505].  

 L’inflammation et ses médiateurs, tels les cytokines et les radicaux libres, jouent 

également un rôle fondamental dans les dommages articulaires causés par la polyarthrite 

rhumatoïde [506]. Les inhibiteurs de la PARP-1 ont prouvé leur capacité à diminuer cette 

inflammation dans un modèle expérimental murin d’arthrite [507]. Ils provoquent la 

diminution des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-1β et IL-12) et 

augmentent la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 [507].  

 

 

 L’exposé des rôles biologiques de la PARP-1 montre l’importance de cette enzyme 

dans les processus cellulaires. Nous avons pu voir également comment l’activité de cette 
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protéine pourtant considérée comme un gardien du génome peut être détournée au profit de la 

cancérisation et de l’inflammation pathologique. 

 L’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1 permet de contrôler la progression de 

certaines de ces maladies. Néanmoins, nous avons vu que certains de ces inhibiteurs étaient 

sujets à controverse. Afin de déterminer l’efficacité réelle de ces molécules notamment dans 

les cancers, il est essentiel de mettre en évidence des biomarqueurs de sensibilité qui 

garantiront une réponse au traitement.  
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Contexte et sujet de Thèse 
 

 

 

 Comme illustré dans la première partie de l’introduction, l’activité de l’oncoprotéine 

Ets-1 est finement régulée par divers mécanismes impliquant bien souvent des interactions 

protéine-protéine. En effet, Ets-1 n’agit pas seule au niveau de ses promoteurs cibles mais en 

coopération avec une variété de co-régulateurs transcriptionnels. De plus, ce facteur est ciblé 

par de nombreuses voies de transduction des signaux cellulaires. L’identification de nouveaux 

partenaires interagissant avec Ets-1 devrait donc nous permettre de mieux appréhender ses 

réseaux de régulation afin de mettre au point une stratégie de ciblage de son activité.  

 

Dans ce but, nous avons, au sein de notre groupe, mis en œuvre un système de 

purification de partenaires basé sur la forte affinité entre la biotine et la streptavidine, appelé 

« streptavidin pull-down ». Nous avons utilisé des isoformes d’Ets-1 biotinylées [508], fixées 

par affinité sur des billes de streptavidine, afin de purifier les partenaires d’interaction de 

l’oncoprotéine contenus dans des extraits nucléaires de cellules cancéreuses. Cette stratégie a 

permis d’identifier deux enzymes de réparation de l’ADN, le complexe DNA-PK et la PARP-

1 comme nouveaux partenaires potentiels d’Ets-1. Ces interactions ont été confirmées dans un 

contexte cellulaire et l’étude des liens fonctionnels entre le complexe DNA-PK et Ets-1 a 

donné lieu à une publication de notre équipe [138]. Lors de mon arrivée au sein de notre 

groupe, j’ai entrepris d’améliorer et de poursuivre l’identification de partenaires protéiques 

d’Ets-1. Les protéines caractérisées ainsi que l’avancée des travaux sera exposée dans la 

première partie de la section Résultats.    

  

Mes travaux de Thèse furent également centrés sur la caractérisation du lien 

fonctionnel entre Ets-1 et l’enzyme PARP-1. Hormis le fait de l’avoir identifiée comme 

partenaire potentiel d’interaction d’Ets-1, peu d’informations dans la littérature, à cette 

époque,  établissait une relation entre la PARP-1 et la famille Ets. Il était connu qu’Ets-1 et 

Fli-1 régulaient le promoteur du gène parp-1 [355, 356]. De plus, cette enzyme avait été 

identifiée comme faisant partie d’un complexe trancriptionnel recruté par Ese-1, un membre 

de la famille Ets [456]. Enfin, des travaux parus en 2007 montraient que l’activité catalytique 

de la PARP-1 régulait indirectement Elk-1 en augmentant l’activité de la kinase Erk-2 [313]. 
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Dans le cadre de cette Thèse, nous avons pu mettre à jour une partie des mécanismes 

complexes qui lient Ets-1 et la PARP-1. Parallèlement, d’autres travaux, publiés au cours de 

ma Thèse, ont permis d’affirmer nos résultats et de diriger la fin de notre étude vers une 

ouverture sur une possible stratégie de ciblage thérapeutique (voir Introduction, Partie PARP-

1, Chapitre IV §III-1-2-3-b). Nos travaux ont débouché sur un article présenté dans ce 

mémoire qui a été publié dans le journal « PloS ONE ». 

 

Enfin, nous avons entrepris de cartographier les domaines d’interaction entre Ets-1 et 

le complexe DNA-PK d’une part et entre Ets-1 et la PARP-1 d’autre part. Des observations 

faites au sein de notre groupe ont montré qu’Ets-1 est capable de stimuler l’activité 

catalytique de ces deux enzymes indépendamment de la présence d’ADN. Ce mode 

d’activation du complexe DNA-PK et de la PARP-1 par interaction protéine-protéine a déjà 

été observé mais est peu commun. De plus, les mécanismes moléculaires qui permettent ce 

phénomène n’ont jamais été caractérisés. C’est pourquoi, nous avons tenté d’expliquer 

l’activation du complexe DNA-PK et de la PARP-1 par Ets-1 en cartographiant les domaines 

impliqués dans ces interactions. De plus, cette étude nous permettra ultérieurement de 

déterminer la structure en trois dimensions de ces complexes ce qui devrait apporter de 

nombreuses informations sur la nature de ces interactions. Les résultats préliminaires de ces 

cartographies seront présentés dans la dernière partie de la section Résultats.      
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Chapitre I : Identification de nouveaux partenaires protéiques de 

l'oncoprotéine Ets-1 
 

I/ Préambule 
 
 Lors du début de mes travaux de Thèse, nous avons entrepris de poursuivre 

l’identification de partenaires protéiques d’Ets-1 par une technique de purification mise en 

œuvre par notre groupe précédemment, appelée « streptavidin pull-down ». Cette technique a 

permis d’identifier plusieurs nouveaux partenaires d’interaction d’Ets-1 que nous allons 

présenter lors de ce chapitre.  

 
II/ Présentation du « streptavidin pull-down » 
 

Dans cette étude, nous avons utilisé des protéines Ets-1 biotinylées [508] pour isoler 

par affinité in vitro de nouveaux partenaires protéiques, présents dans des extraits nucléaires 

de lignées cellulaires cancéreuses, grâce à la réaction streptavidine-biotine. Nous avons choisi 

d’utiliser la lignée cellulaire de carcinome mammaire invasif, MDA-MB-231, qui exprime de 

façon endogène les trois isoformes d’Ets-1, offrant ainsi un contexte cellulaire propice à la 

présence des principaux partenaires de l’oncoprotéine.   

Afin de produire les protéines Ets-1 biotinylées, nous les avons étiquetées en leur 

partie N-terminale par un peptide biotinylable. Elles ont ensuite été produites chez la bactérie 

(E. coli) conjointement avec l’expression de la ligase BirA permettant la biotinylation du 

peptide [508]. Ces protéines Ets-1 sont également fusionnées à leur extrémité C-terminale 

avec une étiquette intéine/CBD (« chitin binding domain »). Ceci permet la purification des 

protéines Ets-1 sur des billes d’agarose/chitine par le CBD. L’intéine qui est une forme 

d’intron protéique permet, par l’utilisation d’un agent réducteur,  le clivage de l’étiquette 

intéine/CBD et donc l’obtention de protéines Ets-1 biotinylées relativement pures et 

fonctionnelles [508]. Ce système s’inspire du système de production de protéines 

recombinantes natives « IMPACT-T7 » de la société New England Biolabs® que nous 

avons adapté de façon à induire la biotinylation.  

Pour la mise en œuvre du « streptavidin pull-down », ces protéines Ets-1 biotinylées 

sont immobilisées sur des billes de sépharose®/streptavidine (Figure 45). Des extraits 

nucléaires de cellules MDA-MB-231, préalablement épuisés sur des billes seules, sont 

ensuites incubés avec les billes chargées d’Ets-1 (Figure 45). Une fois les partenaires fixés, 
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les complexes sont élués par ébullition dans du tampon de Laemmli et leurs composants 

séparés sur gel par SDS-PAGE (« sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis »). Les bandes protéiques sont visualisées par une coloration au bleu de 

Coomassie® colloïdal (plus sensible que le Coomassie® classique). Ensuite, les bandes 

d’intérêt sont extraites du gel et analysées par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

(« matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight ») afin d’identifier les partenaires 

potentiels d’interaction par comparaison à des bases de données grâce au moteur de recherche 

Mascot (Figure 45). Le protocole du « streptavidin pull-down » est décrit plus en détails dans 

la publication exposée en chapitre II. 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 45 : Schéma de purification des partenaires d’Ets-1 par « streptavidin pull-down ».  
Les différentes étapes de la purification par « streptavidin pull-down » sont présentées. Les protéines Ets-1 
biotinylées sont indiquées Ets-1-bio. 
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III/ Résultats 
 

 Le « streptavidin pull-down » a permis d’identifier de nouveaux partenaires 

d’interaction potentiels d’Ets-1 visualisables par coloration au bleu de Coomassie® colloïdal 

(Figure 46). Leur identification par spectrométrie de masse est présentée en tableau 8. 

 

 
Figure 46 : Visualisation des partenaires d’interaction potentiels d’Ets-1, purifiés par « streptavidin pull-
down », sur un gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie® colloïdal.  
La coloration au bleu de Commassie® colloïdal permet la visualisation des partenaires d’interaction potentiels 
d’Ets-1 issus d’extraits nucléaires (EN) de cellules MDA-MB-231. Les protéines Ets-1 biotinylées (*) utilisées 
pour le « pull-down » ont été chargées seules comme contrôle (condition 1). Les EN ont également été incubés 
avec les billes seules comme contrôle d’interactions non spécifiques entre des protéines nucléaires et les billes de 
sépharose®/streptavidine (condition 2). Les bandes indiquées par des flèches contiennent les protéines 
spécifiquement associées à Ets-1 et considérées comme partenaires d’interactions potentiels (condition 3). 
 

En dehors de la PARP-1 et du complexe DNA-PK qui ont été décrit en introduction de 

ce manuscrit, ces nouveaux partenaires et leurs fonctions sont : 
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 -  l’ARN hélicase A ou RHA (« RNA helicase A »), qui est une enzyme liant l’ADN 

et l’ARN impliquée dans des mécanismes de régulation transcriptionnelle. Il a été montré 

qu’elle agissait comme intermédiaire entre des facteurs de transcription, des co-régulateurs 

tels que CBP/p300 et l’ARN polymérase II afin de favoriser la transcription de certains gènes. 

 -  SFPQ (« splicing factor, proline (P)- and glutamine (Q)-rich »), qui est une protéine 

liant l’ARN impliquée dans des phénomènes de transcription, d’épissage alternatif et de 

réparation de cassures double-brin de l’ADN. 

- l’ADN topoisomérase I (TOP1), qui est une enzyme nucléaire jouant un rôle 

catalytique et structural dans l'organisation chromatinienne, 

- les hnRNP A1, A2/B1 et H1 (« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein »), qui 

sont des protéines favorisant la maturation et l’épissage alternatif des ARNm ainsi que leur 

export nucléo-cytoplasmique.   
 

Protéine 
identifiée 

Masse 
moléculaire 

(kDa) 

Numéro 
d’accessiona 

 

Probabilité 
d’erreurb 

 
Scorec 

 

Pourcentage de 
recouvrementd 

 

 

Validation 

DNA-PKcs 465 EAW86683 5,7.10-26 306 17 WB/IP 

RHA 143 NP_001348 6,3.10-3 76 15 WB/IP 

PARP-1 113 NP_001609 1,8.10-13 179 27 WB/IP 

SFPQ 76* NP_005057 5,9.10-4 86 30 WB/IP 

TOP1 90 NP_003277 2,1.10-2 70 23 Ø 

Ku80 86 NP_066964 1,6.10-3 82 20 WB/IP 

Ku70 70 NP_001460 7,1.10-11 155 29 WB/IP 

hnRNP H1 49 NP_00551 4,4.10-5 97 32 En cours 

hnRNP A2/B1 36 NP_002128 1,4.10-2 72 32 En cours  

hnRNP A1 34 NP_002127 3,6.10-3 78 40 WB 

 
Tableau 8 : Liste des nouveaux partenaires d’interaction potentiels d’Ets-1 identifiés par spectrométrie de 
masse MALDI-TOF.  
Les nouveaux partenaires d’interaction potentiels d’Ets-1 identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
sont présentés par ordre de poids moléculaire apparent comme en Figure 46. * La protéine SFPQ a un poids 
moléculaire apparent de 95 kDa mais sa masse moléculaire théorique est de 76 kDa. a Numéro d’accession 
référencé par le NCBI, b probabilité d’erreur concernant l’identification de la protéine qui doit être la plus proche 
possible de 0, c le score est un indicateur de la qualité des résultats obtenus par la recherche dans le moteur 
Mascot (un bon score est supérieur à 70), d le pourcentage de recouvrement correspond au nombre de peptides de 
la protéine analysée recouvrant la séquence de la protéine identifiée par la banque. La validation de 
l’identification de ces protéines a été faite par la technique de « Western blot » (WB) en utilisant un anticorps 
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dirigé contre le partenaire puis par co-immunoprécipitation (IP) d’Ets-1 et des partenaires dans un contexte 
cellulaire. Ø correspond à un échec de la validation.       
   
  Une fois ces protéines identifiées par spectrométrie de masse,  nous avons entrepris de 

valider leur présence au sein des protéines associées à Ets-1 lors du « streptavidin pull-

down ». En effet, l’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF ne prend pas en 

compte des séquences protéiques primaires mais des profils de tailles de peptides obtenus par 

digestion trypsique. Si ces profils sont spécifiques pour chaque protéine, il est possible qu’une 

mauvaise identification soit faite, notamment, si le score d’identification est faible (Tableau 

8). Afin de valider la présence des partenaires, nous avons effectué des expériences de 

« Western blot » à l’aide d’anticorps spécifiques de chaque protéine (Figure 47). Les hnRNP 

A2/B1 et H1 n’ont pas été étudiées en raison de leur présence inconstante lors des 

identifications. Nous avons pu ainsi valider la présence des protéines RHA, SFPQ, hnRNP 

A1, de la PARP-1 et du complexe DNA-PK (Figure 47). Seule la TOP1 n’a pas pu être 

confirmée par « Western blot ». Cela peut être dû à la sensibilité des anticorps utilisés. 

Néanmoins, l’analyse par spectrométrie de masse avait déjà montré une forte probabilité 

d’erreur et un faible score d’identification ce qui explique peut-être cet échec (Tableau 8).  

 

 

 
Figure 47 : Validation des 
partenaires d’interaction potentiels 
d’Ets-1 par « Western blot ».  
Les protéines purifiées lors du 
« streptavidin pull-down » ont été 
analysées par « Western blot » grâce à 
des anticorps spécifiques afin de 
confirmer la présence des partenaires 
d’interaction potentiels d’Ets-1. Les 
conditions 1, 2 et 3 se réfèrent aux 
mêmes conditions qu’en Figure 46.  

 

 

 

 

 

Parmi les protéines validées par « Western blot », nous avons pu confirmer 

l’interaction entre Ets-1 et certains de ces partenaires dans un contexte cellulaire. Ceci a été 

effectué grâce à des expériences de co-immunoprécipitation réalisées avec des extraits 

nucléaires issus de cellules MDA-MB-231, en utilisant un anticorps anti-Ets-1 conjugué à des 
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billes d’agarose. Les protéines fixées à Ets-1 endogène ont été éluées puis séparées par SDS-

PAGE suivi d’un « Western blot » avec un anticorps dirigé contre le partenaire. Le résultat 

montre que les protéines PARP-1, RHA, SFPQ et le complexe DNA-PK (publié 

précédemment pour le complexe DNA-PK [138]) sont co-immunoprécipitées avec Ets-1 

(Figure 48). Les expériences de co-immunoprécipitations ont également été menées pour la 

protéine hnRNP A1 sans succès à ce jour.    

 

 
Figure 48 : Interaction entre Ets-
1 et ses nouveaux partenaires 
dans un contexte cellulaire.  
La protéine Ets-1 associée à ses 
partenaires protéiques est co-
immunoprécipitée à partir des 
extraits des cellules MDA-MB-231, 
en utilisant l’anticorps anti-Ets-1 
(C-20) conjugué à des billes 
d’agarose. Le contrôle correspond à 
une co-immunoprécipitation 
réalisée avec des IgG de lapin 
couplées à des billes d’agarose. 
L’input contient 3% des protéines 
nucléaires utilisées en co-
immunoprécipitation. L’éluat a été 
analysé par Western-blot avec des 
anticorps spécifiques de chaque 
partenaire.  
 

 

 

 

IV/ Conclusion et Discussion 
 

Les résultats expérimentaux exposés dans ce chapitre ont permis la mise en évidence 

de nouveaux partenaires d’interaction d’Ets-1. Précédemment, de nombreux partenaires d’Ets-

1 avaient été découverts à l’aide de techniques diverses telles que le « GST pull-down », le 

criblage en double hybride chez la levure ou encore la co-immunoprécipitation [259]. 

Cependant, ces travaux ont souvent souffert d’un fort a priori sur l’existence de ces 

interactions. C’est pourquoi, nous avons, pour la première fois, mis en place une stratégie 

d’identification des partenaires d’Ets-1 par « streptavidin pull-down ». Cette stratégie 

représente un outil performant et idéal, de par sa facilité d’adaptation et sa rapidité, pour la 

mise en évidence des partenaires d’une protéine. De plus, elle est sans a priori grâce à une 
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identification des polypeptides par spectrométrie de masse, là où les travaux antérieurs ont dû 

recourir à une identification par des anticorps dirigés contre les partenaires, ce qui présuppose 

de déjà soupçonner l’existence d’une interaction.   

Ces nouveaux partenaires potentiels peuvent être séparés en quatre groupes 

fonctionnels (figure 49) : (1) des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (complexe 

DNA-PK et la PARP-1), (2) des enzymes responsables du remodelage de la chromatine 

(PARP-1 et la topoisomérase I)), (3) des protéines qui participent à l’épissage alternatif et à la 

maturation des ARNm (les hnRNP et SFPQ) et enfin (4) des co-régulateurs reconnus de la 

transcription (RHA, PARP-1, complexe DNA-PK). Il est intéressant de noter les 

interconnexions qui existent entre ces différents groupes (Figure 49). En effet, les interactions 

directes observées de RHA avec le complexe DNA-PK et hnRNP A2/B1, de la topoisomérase 

I avec SFPQ et la phosphorylation d’hnRNP A1 par le complexe DNA-PK suggèrent que ces 

protéines pourraient se retrouver au sein des mêmes complexes dans la cellule (Figure 49).  

 
Figure 49 : Schéma représentant les interconnections entre les nouveaux partenaires d’Ets-1 identifiés au 
cours de cette étude.  
Les nouveaux partenaires d’Ets-1 sont représentés en quatre groupes délimités par des cercles. Les traits bleus 
joignant deux protéines indiquent qu’une interaction directe a été démontrée. Le trait rose signale que l’hnRNP 
A1 est un substrat de phosphorylation de la DNA-PKcs. Le trait noir montre un lien déterminé par analyse 
bioinformatique. Les autres traits reliants deux protéines indiquent qu’elles sont co-mentionnées dans une 
publication (traits fins) ou dans plusieurs (traits épais). Représentation faite à partir du logiciel en ligne STRING 
9.0.  
 
 Il existe également des interconnexions entre les différents partenaires qui ont pu être 

validés par co-immunoprécipitation et certains membres de la famille Ets.  
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Nous avons déjà abordé en introduction de ce manuscrit, les liens qui unissent le 

complexe DNA-PK (voir Première partie Chapitre III §II-1-1-1-b) et la PARP-1 (voir 

Contexte et sujet de Thèse) aux membres de la famille Ets. 

De plus, des études menées sur EWS-Fli-1, protéine de fusion retrouvée dans les 

sarcomes d’Ewing, ont montré qu’elle interagissait avec la RHA [509]. Cette interaction est 

très importante pour l’activité transcriptionnelle d’EWS-Fli-1 [509, 510]. En outre, les auteurs 

ont pu élaborer un composé permettant d’empêcher l’interaction entre EWS-Fli-1 et RHA, le 

YK-4-279 [510]. Celui-ci permet de cibler spécifiquement les cellules exprimant EWS-Fli-1 

et de les faire entrer en apoptose, ce qui montre l’importance de cette interaction dans le 

contexte du sarcome d’Ewing [510, 511]. Récemment, des travaux ont pu montrer que l’YK-

4-279 peut également inhiber l’activité pro-invasive de deux membres de la famille Ets, Erg et 

Er-81, dans le cancer de la prostate [512]. La RHA pourrait donc être un co-régulateur 

transcriptionnel essentiel pour tous les membres de la famille Ets, Ets-1 compris. 

Enfin, la protéine SFPQ n’a été que récemment impliquée dans des mécanismes de 

transcription. Cependant, des travaux ont montré qu’elle régule l’expression des gènes de la 

prolactine et de p16INK4A [513]. Or, ces deux gènes sont également ciblés par Ets-1. La 

protéine SFPQ ayant besoin d’interagir avec un facteur de transcription pour avoir une activité 

transcriptionnelle, ceci pourrait signifier une possible coopération entre SFPQ et Ets-1 sur ces 

deux gènes. 

 

Cette étude nous a permis d’ouvrir de nouvelles voies d’investigation des fonctions 

transcriptionnelles d’Ets-1 en montrant une relation entre ce facteur de transcription et des 

protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, dans l’épissage alternatif des ARNm ou 

encore dans le remodelage de la chromatine. L’étude de ces interactions devrait participer à 

une meilleure compréhension des diverses fonctions d’Ets-1, compte-tenu de l’importance 

fondamentale des interactions avec des partenaires protéiques dans la régulation de son 

activité transcriptionnelle. 
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Chapitre II : Le taux de protéines Ets-1 est régulé par la PARP-1 dans les 

cellules cancéreuses afin de prévenir les dommages à l’ADN 

 

I/ Préambule 

 
 Les résultats sont présentés sous la forme d’un article rédigé en anglais et publié dans 

le journal « PLoS ONE». Ceux-ci seront analysés et discutés au vu de l’intérêt qu’ils 

représentent dans la compréhension de la régulation d’Ets-1 dans les cellules cancéreuses. 

 
II/ Résumé 

 
 Dans cette étude, nous avons caractérisé l’interaction fonctionnelle qui lie le facteur de 

transcription, Ets-1, à l’enzyme de réparation de l’ADN, la PARP-1. Nos résultats montrent 

que : 

 - Ets-1 interagit directement avec la PARP-1 dans un contexte cellulaire, 

 - Ets-1 stimule l’activité enzymatique de la PARP-1 in vitro, 

 - la PARP-1 PARyle Ets-1 in vitro et dans la cellule, 

 - la PARylation d’Ets-1 régule son activité transcriptionnelle sur le promoteur de la 

stromélysine-1, 

 - l’inhibition de la PARylation d’Ets-1 engendre l’accumulation massive de cette 

oncoprotéine dans la cellule, 

 - l’accumulation d’Ets-1 est toxique pour la cellule cancéreuse lorsque la PARP-1 est 

inhibée, 

 - l’accumulation d’Ets-1 cumulée à l’inhibition de la PARP-1 augmente 

significativement le taux de dommages à l’ADN au sein des cellules cancéreuses. 

 

L’ensemble de ces données montre que l’activité catalytique de la PARP-1 est 

essentielle à la régulation du taux de protéines Ets-1 dans la cellule cancéreuse. En cas, 

d’inhibition de la PARP-1, Ets-1 s’accumule dans la cellule et met en danger la survie 

cellulaire en provoquant une forte augmentation des dommages à l’ADN. 
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Supporting Information 
 

Figure S1: MALDI-TOF spectrum of PARP-1 purified by streptavidin pull-down.  
 

Figure S2: Sub-localisation of Ets-1 and PARP-1 in MDA-MB-231 cells by 
immunofluorescence. Ets-1 is visualised in red (Alexa Fluor® 594), and PARP-1 in green 

(Alexa Fluor® 388). The insets are close-ups of the boxed cells. Nuclei were visualised using 

DAPI stain. Cells were examined under a fluorescence microscope at ×40 magnification. 

Scale bar = 20 µm. 

 

Figure S3: Effect of PARP-1 catalytic inhibition on the level of Ets-1 and γH2AX. MDA-

MB-231 cells were treated with PJ-34 (1 µM), 5-AIQ (1 µM) or ABT-888 (1 µM) for 20 h. Cell 

lysates (30 µg total proteins) were analysed by Western blot using different antibodies (see 

Materials and Methods) against Ets-1, γH2AX, p53 and β-Actin. 

 

Figure S4: PARP-1 catalytic inhibition using ABT-888 leads to cancer cell death by 
necrosis. (A) Time-lapse imaging experiments. HeLa cells were grown in Hi-Q4 dishes until 

70% confluence and transfected with empty pcDNA3 (250 µg; left panel) or pcDNA3-Ets1 

(250 µg; right panel) vectors 24 h before being treated with ABT-888 (1 µM) or left untreated. 

Cells were stained with Hoechst 33242 (blue) and PI (red) for live-cell imaging and monitored 

for 20 h. Scale bar = 20 µM. (B) Graphical representation of the proportion of necrotic HeLa 

cells (%) at three time points (see Materials and Methods). (C) Flow cytometry cell-death 

detection: HeLa cells were grown in 6-well plates until 70% confluence and transfected with 

pcDNA3 (1 µg; left panel) or pcDNA3-Ets1 (1 µg; right panel) vectors for 24 h and left 

untreated (dashed lines) or treated with ABT-888 (solid lines) for an additional 20 h 

incubation. Necrotic cell death was then determined by flow cytometry after PI staining. 

Numbers under the horizontal bar represent the percentages of specific ABT-888-induced 

necrotic cell death in each condition. Flow cytometry profiles shown are representative of 

three replicate experiments. 

 

Figure S5: Effect of PJ-34 and Doxorubicin on the MDA-MB-231 cells survival. (A) 

MDA-MB-231 cells were treated with PJ-34 (10 µM) and/or doxorubicin (500 nM) for 20 h. 

Cell lysates (30 µg total proteins) were analysed by Western blot using an anti-Ets-1 antibody 

(C-20).(B) Time-lapse imaging experiments of MDA-MB-231 cells treated with PJ-34 and 

doxorubicin. MDA-MB-231 cells were grown in Hi-Q4 dishes until 80% confluence, treated 

with doxorubicin (500 nM) and treated with PJ-34 (10 µM) or left untreated. Cells were 
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stained with Hoechst 33242 (blue) and PI (red) for live-cell imaging and monitored for 20 h. 

Scale bar = 20 µM. (C) Graphical representation of the proportion of necrotic MDA-MB-231 

cells (%) at three time points to summarise results from Fig. 5D and from (B). 

 

Figure S6: Determination of γH2AX-positive cells for statistical analyses. γH2AX-

positive cells were determined by counting γH2AX foci, visualised here in red (Alexa Fluor® 

594), in the cell nucleus from immunofluorescence experiments. Cells with no or less than 10 

γH2AX foci were considered to be negative (γH2AX -; 1 and 2); while cells with more than 10 

γH2AX foci were considered to be positive (γH2AX +; 3 and 4).  
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III/ Conclusion et discussion 

 

La régulation d’Ets-1 par la PARP-1 donne un nouvel aperçu de la complexité des 

mécanismes qui permettent à une cellule cancéreuse de se maintenir dans un équilibre entre 

stress génotoxiques et prolifération cellulaire. En effet, la protéine Ets-1 est associée à des 

processus de stress cellulaires majeurs comme l’inflammation, l’hypoxie et la production de 

ROS (voir Introduction, Première partie, Chapitre IV). Ces processus sont très finement 

régulés, en conditions physiologiques, afin d’empêcher la cancérisation ou la mort cellulaire. 

Dans le cas des cellules cancéreuses, la plupart de ces mécanismes de régulation sont inactifs 

ou altérés et pourtant, la cellule survit. La grande question sous-jacente au rôle d’Ets-1 dans le 

cancer, est de savoir comment la cellule tumorale peut avoir une activité effrénée de 

prolifération, d’invasion, de migration et d’inflammation due à cette oncoprotéine sans pour 

autant conserver les mécanismes de régulation qui contrôlent Ets-1 dans une cellule normale.  

Lors de ces travaux, nous avons pu montrer que l’enzyme PARP-1, dont l’activité peut 

être détournée au profit des cellules cancéreuses (voir Introduction, Deuxième Partie, Chapitre 

IV), se charge de modérer l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 afin de contrôler l’effet 

génotoxique que peut avoir cette oncoprotéine. Il est assez intéressant de noter que cette 

régulation d’Ets-1 par la PARP-1 ressemble à celle que cette enzyme effectue sur le facteur de 

transcription AP-2α [454]. En effet, la PARP-1 est un co-régulateur transcriptionnel positif 

d’Ets-1 et d’AP-2α. La suppression de la PARP-1 diminue fortement l’activité 

transcriptionnelle de ces deux facteurs. Ce rôle de la PARP-1 est probablement lié au fait 

qu’elle peut permettre le recrutement d’activateurs de la transcription comme le complexe 

« Médiateur » (voir Introduction, Deuxième partie, Chapitre IV §I-3-2). Tant que le complexe 

formé du facteur de transcription et de la PARP-1 reste fixé sur le promoteur, la 

transactivation du gène cible est prolongée. Or, la plupart des gènes ne sont pas transcrits en 

continu. C’est pourquoi, il faut qu’il y ait un signal de dissociation du complexe 

transcriptionnel. Dans le cas des complexes formés par la PARP-1, c’est la PARylation des 

différentes protéines présentes qui permet cette dissociation (voir Introduction, Deuxième 

partie, Chapitre IV §I-3-2). C’est probablement pour cette raison que, dans le cas d’Ets-1 et 

d’AP-2α, l’inhibition de la PARylation augmente l’activité de transactivation de ces deux 

facteurs alors que la suppression de la PARP-1 la diminue. Lorsque la PARP-1 est inhibée, 

elle peut former des complexes avec ces facteurs de transcription. Par contre, elle ne peut plus 
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les PARyler et donc les complexes transcriptionnels ne sont plus dissociés et la transactivation 

du promoteur est continue. 

De plus, nous avons montré que l’inhibition de la PARylation d’Ets-1 engendre une 

accumulation massive de ce facteur de transcription dans la cellule. Or, il est désormais 

connu, qu’en plus de dissocier les complexes, la PARylation peut promouvoir l’ubiquitination 

des protéines et leur dégradation par le protéasome (voir Introduction, Deuxième partie, 

Chapitre III §II-2-5). Nous pouvons nous demander si c’est ce mécanisme qui est responsable 

de la régulation par PARylation du taux de protéines Ets-1. Nous avons pu démontrer que 

l’isoforme Ets-1 p27, qui est PARylée mais qui n’est pas dégradée par le protéasome car elle 

ne possède pas les sites d’ubiquitination, ne s’accumule pas lorsqu’il y a inhibition de la 

PARylation. Il existe donc bien un lien entre la PARylation d’Ets-1 et sa dégradation par le 

protéasome. Cependant il reste à démontrer que le PARylation d’Ets-1 favorise bien son 

ubiquitination. 

Enfin, nous avons vu que l’accumulation d’Ets-1 provoquée par l’inhibition de la 

PARP-1 est toxique pour la cellule cancéreuse et que cela augmente fortement son taux de 

dommages à l’ADN. Il est intéressant de constater que cet effet de sensibilisation aux 

dommages à l’ADN, sous inhibition de la PARP-1, a également été observé lors de 

l’expression de protéines de fusion Ets dans le cancer de la prostate et le sarcome d’Ewing 

(voir Introduction, Deuxième partie, Chapitre IV §III-1-2-3-b). La raison de l’accumulation 

de ces cassures dans l’ADN est encore sous investigation, néanmoins, nous supposons qu’elle 

pourrait être due à l’activité transcriptionnelle accrue d’Ets-1 surtout au vu de son rôle dans la 

production de ROS. 

 

L’ensemble de ces données nous encourage à penser que la régulation du taux de 

protéines Ets-1 par la PARP-1 fait partie des régulations qui permettent aux cellules 

cancéreuses de contrôler le stress génotoxique causé par leur activité effrénée de prolifération. 

Au vu de l’importance de l’activité d’Ets-1 au sein des cancers (voir Introduction, Deuxième 

partie, Chapitre IV) et de la nécessité de trouver des biomarqueurs de sensibilité aux 

inhibiteurs de la PARP-1 en thérapie (voir Introduction, Deuxième partie, Chapitre IV), nous 

pouvons envisager d’approfondir nos connaissances sur cette accumulation toxique d’Ets-1 

afin de pouvoir, peut-être un jour, utiliser les inhibiteurs de la PARP-1 afin de cibler et de 

réprimer spécifiquement les tumeurs exprimant Ets-1.     
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Chapitre III : Cartographie des domaines d’interaction entre 

l’oncoprotéine Ets-1 et les deux enzymes de réparation de l’ADN, DNA-PK 

et PARP-1   
 

I/ Préambule 
 
 Afin de répondre à des problématiques concernant la nature de l’interaction entre Ets-1 

et les deux enzymes de réparation de l’ADN, le complexe DNA-PK et la PARP-1, nous avons 

entrepris de cartographier les domaines protéiques impliqués dans ces interactions. Les 

résultats préliminaires seront exposés, analysés et discutés dans ce chapitre.   

 
II/ Introduction 
  

 Des travaux publiés par notre groupe ont montré qu’Ets-1 peut stimuler l’activité 

kinasique du complexe DNA-PK en absence d’ADN [138]. Ce mécanisme, peu commun, a 

également été observé avec d’autres facteurs de transcription [514]. Cependant, le mécanisme 

moléculaire sous-jacent est peu caractérisé. Il a été avancé que ces facteurs de transcription 

peuvent activer le complexe DNA-PK en recrutant l’hétérodimère Ku80/Ku70 [514]. Le but 

de notre projet était donc de déterminer si Ets-1 était capable d’interagir avec l’un des Ku et 

d’ensuite cartographier le domaine minimal d’interaction pour les deux protéines afin de 

rechercher une raison à l’activation du complexe DNA-PK en absence d’ADN. 

 Lors des travaux que nous avons effectués sur l’interaction entre la PARP-1 et Ets-1 

(voir Chapitre II), nous avons pu constater qu’Ets-1 peut aussi stimuler l’activité de 

PARylation de la PARP-1 en absence d’ADN. Nous avons donc décidé, comme pour le 

complexe DNA-PK, de rechercher la raison de cette stimulation dans la nature même des 

domaines d’interaction entre la PARP-1 et Ets-1. 

 

III/ Résultats 
 III-1/ Cartographie des domaines d’interaction entre Ets-1 et le 

complexe DNA-PK 
 

 L’hétérodimère Ku se compose de deux sous-unités, Ku70 et Ku80. Afin de 

déterminer avec laquelle de ces deux protéines, Ets-1 interagit, nous avons produit, chez la 

bactérie (E. coli), Ku70 et Ku80 fusionnées en leur partie N-terminale avec la GST 
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(« glutathion S-transférase »). Ceci nous a permis d’effectuer des expériences de « GST-

pulldown » en immobilisant les protéines GST-Ku70 ou GST-Ku 80 sur des billes de 

sépharose®/glutathion et en utilisant des protéines Ets-1 recombinantes non étiquetées (Figure 

50a). Après lavage et élution, les protéines fixées ont été analysées par « Western blot » avec 

un anticorps dirigé contre la partie C-terminale d’Ets-1 (C20). Les résultats montrent qu’Ets-1 

interagit avec la sous-unité Ku70 mais pas avec Ku80 (Figure 50b, colonnes 3 et 4). Nous 

avons ensuite produit des mutants GST-Ku70 délétés progressivement de leur partie N-

terminale (mutants 1 à 4) ainsi qu’un mutant délété de sa partie C-terminale (mutant 5) 

(Figure 50a). Les résultats de « GST-pulldown » montrent qu’Ets-1 n’interagit qu’avec les 

mutants qui contiennent la partie N-terminale de Ku70 (mutant 1 à 4) et non avec le mutant 5 

(Figure 50b, colonnes 5 à 9). 

La zone d’interaction minimale avec Ets-1 caractérisée est contenue dans le mutant 4 

(Figure 50). Elle se compose de l’extrémité C-terminale de Ku70. Elle contient une partie du 

domaine d’hétérodimérisation qui n’est plus fonctionnel dans ce mutant [515], mais contient 

surtout le domaine SAP (« SAF-A/B, acinus and PIAS ») qui est essentiel à la stabilisation de 

l’hétérodimère Ku, une fois qu’il est fixé sur une cassure double-brin de l’ADN [516]. 

Nous avons ensuite cherché à déterminer le domaine minimal d’interaction sur la 

protéine Ets-1. Les travaux menés par notre groupe ont montré que le complexe DNA-PK 

interagissait avec les trois isoformes connus d’Ets-1 [138]. Les seuls domaines communs à ses 

trois isoformes sont le domaine ETS et le domaine inhibiteur C-terminal qui constituent 

l’extrémité C-terminale d’Ets-1 (Ets-1 ΔN331, Figure 50a). Les expériences de « GST-

pulldown » menées avec le mutant correspondant à l’extrémité C-terminale d’Ets-1 montrent 

que ce mutant interagit avec Ku70 et avec le domaine SAP (Figure 50b, colonnes 10 et 11). 

Par contre, il n’interagit pas avec la partie N-terminale de Ku70 (Figure 50b, colonne 12).  

 

Nous avons donc pu démontrer qu’Ets-1 par son extrémité C-terminale contacte 

l’hétérodimère Ku via le domaine SAP de la sous-unité Ku70. 
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Figure 50 : Cartographie des zones minimales d’interaction entre Ets-1 et Ku70.  
a) Schéma des mutants de délétion d’Ets-1 et de GST-Ku70 utilisés pour cartographier les domaines minimaux 
d’interaction entre Ets-1 et Ku70. Les différents domaines fonctionnels d’Ets-1 sont indiqués. Pour GST-Ku70, 
le domaine de liaison aux cassures double-brin est indiqué en violet clair, DH désigne le domaine 
d’hétérodimérisation entre Ku70 et Ku80 et est indiqué en vert foncé, enfin, le domaine SAP est représenté en 
bleu clair. La totalité des vecteurs d’expression procaryotes condant pour GST-Ku80, GST-Ku70 et les mutants 
de délétion GST-Ku70 ont été gracieusement fournis par le Professeur S.P. Jackson (Cambridge, UK). b) 
Résultats des « GST pull-down » analysés par « Western blot » à l’aide d’un anticorps dirigé contre la partie C-
terminale d’Ets-1 (C20). Dans toutes les conditions 1 à 9 les billes ont été incubées avec 1 µg de protéine Ets-1 
pleine longueur. Pour les conditions 10 à 12 les billes ont été incubées avec 250 ng de protéine Ets-1 ΔN331. 
 

 III-2/ Cartographie des domaines d’interaction entre Ets-1 et la 

PARP-1 (résultats préliminaires) 
     
 Précédemment, nous avons démontré que la PARP-1 interagissait directement avec 

Ets-1 mais également avec l’isoforme Ets-1 p27 (voir Chapitre II, publication Figure 2) 

(Figure 51a et 52a, colonnes 1 à 3). Afin de déterminer par quel domaine la PARP-1 interagit 

avec Ets-1, nous avons effectué des expériences de « streptavidin pull-down » en utilisant des 

1     2     3      4      5      6      7       8      9 

10   11  12 

a) 

b) 
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protéines Ets-1 biotinylées immobilisées sur des billes de sépharose®/streptavidine et deux 

fragments de la PARP-1. Ces deux fragments ont été produits chez la bactérie (E. coli) et 

purifiés grâce à une étiquette 6His située en position N-terminale (Figure 51b). Ils 

correspondent aux deux fragments de clivage obtenus lors de l’apoptose par l’action de la 

caspase-3 à savoir : (1) une large portion C-terminale, appelée PARP-89, contenant le ZnFIII, 

le BRCT, le WGR, le PARP_Reg et le PARP_Cat, et (2) une courte portion N-terminale, 

appelée PARP-24, contenant le ZnFI et le ZnFII (Figure 51b) (voir Introduction, Deuxième 

partie, Chapitre II).  Les résultats des expériences de « streptavidin pull-down » montrent 

qu’Ets-1 interagit avec le fragment PARP-89 (Figure 52a, colonnes 5 et 6) et non avec le 

fragment PARP-24 (Figure 52a, colonnes 7 et 8). Le domaine d’interaction d’Ets-1 sur la 

PARP-1 se situe donc dans la portion C-terminale de l’enzyme et non au niveau des deux 

premiers ZnF qui sont responsables de la liaison à l’ADN.  

 

 
Figure 51 : Schéma des mutants de délétion utilisés pour cartographier les zones minimales d’interaction 
entre Ets-1 et la PARP-1.  
a) Schéma représentant  les deux isoformes biotinylées, Ets-1 pleine longueur (Ets-1) et Ets-1 p27, utilisées pour 
les expériences de « streptavidin pull-down » et de « GST pull-down » et le mutant de délétion Ets-1 ΔN331 
utilisé lors des expériences de « GST pull-down ». Les différents domaines d’Ets-1 sont représentés. b) Schéma 
représentant la PARP-1, les deux fragments étiquetés 6His, PARP-89 et PARP-24, utilisés pour les expériences 
de « streptavidin pull-down » et le mutant de délétion fusionné à la GST correspondant au domaine BRCT utilisé 
lors des expériences de « GST pull-down ». Les différents domaines de la PARP-1 sont représentés. Les vecteurs 
d’expression procaryotes condant pour 6His-PARP-89 et 6His-PARP-24 ont été gracieusement fournis par le 
Professeur M. S. Satoh (Laval, CAN). 

a) 

b) 
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 Nous avons ensuite entrepris de cloner les séquences codantes pour les domaines 

fonctionnels présents dans le fragment PARP-89 (ZnFIII, BRCT, WGR, PARP_Reg, 

PARP_Cat) afin de pouvoir produire des mutants de délétion correspondant à chaque domaine 

fusionné en position N-terminale à la GST. A ce jour, seul le mutant de délétion GST-BRCT a 

pu être produit (Figure 51b). Ce mutant de délétion a permis, en l’immobilisant sur des billes 

de sépharose®/glutathion, d’effectuer des expériences de « GST pull-down » en utilisant des 

protéines Ets-1 (pleine longueur) et Ets-1 p27. Les résultats démontrent que les deux 

isoformes d’Ets-1 interagissent avec le mutant GST-BRCT de la PARP-1 (Figure 52b, 

colonnes 1 à 6). Afin, de réduire encore la zone d’interaction sur Ets-1, nous avons également 

testé l’interaction entre le mutant GST-BRCT et le mutant Ets-1 ΔN331 par des expériences 

de « GST pull-down ». Les résultats confirment l’interaction entre les deux mutants (Figure 

52b, colonnes 7 à 9). Nous avons donc pu ainsi déterminer qu’Ets-1 interagit par son 

extrémité C-terminale avec le domaine BRCT de la PARP-1.  
 

 
Figure 52 : Cartographie des zones minimales d’interaction entre Ets-1 et la PARP-1.  
a) Résultats des « streptavidin pull-down » analysés par « Western blot » à l’aide d’un anticorps dirigé contre la 
partie C-terminale de la PARP-1 (panneau de gauche) ou contre l’étiquette 6His (panneau de droite). Dans les 
conditions 1 à 3 les billes ont été incubées avec 1 µg de protéine PARP-1, dans les conditions 5 et 6 avec 800 ng 
de protéine 6His-PARP-89 et dans les conditions 7 et 8 avec 220 ng  de protéines 6His-PARP-24. Les « Inputs » 
correspondent aux quantités totales de protéines incubées. b) Résultats des « GST pull-down » analysés par 
« Western blot » à l’aide d’un anticorps dirigé contre la partie C-terminale d’Ets-1 (C20).  Dans les conditions 1 
à 3 les billes ont été incubées avec 1 µg de protéine Ets-1 (pleine longueur), dans les conditions 4 à 6 avec 500 
ng de protéine Ets-1 p27 et dans les conditions 7 à 9 avec 250 ng de protéine Ets-1 ΔN331. 
 

b) 

a) 

1      2     3     4 

5     6      7       8                9     10 

1      2     3     

4  5   6     

7   8   9     
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IV/ Conclusion et discussion 
 

 Lors de cette étude nous avons déterminé les zones minimales d’interaction entre Ets-1 

et l’hétérodimère Ku du complexe DNA-PK. Nous avons pu montrer qu’Ets-1 contacte par 

son extrémité C-terminale, composée du domaine ETS et d’un domaine inhibiteur, le domaine 

SAP de la sous-unité Ku70. Or, des travaux ont démontré que les protéines capables de 

stimuler l’activité kinasique du complexe DNA-PK en absence d’ADN interagissent avec ce 

complexe via Ku70 [514, 517]. De plus, dans le cas des protéines à homéodomaine comme 

Oct-1, il a était observé que l’interaction se faisait via l’extrémité C-terminale de Ku70, et 

donc, par le domaine SAP [517]. Le domaine SAP est composé de trois hélices α et d’un long 

bras flexible [516]. Il s’agit donc d’un court domaine très mobile [516]. Il est essentiel au 

complexe DNA-PK. Lorsque l’hétérodimère Ku se lie aux cassures double-brin, le domaine 

SAP stabilise cette liaison en se fixant dans un sillon de l’ADN [516]. C’est cette stabilisation 

qui permet de recruter efficacement la DNA-PKcs via l’extrémité C-terminale de Ku80 [516]. 

Nous pouvons donc constater que ce mécanisme est un enchaînement complexe de 

changement conformationnel. Le domaine SAP, très flexible, lie l’ADN, il provoque un 

changement de conformation de Ku70 qui se transmet à Ku80 qui peut finalement recruter la 

DNA-PKcs. De ce fait, nous pouvons supposer que le domaine SAP pourrait fonctionner 

comme un interrupteur de l’activité kinasique du complexe DNA-PK. Cela laisse à penser 

qu’Ets-1 pourrait donc activer le complexe DNA-PK en interagissant avec le domaine SAP.  

 De plus, cette interaction entre Ets-1 et Ku70 pourrait expliquer certaines observations 

faites par notre groupe lors de la caractérisation fonctionnelle de l’interaction entre Ets-1 et le 

complexe DNA-PK. En effet, nous avons pu observer que la surexpression de Ku80 engendre 

une diminution de l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 sur les promoteurs de la collagénase-1 

(MMP-1) et de la stromélysine-1 (MMP-3) [138]. L’excès de Ku80 est connu pour favoriser 

la formation de complexes Ku80/DNA-PKcs, qui n’ont pas d’activité kinasique, au dépend du 

complexe actif Ku80/Ku70/DNA-PKcs [139]. Nous pouvons donc désormais penser que si 

Ets-1 n’interagit pas avec Ku80, cette sous-unité peut séquestrer la DNA-PKcs qui devient 

non accessible pour Ets-1. Cette oncoprotéine ne sera donc plus phosphorylée par le complexe 

DNA-PK, ce qui pourrait expliquer les conséquences négatives de l’excès de Ku80 sur son 

activité transcriptionnelle. 

 Ces résultats nous offrent donc un aperçu concret des modalités d’interaction entre 

Ets-1 et le complexe DNA-PK et aident à la compréhension du lien fonctionnel qui existe 

entre ces protéines. 
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 Nous avons pu également démontrer l’interaction entre l’extrémité C-terminale d’Ets-

1 et le domaine BRCT de la PARP-1.  

Nous avons d’abord pu montrer qu’Ets-1 interagit avec le fragment PARP-89. Ceci 

confirme nos résultats montrant que l’interaction entre la PARP-1 et Ets-1 est indépendante de 

l’ADN car le fragment PARP-89 ne se lie pas à l’ADN [518]. 

L’interaction entre Ets-1 et le domaine BRCT donne également des informations sur le 

mécanisme de PARylation d’Ets-1. En effet, il a été observé que la plupart des protéines qui 

sont PARylées par la PARP-1 interagissent au niveau du domaine BRCT (voir Introduction, 

Deuxième partie, Chapitre II §II). Cela leur permet d’être à proximité du domaine catalytique 

de la PARP-1. 

La question de départ était de comprendre comment Ets-1 stimule l’activité catalytique 

de la PARP-1. Très peu de choses sont connues au niveau moléculaire sur l’activation de la 

PARP-1. En effet, le mécanisme d’activation de la PARP-1 par l’ADN n’a été caractérisé que 

très récemment (voir Introduction, Deuxième partie, Chapitre II §I-2-1). Le BRCT n’est pas 

impliqué dans ce mécanisme mais, compte-tenu du fait que l’activation de la PARP-1 par Ets-

1 se fait en absence d’ADN, il est parfaitement possible que les domaines de la PARP-1 

responsables de l’activation soient différents. Il a d’ailleurs été démontré que le seul 

événement essentiel à l’activation de la PARP-1 est un changement conformationnel au sein 

du domaine PARP_Reg [305]. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour 

déterminer si une interaction au niveau du domaine BRCT peut engendrer un tel changement. 

 Enfin, à ce jour, nous ne pouvons pas affirmer qu’il n’existe pas d’autres zones 

d’interaction pour Ets-1 sur la PARP-1. En effet, nous n’avons pas pu effectuer d’expériences 

de « pull-down » avec les autres domaines du fragment PARP-89 (ZnFIII, WGR, PARP_Reg 

et PARP_Cat). Si l’on se réfère au cas de l’interaction entre AP-2α et la PARP-1. Il existe une 

interaction entre AP-2α et le BRCT mais également avec le domaine catalytique de la PARP-

1 [454]. Or, comme la relation fonctionnelle entre AP-2α et la PARP-1 est similaire à celle 

que l’enzyme partage avec Ets-1 (voir Résultats, Chapitre II, §III), nous pouvons donc 

imaginer qu’une zone de liaison puisse exister pour Ets-1 dans le domaine catalytique de la 

PARP-1. Cette éventualité devra être testée.  
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Conclusion générale et perspectives 
 
 
 
 La problématique guidant les travaux de notre groupe, a toujours été de comprendre la 

nature des régulations qui donnent à l’oncoprotéine Ets-1 sa spécificité d’action lors de la 

progression tumorale. Nous avons décrit, en introduction de ce manuscrit, certains 

mécanismes à l’origine de cette spécificité d’action. Ainsi, nous avons pu voir les modalités 

de liaison à l’ADN d’Ets-1 qui le différencie des autres membres de la famille Ets. Parmi 

celles-ci, la reconnaissance de variations dans la séquence consensus de liaison à l’ADN ou 

encore la fixation sur des organisations particulières d’EBS telles que les EBS en palindrome. 

Nous avons aussi abordé l’auto-inhibition de liaison à l’ADN d’Ets-1 qui a une fonction 

majeure dans la sélection des gènes cibles de l’oncoprotéine ; cette auto-inhibition est régulée 

par de nombreux mécanismes qui font appel à des modifications post-traductionnelles d’Ets-1 

ou à des interactions protéine-protéine.  

  

 L’objectif de cette Thèse était d’identifier de nouveaux partenaires protéiques d’Ets-1 

afin de pouvoir comprendre comment ses partenaires, par des interactions protéine-protéine 

ou par des modifications post-traductionnelles, peuvent réguler finement la spécificité 

d’action d’Ets-1 dans le contexte du cancer. Les résultats obtenus au cours de cette Thèse 

apportent des éléments supplémentaires à cette compréhension et définissent de nouvelles 

régulations de l’oncoprotéine Ets-1. 

 

Identification de nouveaux partenaires de l’oncoprotéine Ets-1  
 

 Lors de l’identification de partenaires d’interaction d’une protéine, le choix de la 

stratégie à utiliser est un élément déterminant. Dans le cas d’Ets-1, les stratégies employées 

ont toujours eu comme défaut d’être basées sur la présomption de l’existence d’une 

interaction. Cela a permis d’identifier un bon nombre de partenaires protéiques d’Ets-1 mais a 

aussi eu pour conséquence de trop souvent confiner cette oncoprotéine à un simple rôle de 

facteur de transcription. En effet, ces partenaires sont pour la plupart soit eux-mêmes des 

facteurs de transcription soit des co-régulateurs transcriptionnels.  

 Pourtant, l’analyse des fonctions d’Ets-1 montre que cette oncoprotéine est capable de 

s’intégrer dans de nombreux processus comme le développement embryonnaire, la migration 

et l’invasion cellulaire, l’inflammation ou encore l’apoptose. La régulation de ces processus 
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nécessite qu’Ets-1 soit en contact direct avec des protéines qui fonctionnent comme des 

senseurs intégrant les différentes voies de signalisation. Certes, des travaux ont montré 

qu’Ets-1 était la cible de plusieurs kinases telles qu’Erk-2 et la CaMKII. Néanmoins, l’action 

de ces enzymes ne suffit pas à expliquer comment Ets-1 peut avoir des rôles aussi diversifiés 

qui semblent indiquer l’implication d’autres voies de signalisation. 

 L’utilisation d’une stratégie, sans a priori, d’identification des partenaires d’interaction 

d’Ets-1 nous a permis de mettre en évidence l’existence d’un lien inédit entre l’activité 

transcriptionnelle de cette oncoprotéine et des enzymes de réparation de l’ADN, comme le 

complexe DNA-PK et la PARP-1, qui fonctionnent comme de véritables senseurs du stress 

cellulaire. En effet, leur activité varie en fonction du niveau de stress ce qui leur permet de 

réguler différemment leurs partenaires en fonction du contexte cellulaire. Ceci pourrait 

expliquer pourquoi la régulation de l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 est tellement 

dépendante du contexte cellulaire et comment Ets-1 peut intervenir à la fois dans la 

prolifération de la cellule et dans l’apoptose. De plus, nous avons également montré qu’Ets-1 

peut recruter des partenaires impliqués dans l’épissage alternatif et la maturation des ARNm. 

Ces données laissent penser que toutes ces protéines pourraient être rassemblées au sein d’un 

même complexe macromoléculaire multifonctionnel qui fonctionnerait comme un carrefour 

d’intégration des voies de signalisation cellulaire. 

 

 Les perspectives à la fin de cette étude sont vastes. Il faudra tout d’abord évaluer 

l’impact de chacun des nouveaux partenaires, dont l’interaction a été validée, sur l’activité 

transcriptionnelle d’Ets-1 comme nous l’avons fait avec le complexe DNA-PK et la PARP-1. 

D’après les données présentes dans la littérature, il semblerait que la RHA et SFPQ sont 

probablement des co-régulateurs positifs de l’activité transcriptionnelle d’Ets-1. En effet, la 

RHA stimule l’activité transcriptionnelle d’EWS-Fli-1, d’Erg et d’Er-81 (voir p. 159). Quant 

à SFPQ, son expression augmente lors de la cancérisation et elle stimule la transactivation de 

gènes cibles d’Ets-1 comme la prolactine et p16INK4A (voir p. 159). Cette hypothèse pourra 

être confirmée par des expériences d’ARN interférence visant à réprimer l’expression de la 

RHA et de SFPQ au sein de cellules exprimant Ets-1. Nous pourrons alors observer les 

variations d’expression des gènes cibles d’Ets-1 en effectuant des expériences de RT-PCR 

quantitative et ainsi déterminer si l’expression de la RHA et de SFPQ favorise ou non 

l’activité transcriptionnelle d’Ets-1. Une fois ceci déterminé, nous pourrons alors envisager de 

regarder si toutes ces protéines (DNA-PK, PARP-1, RHA, SFPQ et Ets-1) se retrouvent dans 

un même complexe au sein de la cellule et tenter de comprendre comment elles peuvent 
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interagir entre elles. Ceci permettrait d’établir un modèle de régulation qui pourrait faire le 

lien entre l’intégration des voies de signalisation, la transcription et le contrôle de la 

maturation de l’ARNm transcrit. 

   

Régulation du taux de protéine Ets-1 par  l’enzyme PARP-1 
 

 Nous avons pu démontrer que la PARP-1 régule, par PARylation, le taux de protéine 

Ets-1 dans les cellules cancéreuses. Cette régulation permet de conserver un taux stable d’Ets-

1 afin d’empêcher que son accumulation provoque dans la cellule des dommages à l’ADN ce 

qui aboutit à la mort cellulaire. L’ensemble des données exposées en Introduction montre que 

la hausse de l’activité de la PARP-1 coïncide souvent avec l’expression d’Ets-1. En effet, Ets-

1 stimule la prolifération cellulaire lors de la transition G1/S du cycle cellulaire, là où 

l’expression de la PARP-1 est la plus forte (voir p. 70 et p. 111). L’activité de la PARP-1 est 

également plus élevée lors de la différenciation de l’endoderme, des lymphocytes B et des 

neurones (voir p. 140) ; processus dans lesquels l’expression d’Ets-1 est aussi essentielle (voir 

respectivement p. 51, p. 75 et p. 81).  

 De plus, la dérégulation de l’activité de la PARP-1 correspond de la même manière à 

une perturbation du taux d’Ets-1. Ainsi, lors de la sénescence réplicative, le taux de 

PARylation chute dans la cellule (voir p. 137) alors que la protéine Ets-1 s’accumule 

fortement (voir p. 71), ce qui est en parfaite corrélation avec nos résultats obtenus dans les 

cellules cancéreuses. Enfin, lors de l’apoptose, la PARP-1 et Ets-1 sont toutes les deux clivées 

par la caspase-3 afin de ne pas perturber l’aboutissement de la mort cellulaire (voir p. 72 et p. 

138). 

 La PARP-1 et Ets-1 semblent également en relation lors de certaines pathologies. 

L’expression d’Ets-1 est fortement liée à de nombreux cancers (voir p. 83-84) tout comme 

l’augmentation de l’expression de la PARP-1 et de la PARylation (voir p. 141-142). Ce 

rapport se retrouve aussi dans la polyarthrite rhumatoïde et l’athérosclérose (voir p. 87-88 et 

p.146).  

 Il semblerait donc que lorsque l’activité transcriptionnelle d’Ets-1 est requise, l’activité 

de la PARP-1 augmente afin de compenser le stress cellulaire que pourrait provoquer 

l’expression de cette oncoprotéine. A l’inverse, la perturbation de cet équilibre entre l’activité 

transcriptionnelle d’Ets-1 et la PARylation aurait pour conséquence la sénescence ou la mort 

cellulaire. 
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  Afin de comprendre comment s’établit cet équilibre, il est nécessaire de caractériser le 

mécanisme précis qui permet à la PARP-1 de réguler le taux d’Ets-1. Nous savons d’ores et 

déjà que ce mécanisme passe par la PARylation d’Ets-1 dans sa partie C-terminale. De plus, 

nous avons montré que l’accumulation d’Ets-1 lors de l’inhibition de la PARylation était 

probablement liée à un défaut de sa dégradation par le protéasome. 

 

 Tout d’abord, il serait intéressant de déterminer les sites exacts de PARylation dans la 

séquence d’Ets-1. Cette identification est complexe car il n’existe pas de séquence consensus 

de PARylation. Cependant, il est possible de déterminer par spectrométrie de masse quel 

fragment de la protéine Ets-1, obtenu par digestion trypsique, est PARylée. Cela permettrait 

de grandement réduire la zone d’investigation. Par la suite, il faudra procéder à une mutation 

ponctuelle et systématique de chaque acide glutamique, aspartique et lysine. Ces mutants 

d’Ets-1 devront alors être produits sous forme de protéines recombinantes et leur PARylation 

devra être évaluée in vitro. Il y a dix résidus d’acide glutamique, dix-neuf résidus d’acide 

aspartique et dix-sept résidus de lysine dans la partie C-terminale d’Ets-1. L’étape de 

réduction de la zone d’investigation par spectrométrie de masse paraît donc indispensable, 

surtout qu’il existe vingt-quatre sites de clivage potentiels pour la trypsine dans la partie C-

terminale d’Ets-1 (d’après le logiciel en ligne PeptideCutter). Cela permettrait de réduire 

efficacement la zone PARylée à quelques acides aminés. 

 

 Ensuite, il faudra démontrer le lien entre la PARylation d’Ets-1 et son ubiquitination qui 

est responsable de sa dégradation par le protéasome. L’existence d’E3 ligases, qui 

ubiquitinylent les protéines PARylées, va dans ce sens (voir p. 119). Afin de démontrer que 

l’inhibition de la PARylation peut diminuer l’ubiquitination d’Ets-1, des co-transfections 

transitoires peuvent être effectuées avec un vecteur d’expression d’Ets1 et un vecteur 

exprimant de l’ubiquitine étiquetée 6His dans des cellules HeLa. Ces cellules seront soumises 

ou non à l’inhibition de la PARP-1 ainsi qu’à un inhibiteur du protéasome (MG132) pour 

éviter la dégradation des protéines ubiquitinées. Les protéines couplées à de l’ubiquitine 6His 

seront ensuite purifiées. Après analyse par « Western Blot », la quantité d’Ets-1 ubiquitinylée 

dans la cellule pourra alors être évaluée. Si cette quantité est inférieure lors de l’inhibition de 

la PARylation, ce sera la démonstration que cette modification post-traductionnelle favorise 

l’ubiquitination d’Ets-1. 
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 Enfin, il serait nécessaire de savoir quelle E3 ligase pourrait être responsable de 

l’ubiquitination des protéines Ets-1 PARylée. Dans ce but, il faudrait tout d’abord savoir 

quelles E3 ligases sont exprimées dans les cellules où nous avons pu observer une 

accumulation d’Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1 (cellules HeLa, MDA-MB-231, MCF-

7 et HEK-293). Les deux plus connues sont RNF146 et CHFR. Néanmoins, d’autres E3 

ligases pouvant être stimulées par la PARylation ont été identifiées [304]. Celles qui sont 

exprimées dans les différentes lignées cellulaires que nous avons utilisées pourront alors être 

réprimées par ARN interférence. Si l’une de ces enzymes est impliquée dans la dégradation 

d’Ets-1, sa suppression provoquera l’accumulation de l’oncoprotéine. 

 

L’accumulation d’Ets-1 provoque l’augmentation des dommages à l’ADN 

lors de l’inhibition de la PARP-1 
 

 Nous avons constaté que l’accumulation d’Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1 

conduit à l’augmentation de dommages à l’ADN sous forme de cassures double-brin 

caractérisées par la phosphorylation des histones H2AX. Si nous avons pu démontrer que ces 

dommages étaient spécifiquement liés à Ets-1, les raisons de ce phénomène restent à éclaircir. 

 

 En tant que facteur provoquant l’inflammation et la migration cellulaire, Ets-1 est connu 

pour stimuler la production de ROS qui interviennent dans ces deux processus. En effet, Ets-1 

permet l’expression de protéines impliquées dans la production de l’H2O2, comme la sous-

unité du complexe NADPH oxydase, p47phox, ou dans la production de NO•, telle que 

l’enzyme iNOS [519, 520]. De plus, la métalloprotéase stromélysine-1 (MMP-3), dont 

l’expression augmente lors de l’accumulation d’Ets-1, permet l’activation du complexe 

NADPH et donc augmente la production d’H2O2 [521]. Dans l’hypothèse où l’accumulation 

d’Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1 engendrerait une plus forte production de ROS, 

ceux-ci pourrait provoquer l’altération de bases qui seraient converties en cassures simple-

brin de l’ADN. Comme la PARP-1 inhibée ne peut plus prendre en charge ces cassures, elles 

seraient converties en cassures double-brin lors de la phase S du cycle cellulaire. Afin de 

confirmer cette hypothèse, nous devons : (1) montrer l’augmentation d’expression de 

p47phox ou d’iNOS lors de l’accumulation d’Ets-1 par RT-PCR quantitative, (2) observer une 

plus forte production de ROS, par leur dosage, et (3) démontrer qu’il y a altération des bases 
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de l’ADN par l’attaque de ROS en utilisant des marqueurs spécifiques de ce genre de lésion 

comme la détection de 8-Oxo-2'-deoxyguanosines. 

 

 Il est également possible que l’accumulation d’Ets-1 augmente le nombre de dommages 

double-brin de l’ADN en accélérant le cycle cellulaire. En effet, Ets-1 favorise la transition 

G1/S. Cette transition permet normalement le contrôle de l’intégrité du génome avant la phase 

S de réplication de l’ADN. Si le fort taux d’Ets-1 permet de forcer le passage en phase S, cela 

pourrait provoquer l’aggravation de dommages à l’ADN déjà présents en phase G1 et qui 

auraient dû être réparés avant la transition vers la phase S. Pour confirmer cela, des 

expériences pourront être menées en cytométrie de flux afin de déterminer si les cellules, 

accumulant Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1, ont tendance à entrer plus rapidement en 

phase S avant de mourir des conséquences de l’augmentation des dommages à l’ADN. 

  

 Enfin, nous ne pouvons pas écarter une implication directe d’Ets-1 dans les mécanismes 

de réparation de l’ADN. De très récents travaux ont montré qu’Ets-1 permettait la répression 

de l’expression des protéines BRCA1/2 et que cela sensibilisait les cellules à l’inhibition de la 

PARP-1 [497]. Ces résultats ont été obtenus par la suractivation de la voie Erk-2 qui permet 

de stimuler fortement l’activité transcriptionnelle d’Ets-1. Nous pouvons supposer que 

l’accumulation d’Ets-1 pourrait avoir les mêmes conséquences que la suractivation d’Erk-2 et 

donc engendrer le renforcement de la répression de l’expression de BRCA1/2. Cela pourra 

être confirmé par l’analyse de l’expression de BRCA1/2 par RT-PCR quantitative dans des 

cellules qui accumulent Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1.  

 

Utilisation des inhibiteurs de la PARP-1 dans une stratégie de ciblage des 

tumeurs exprimant Ets-1 
  

 Les travaux  menés lors de cette Thèse laissent penser que l’expression d’Ets-1 pourrait 

constituer un biomarqueur de sensibilité aux inhibiteurs de la PARP-1. En effet, sous 

inhibition de la PARP-1, les cellules cancéreuses qui accumulent Ets-1 sont victimes de 

nombreux dommages à l’ADN qui les conduit à leur mort. Ces résultats sont en parfaite 

corrélation avec les travaux qui présentent également les protéines de fusion Ets comme 

biomarqueurs de sensibilité à la PARP-1 (voir p. 144-145). Néanmoins, dans le cas d’Ets-1, 

l’accumulation de cette oncoprotéine dans les cellules cancéreuses pourrait être un sujet 

 
 

197 



d’inquiétude quant à l’émergence de cellules résistantes au traitement par inhibition de la 

PARP-1, et qui pourrait être potentiellement plus aggressive du fait d’un taux d’Ets-1 plus 

élevé. Cette possibilité doit donc être sérieusement étudiée.  

 

 Tout d’abord, Ets-1 est un facteur de transcription, et donc, son action pro-tumorale 

passe avant tout par la transactivation de gènes cibles qui codent pour des protéines 

directement impliquées dans des processus de cancérisation tels que la migration, l’invasion 

ou la néo-angiogenèse. Un fort taux d’Ets-1 n’a donc des conséquences pro-tumorales que si 

l’expression de ce genre de gènes cibles est stimulée. De plus, Ets-1 transactive également des 

gènes impliqués dans la sénescence et l’apoptose. Il est particulièrement intéressant de noter 

que ces gènes contiennent principalement des EBS de faible affinité pour Ets-1 (caspase1), 

des EBS où l’oncoprotéine est en compétition pour leur liaison avec certains de ses co-

répresseurs (p16ink4a) ou encore des EBS dégénérés (tp53). Ils sont donc préférentiellement 

activés grâce à un fort taux d’Ets-1 dans la cellule. C’est pourquoi, une analyse par RT-PCR 

quantitative pourra être effectuée sur des ARNm de différents gènes cibles d’Ets-1 en 

présence ou non d’inhibiteurs de la PARP-1 et qui sont soit : (1) impliqués dans la 

cancérisation comme les métalloprotéases stromélysine-1, gélatinase-B et collagènase-1 ainsi 

que l’uPA, soit (2) connus pour leur activité anticancéreuse comme p16INK4a, p53 ou la 

caspase-1. Ceci nous permettra d’évaluer la pertinence d’une thérapie anticancéreuse ciblant 

Ets-1 via des inhibiteurs de la PARP-1 en nous faisant présager le devenir des cellules 

accumulant l’oncoprotéine. 

 

 Ensuite, afin de mieux appréhender les conséquences cellulaires de l’accumulation 

d’Ets-1 lors de l’inhibition de la PARP-1, nous devrons étudier le phénotype tumoral de 

cellules cancéreuses traitées par ces inhibiteurs et exprimant ou non Ets-1. Nous pourrons 

alors évaluer : (1) la croissance cellulaire, (2) la transformation des cellules par des 

expériences de croissance sans ancrage en agar mou, (3) le pouvoir invasif des cellules par 

des tests en chambre d’invasion MatrigelTM et (4) l’émergence de cellules résistantes au 

traitement et déterminer si celle-ci est due à un fort taux d’Ets-1.  Ceci nous permettra de 

vérifier, si le ciblage des cellules cancéreuses exprimant Ets-1 par les inhibiteurs de la PARP-

1, s’avère une stratégie envisageable. 

 

 
 

198 



 Enfin, Ets-1 est impliquée dans la résistance aux agents de chimiothérapie comme le 

cisplatine, la doxorubicine, la gemcitabine ou encore le paclitaxel. Nous pourrions donc 

déterminer si l’utilisation d’inhibiteurs de la PARP-1 combinés à ces chimiothérapies permet 

de contourner la résistance induite par Ets-1, ou si au contraire, du fait de l’accumulation de 

l’oncoprotéine cette résistance augmente. 

 

Il est essentiel d’évaluer les conséquences d’une accumulation d’Ets-1 due à l’action 

des inhibiteurs de la PARP-1. Si celle-ci est néfaste pour les cellules cancéreuses, non 

seulement l’expression d’Ets-1 serait considérée comme un biomarqueur de sensibilité au 

traitement, mais cela pourrait représenter également la toute première voie thérapeutique 

pouvant cibler spécifiquement les tumeurs exprimant Ets-1. 

   

Etude des interactions entre Ets-1 et les deux enzymes DNA-PK et PARP-1   
 

 Nous avons pu mettre en évidence qu’Ets-1 interagit via son extrémité C-terminale (Ets-

1 ΔN331) avec le domaine SAP de la sous-unité Ku70 ainsi qu’avec le domaine BRCT de la 

PARP-1.  

  

 Une perspective de cette étude serait de déterminer la structure tridimensionnelle des 

complexes formés par l’extrémité C-terminale d’Ets-1 avec d’une part le domaine SAP de 

Ku70 et d’autre part le domaine BRCT de la PARP-1. Les structures de la partie C-terminale 

d’Ets-1, du domaine BRCT et du domaine SAP ont été résolues soit par radiocristallographie, 

soit par RMN  (voir p. 27 et p. 104) [516]. Par conséquent, nous pourrons tenter de co-

cristalliser ces domaines en interaction afin de déterminer les zones de contact essentielles et 

de déterminer la structure du complexe. En outre, du fait de l’existence des données 

structurales pour chacun des domaines, il devrait être également possible de compléter cette 

approche structurale par la modélisation moléculaire des complexes. Ces études structurales 

devraient permettre de mettre en évidence les résidus essentiels à ces interactions. Il sera alors 

possible de cribler de nombreux composés chimiques, au sein des banques d’inhibiteurs 

d’interaction existantes, afin de trouver des molécules capables d’inhiber spécifiquement 

l’interaction entre Ets-1 et la PARP-1 ou entre Ets-1 et Ku70.  
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 Ceci devrait aboutir à l’utilisation de ces inhibiteurs d’interaction pour : (1) étudier les 

conséquences de ces inhibitions sur le devenir cellulaire en terme de survie et de phénotypes, 

(2) trouver une alternative plus spécifique à l’utilisation d’inhibiteurs catalytiques de la 

PARP-1 ou du complexe DNA-PK pour comprendre comment ceux-ci régulent l’activité 

transcriptionnelle d’Ets-1 et (3) évaluer, éventuellement, l’intérêt de ces inhibitions au sein 

d’une stratégie thérapeutique.  

 

 

 

 En conclusion, l’identification des partenaires protéiques d’Ets-1 ainsi que la 

compréhension de la régulation de son activité sont essentielles pour appréhender la fonction 

de ce facteur mais illustrent surtout la complexité de son mode d’action. En effet, Ets-1 est 

très finement régulée en fonction du contexte cellulaire. La moindre perturbation de cette 

régulation peut aboutir à la déstabilisation de l’homéostasie de la cellule. La complexité des 

mécanismes qui contrôlent l’activité d’Ets-1 fait que celle-ci agira d’une façon donnée dans 

un contexte bien précis. Cette complexité apparaît donc, de façon paradoxale, comme un 

événement clef de la spécificité d’action d’Ets-1. En d’autres termes, c’est grâce à cette 

complexité qu’Ets-1 peut réguler spécifiquement les nombreux processus cellulaires dont il 

est l’effecteur.  
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Matériel et méthode complémentaire 

 
Clonage de la séquence codant pour le domaine BRCT de la PARP-1 dans le vecteur 

pGEX-2TK. 

 

 Pour produire la protéine de fusion GST-BRCT, la séquence du domaine BRCT de la 

PARP-1 humaine a été amplifiée par PCR en utilisant les primers suivants :  

5'-CAGTAGGGATCCGCTGCTGTGAACTCCTCTGC-3',  

5'-GTCAACGAATTCGGACAAGATGTGCGCTAAGA-3'. 

Elle a ensuite été clonée, entre deux sites de restriction pour les enzymes BamHI et EcoRI, 

dans un vecteur d’expression procaryote pGEX-2TK (GE Healthcare®) qui permet la fusion 

avec la séquence de la GST en position N-terminale.   

 

Expression et purification des protéines Ets-1 biotinylées 

 

Les protéines Ets-1 biotinylées ont été produites grâce au principe du système Impact-

T7TM adapté pour induire la biotinylation [508]. Les bactéries (E. coli, ER2566, New England 

Biolabs®) ont été transformées avec deux vecteurs, pTyb2-tag-Ets-1 et pCY216-BirA (codant 

la biotine ligase BirA). Plusieurs clones bactériens sont mis en culture dans 50 ml de milieu 

2XTY (caséine digérée 1,6 %, extrait de levure 1 %, NaCl 0,5 %), en présence d’ampicilline 

(50 µg/mL), de chloramphénicol (10 µg/mL) et de glucose (0,5 %), à 30°C sous agitation 

rotative. Lorsque la densité optique atteint une valeur de 1, la culture est diluée au ½ en 

ajoutant 50 ml de milieu 2XTY, additionné d’ampicilline (50 µg/mL), de chloramphénicol (10 

µg/ml), de glucose (0,5 %) et de vitamine B1 (2,5 µg/mL), puis remise sous agitation rotative 

à 37°C, jusqu’à atteindre sa phase exponentielle. La suspension bactérienne est ensuite 

centrifugée à 4 000 g durant 10 minutes. Le culot est repris dans 200 ml de milieu 2XTY, 

additionné d’ampicilline (50 µg/mL), de chloramphénicol (10 µg/mL), de vitamine B1 (2,5 

µg/mL), de biotine (2,5 µg/mL), d’arabinose (0,01 %), et d’IPTG (isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) (0,3 mM) (Roche®) et mis sous agitation à 30°C pendant trois heures. 

Afin de purifier Ets-1 biotinylée, 200 mL de culture bactérienne sont centrifugés à 4 000 g 

pendant 10 minutes. Le culot est rincé dans 25 ml de PBS (Phosphate Buffer Saline) et 

centrifugé à 2 700 g pendant 15 minutes. Le culot bactérien est ensuite repris dans 20 mL de 

tampon de colonne (Tris 50 mM, EDTA 0,1 mM, NaCl 150 mM, pH=8,0), en présence de 
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DNAse I (20 µg/mL) (Roche®) et d’inhibiteurs de protéases CompleteTM C (Roche®). Puis, 

les bactéries sont lysées grâce à l’EmulsiFlex-C3 (Avestin®). Le lysat bactérien est centrifugé 

à 12 000 g. Le surnageant est chargé sur une colonne de 5 mL de billes de chitine, (Chitin 

BeadsTM, New England Biolabs®). Après lavage de la colonne, les billes sont incubées dans 

une solution de DTT (30 mM) pendant environ 16 heures à 4 °C. Les protéines Ets-1 

biotinylées sont alors éluées avec 7 mL de tampon de colonne et conservées à -80 °C. 

 

Expression et purification des protéines étiquetées 6His et  fusionnées à la GST 

 

Les vecteurs pGEX-2TK codant pour GST-Ku80, GST-Ku70 et les différents mutants GST-

Ku70 ont été obtenus auprès du Professeur Jackson, Université de Cambridge, Royaume-Uni 

[515]. Les vecteurs pET32a-6His-PARP-24 et pET32a-6His-PARP-89 nous ont été 

gracieusement fournis par le Professeur Satoh, Université de Laval, Québec, Canada [326]. 

Les vecteurs ont été utilisés pour la transformation de bactéries E. coli (BL21-(DE3)-pLysS). 

Plusieurs clones bactériens sont mis en culture dans 50 mL de milieu 2XTY, en présence 

d’ampicilline (50 µg/mL), et de glucose (0,5 %), à 30 °C sous agitation rotative. Lorsque la 

densité optique atteint une valeur de 1, la culture est diluée au ½ en ajoutant 50 ml de milieu 

2XTY, additionné d’ampicilline (50 µg/mL), de glucose (0,5 %) et de vitamine B1 (2,5 

µg/mL), puis remise sous agitation rotative à 30 °C, jusqu’à atteindre sa phase exponentielle. 

La suspension bactérienne est alors centrifugée à 4 000 g durant 10 minutes et le surnageant 

est ôté. Le culot est repris dans 200 mL de milieu 2XTY, additionné d’ampicilline (50 

µg/mL), de vitamine B1 (2,5 µg/mL) et d’IPTG (0,3 mM). L’induction se déroule à 30 °C, 

sous agitation, durant environ 16 heures. Les bactéries sont lysées comme précédemment 

décrit. Pour les protéines fusionnées à la GST, elles sont purifiées sur 1 mL de billes 

d’agarose/glutathion (GST-bindTM Resin, Novagen®) à 4 °C, sous agitation rotative, pendant 

16 heures. Après lavage de la colonne, les billes chargées de protéines fusionnées à la GST 

sont conservées à 4°C. Pour les protéines étiquetées 6His, elles sont purifiées sur 1 mL de 

billes de sépharose®/Nickel (His CatchTM, Bioline®) à 4 °C, sous agitation rotative, pendant 

16 heures. Après lavage de la colonne, les protéines sont éluées par une solution d’imidazole 

(30 mM) (Sigma-Aldrich®) et conservées à -80 °C. Les protéines étiquetées 6His sont 

détectées lors des « Western Blot » grâce à l’anticorps de lapin anti-Poly-His H-15 (Santa 

Cruz Biotechnology®). 
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GST pull-down 

 

20 µL de billes d’agarose/glutathion chargées des différentes protéines de fusion GST 

de billes sont saturées dans 100 µL de solution de SAB (17 mg/mL) sous agitation rotative, 

pendant 30 minutes à 4 °C. Puis elles sont incubées soit avec 1 µg de protéine Ets-1, soit avec 

500 ng de protéine Ets-1 p27 soit avec 250 ng de protéine ΔN331 pendant 1 heure à 4°C, sous 

agitation rotative. Les billes sont ensuite rincées 8 fois dans 500 µl de tampon de colonne 

additionné de Triton X-100 (0,5 %) et d’IGEPAL (0,5 %). Les protéines fixées sont enfin 

éluées par ébullition dans du tampon Laemmli. 
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