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Pour clarifier la compréhension du texte, nous avons convenu de la présentation 

suivante : les gènes sont mis en caractères italiques et les produits des gènes en 
caractères Droits. Les protéines Bts sont classées en GROUPES et 

SOUS-GROUPES écrits en majuscules. 
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RÉSUMÉ 

Les protéines de la famille ETS sont des facteurs de transcription 
constituant une nouvelle famille de protéines eucaryotiques se liant à l'ADN. Ces 
protéines ont au moins en commun le domaine de liaison à l'ADN, appelé domaine 
ETS, qui constitue un nouveau motif structural de reconnaissance ADN-protéines et 
qui permet de les classer en différents groupes. Elles reconnaissent une cible 
nucléotidique riche en purine (GGA) et plusieurs protéines sont capables de 
reconnaître le même motif. La spécificité et la sélectivité d'action sur la régulation 
de gènes particuliers, en dépit de la reconnaissance de séquences nucléotidiques 
proches, constituent l'originalité de cette famille de facteurs de transcription. Ainsi, 
ces protéines interagissent avec d'autres protéines de régulation pour former des 
complexes stables nécessaires à l'activation de la transcription de gènes uniques, 
parfois dans un type cellulaire spécifique. 

Dans le cadre d'une étude phylogénique, nous avons recherché la présence 
de membres de la famille ETS chez l'Annélide Polychète, Nereis diversicolor. 

Nous avons identifié deux gènes appartenant aux groupes ETS et ERG de 
cette famille. 

La partie identifiée du gène ets de néréis, traduite en acides aminés, 
présente une homologie importante avec les séquences des protéines Ets de l'homme, 
de la drosophile et de l'oursin. 

Nous avons une connaissance plus complète de l'erg de néréis. Le 
fragment d'ADN séquencé montre qu'il contient dans le même exon la région codant 
la totalité du domaine ETS et une partie de la région codant le domaine R 
caractéristique des protéines Erg. Le domaine ETS présente une forte homologie 
avec les domaines ETS des protéines Erg de Vertébrés et d'Invertébrés. Le domaine 
R présente de l'homologie avec celui des protéines Erg et Fli de l'homme, de la 
souris et de l'oursin, seuls organismes où ce domaine est actuellement connu. 
L'homologie est cependant plus importante entre les domaines R d'Invertébrés d'une 
part et de Vertébrés d'autre part. 

La famille des proto-oncogènes ets est une famille ancienne déjà 
diversifiée dès les Métazoaires primitifs, dont le domaine de liaison à l'ADN est bien 
conservé jusqu'aux Vertébrés et aux Arthropodes. 

La diversification des gènes ets s'est effectuée par mouvement d'exons, en 

même temps que par duplication de gènes, puis divergence. La situation 
phylogénique particulière des Annélides Polychètes, à proximité des Cœlomates 
primitifs, en font un matériel de choix pour la compréhension de l'origine des 
différents groupes de protéines de la famille ETS et du rôle des différents domaines 
fonctionnels de ces protéines. 
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Les rétrovirus transformants sont des vecteurs naturels portant des 

séquences cellulaires dérivées de gènes normaux appelés proto-oncogènes. Les 
rétrovirus de type C possèdent, en plus des gènes de structure gag, et/ou pol et 
env, un ou deux gènes responsables de la transformation des cellules infectées. Ces 
oncogènes viraux (v-one) ont été intégrés dans le génome viral par recombinaison 

de séquences virales avec des séquences cellulaires. 
Un grand nombre de proto-oncogènes (c-one), homologues des v-one, 

ont été caractérisés chez de nombreux organismes et sont impliqués dans les 
processus de transformation cellulaire non viro-induite. L'activation des proto­

oncogènes peut s'effectuer soit par modification qualitative du gène (mutation, 
délétion, insertion), soit par modification quantitative de l'expression du produit 
normal par amplification génique ou translocation chromosomique. 

Les produits de certains proto-oncogènes sont des facteurs de 

transcription intervenant dans la régulation génique; l'homologie de certains 
produits des proto-oncogènes avec des facteurs de croissance ou des récepteurs de 
facteurs de croissance, ainsi que leur implication dans les différentes étapes de la 

transmission du signal mitotique, attestent en faveur du rôle fondamental qu'ils 
jouent dans la vie de la cellule au niveau de la croissance, de la prolifération et de 
la différenciation cellulaire. Au cours du développement embryonnaire, le passage 
de l'œuf à un organisme différencié implique la mise en œuvre de mécanismes 
d'une grande diversité, se traduisant par une modulation de l'expression des gènes. 
Certains gènes vont être induits, d'autres réprimés. Cette régulation se fait à la 
fois dans le temps et dans l'espace. La compréhension de ces mécanismes qui 

aboutissent à la formation d'un organisme complexe est essentielle. La régulation 

des gènes impliqués nécessite la mise en œuvre de protéines appelées facteurs de 

transcription qui se lient à proximité ou dans la zone promotrice de ces gènes. Le 

nombre restreint de facteurs de transcription existant par rapport au nombre de 
gènes exprimés dans une cellule implique une CÇ>opération entre ces facteurs de 
transcription et d'autres molécules. 

La diversité et la complexité du contrôle transcriptionnel sont permises 

par la combinaison de divers évènements. Les gènes possèdent généralement 

plusieurs séquences cis régulatrices permettant la fixation de facteurs de 

transcription différents donnant ainsi une combinatoire importante. D'autre part, 

une même protéine peut exister sous différentes formes alternatives pouvant 

entrer en compétition et avoir des effets antagonistes ; il en est de même pour 
différents facteurs de transcription appartenant à une même famille de gènes. Les 
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modifications post-traductionnelles, telle que la phosphorylation, sont aussi des 

éléments intervenant dans la diversité du contrôle transcriptionnel. 
De nombreux proto-oncogènes, identifiés chez des Vertébrés, ont été 

décrits chez divers Invertébrés. 
Une remarquable conservation des séquences peptidiques, voire 

nucléotidiques, est observée au cours de l'évolution, depuis les Eucaryotes 
inférieurs jusqu'aux Vertébrés supérieurs. C'est pourquoi, afin de mieux 
comprendre l'organisation, le rôle et le mode d'action des proto-oncogènes, des 
études ont été réalisées sur des modèles Invertébrés. 

La néréis, ver marin de l'Embranchement des Annélides Polychètes, a 
fait l'objet de nombreux travaux au sein de notre laboratoire. Les Polychètes, par 
suite de leur situation phylogénique (ce sont les plus archaïques des Cœlomates) 
occupent une position clé dans l'évolution animale. Une simplicité de leur 
organisation, des fonctions métaboliques bien circonscrites dans le temps, un 
système immunitaire mettant en jeu une coopération cellulaire et un mécanisme 
humoral ainsi qu'un grand pouvoir de régénération de leur extrémité postérieure, 
sont quelques aspects qui en font un modèle d'un grand intérêt biologique. 

La famille des protéines Ets est une famille de plus en plus importante 
de facteurs de transcription dont la plupart des membres ont été récemment 
identifiés. 

Dans le cadre d'une étude phylogénique, nous avons recherché la 
présence de membres de la famille ETS, chez la néréis. 

La première partie de ce mémoire présente la famille des facteurs de 
transcription ETS. La fonction et le rôle de cette famille de gènes sont illustrés 
par le gène c-ets-1 du poulet, le premier identifié et le plus étudié de la famille 
ETS. Les membres de la famille ETS, ainsi que leurs fonctions biologiques 
connues, sont ensuite présentés. 

Les résultats obtenus chez Nereis diversicolor sont exposés et discutés 
dans une deuxième partie. A partir des connaissances accumulées à ce jour, et 
notamment à partir des résultats fragmentaires récemment publiés pour les 
Métazoaires primitifs, nous discutons de la position phylogénique des protéines Ets 
de la néréis et de l'hypothèse de l'évolution de cette famille de gènes. 
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1 - Origine de la famille ETS 

A - Le rétrovirus E26 

1 - Structure du rétrovirus 
Le rétrovirus E26 appartient au groupe des virus défectifs 

leucémogènes aviaires (DL V). Son génome est représenté par un ARN défectif 
pour la propagation à cause de l'absence de séquences virales remplacées par des 
séquences d'origine cellulaire. Il a donc besoin d'un virus auxiliaire pour se 
propager. Ce virus auxiliaire code par l'intermédiaire des gènes gag, pol et env, 

les protéines nécessaires à la structure du virus (les protéines de la capside et de 
l'enveloppe) et à sa réplication (la transcriptase réverse). 

L'ADN proviral du virus E26 contient deux oncogènes distincts 
dérivés de séquences cellulaires : v-myb et v-ets (Roussel et al., 1979; Leprince 
et al., 1983 ; Nunn et al., 1983) en plus des gènes gag et env tronqués. Ces 
séquences sont flanquées de deux L TR ("Long Terminal Repeat") qui sont les 

séquences promotrices de la transcription virale (Figure 1 ). E26 code une 
protéine de fusion nucléaire de 135 kDa, la P135gag-myb-ets (Beug et al., 1982; 

Bister et al., 1982; Nunn et al., 1983 ; Boyle et al., 1984), identifiée dans les 

cellules transformées par le rétrovirus (Klempnauer et al., 1984). Le rétrovirus 

E26 est jusqu'alors le seul virus ayant transduit des déterminants et s. 

2 - Genèse du virus E26 
Les séquences v-myb et v-ets transduites par le rétrovirus 

proviennent des gènes cellulaires c-myb et c-ets-1. Dans le génome du virus E26, 
l'oncogène est homologue aux six premiers ex ons codants du gène cellulaire 

c-myb, le premier exon étant amputé de son extrémité 5'. Le cadre de lecture est 

cependant conservé. La jonction myblets a lieu au milieu de l'exon 6 et au début 

du premier exon a de c-ets-1 (Figure 1). La fusion en bonne phase des séquences 

v-myb et v-ets résulte donc probablement d'un épissage illégitime ayant accolé un 
site cryptique donneur de l'exon 6 de c-myb et un site accepteur normal de 
l'exon a de c-ets-1(Leprince et al., 1988). Les séquences sont homologues aux 
régions codantes du gène c-ets-1 excepté au niveau carboxy-terminal et pour deux 
mutations ponctuelles. D'autre part, au niveau de l'extrémité amino-terminale, les 
onze nucléotides 5' non codants de c-ets-1 sont traduits dans v-Ets. 

Au niveau de l'extrémité carboxy-terminale, les treize derniers 

acides aminés codés par le gène c-ets-1 sont remplacés par seize acides aminés 
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Figure 1 : Structure et genèse du rétrovirus E26. 
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n'ayant aucune relation dans v-Ets. Ces acides aminés sont en fait codés par le brin 
complémentaire de celui codant les treize derniers acides aminés de la protéine 
Ets-1. L'homologie se termine au niveau d'un codon stop potentiel, qui se trouve 
16 codons après le point de divergence entre c-ets-1 et v-ets (Lautenberger et 
Papas, 1993 ; Leprince et al., 1993) (Figure 2). 

3 -Mécanismes de transduction 
Plusieurs hypothèses ont été formulées sur les mécanismes 

aboutissant à la transduction des oncogènes. 
L'une de ces hypothèses propose que lors de la recombinaison 

d'un provirus à côté d'un proto-oncogène, sa transcription se poursuit au delà du 
site de polyadénylation virale. Le proto-oncogène est donc transcrit dans la foulée, 

suivi ou non par un épissage anormal entre les gènes viraux et cellulaire. Ces ARN 
sont donc encapsidés avec des ARN viraux normaux. Au cycle viral suivant, de 
nouveaux virus sont créés par des recombinaisons dues à des changements de 

matrice d'un brin d'ARN sur l'autre (Swain et Coffin, 1992; Zhang et Temin, 
1993a). 

Le rétrovirus E26 fait partie du groupe 2 selon la classification 
de Zhang et Temin (1993b), car la jonction entre les séquences virales et 
cellulaires est séparée par une insertion. L'analyse informatique de la séquence de 
cette insertion (Lautenberger et Papas, 1993 ; Leprince et al., 1993) a révélé une 
grande homologie avec le gène env du rétrovirus RAV-2 (Bova et al., 1988), qui 

se poursuit avec les derniers codons dev-ets. Cette étude suggère qu'un rétrovirus 

du type RAV-2 est intervenu dans la genèse du rétrovirus E26. 

4 - Organisation de la Pl3sgag-myb-ets 

Plusieurs unités fonctionnelles ont pu être définies dans la 
P135gag-myb-ets par analogie avec la structure des proto-oncogènes c-myb et 

c-ets-1. Les domaines de fixation à l'ADN de v-myb et v-ets sont situés 
respectivement à l'extrémité amino-terminale et à l'extrémité carboxy-terminale 

de la protéine. Deux domaines de transactivation (un pour v-Myb, un pour c-Ets) 

sont localisés au centre de la protéine, plus un autre domaine transactivateur situé 

dans la partie C-terminale de v-Ets (Klempnauer et Sippel, 1987; Weston et 
Bishop, 1989; Nye et al., 1992; Schneikert et al., 1992) (Figure 3). 

5 - Les gènes cibles de la PlJSgag-myb-ets 

L'expression de la P135gag-myb-ets par le virus E26 altère le 

déroulement normal de la différenciation, vraisemblablement par la régulation de 
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Figure 2: Représentation schématique des divergences existant entre 
la protéine virale et la protéine Ets-1 aviaire, d'après 
Leprince et al., 1993. 
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gènes essentiels à la prolifération et à la différenciation hématopoïétique. 
La P135gag-myb-ets peut se fixer sur le promoteur du gène 

mim-I (Myb induced myeloid protein 1) qui s'exprime dans les cellules 
myéloïdes, et transactiver l'expression de ce gène par l'intermédiaire du domaine 

responsable de la fixation à l'ADN de v-Myb (Ness et al., 1989). 
Un autre gène cible de la P135gag-myb-ets a été découvert après 

construction d'un virus murin contenant les séquences v-ets et v-myb équivalent au 

rétrovirus E26 (ME26) et codant une protéine nucléaire de 135 kDa (Yuan et al., 

1989). Ce virus provoque des érythroleucémies chez le souriceau. Les cellules 
transformées sont des précurseurs très immatures nécessitant la présence 
d'érythropoïétine. La protéine virale est capable de transactiver le promoteur du 

gène codant le facteur GATA-1 qui est un effecteur de la régulation de la 

transcription du gène codant le récepteur de l'érythropoïétine. D'autre part, la 
P135gag-myb-ets coopère avec la protéine GATA-1 pour augmenter la 

transactivation du gène GATA-1 (Aurigemma et al., 1992; Ruscetti et al., 1992). 

6 - Les cellules cibles du rétrovirus E26 
Le rétrovirus E26 a été isolé en Bulgarie en 1962 dans un poulet 

de basse-cour (lvanov et al., 1962). Il induit chez le poulet une leucémie mixte 
érythroïde et myéloïde (Moscovici et al, 1981 ; Radke et al., 1982) et transforme 

les myéloblastes et les érythroblastes de tissus en culture (Moscovici et al., 1983). 
Trois types de colonies transformées sont obtenus ( érythroïdes, myéloïdes et des 
colonies mixtes composées de cellules exprimant soit des marqueurs érythroïdes 
soit des marqueurs myéloïdes) (Moscovici et al., 1983 ; Graf et al., 1992). Le 

rétrovirus aurait donc pour cible des cellules progénitrices des lignées érythroïdes 
et myéloïdes et des cellules progénitrices bipotentes, communes aux deux lignées 

(Graf et al., 1992). D'autres expériences tendent à prouver que toutes les voies de 

la différenciation hématopoïétique peuvent être transformées par le rétrovirus 

E26 à l'exception des voies lymphoïdes (Domenget et al., 1992). 
Le rétrovirus E26 est aussi capable d'infecter des fibroblastes et 

de modifier leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques. Il ne peut 
pas transformer des fibroblastes embryonnaires (Moscovici, 1975; Graf et al., 

1979 ; Bister et al., 1982), mais il a un effet mitogène sur ces fibroblastes, même 
avec une expression faible de la P135gag-myb-ets (Jurdic et al., 1987). 

La délétion des différents domaines de la P135gag-myb-ets a 

montré que les oncogènes v-myb et v-ets coopèrent pour faire acquérir aux 

fibroblastes de nouvelles capacités de prolifération (Ravel-Chapuis et al., 1991). 

Le même phénomène est observé pour les cellules de neurorétine embryonnaires 
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Figure 3 : Domaines fonctionnels de la P13sKag-myb-ets définis par analogie 
avec les domaines fonctionnels des protéines c-Myb et c-Ets-1. 
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infectées par le rétrovirus : la P135gag-myb-ets ne peut transformer ces cellules 

mais elle peut induire leur prolifération (Amouyel et al., 1989). 

7 - Implications respectives de v-myb et v-ets 
Le rétrovirus de la myéloblastose aviaire, AMV, qui ne possède 

dans son génome que l'oncogène v-myb, ne transforme que les cellules myéloïdes 
in vivo et in vitro (Moscovici et al., 1975 ; Durban et Boettiger, 1981 ; Introna et 

al., 1990). Des mutants de E26 délétés de v-ets sont incapables de transformer des 
cellules érythroïdes in vivo et in vitro, mais peuvent toujours transformer des 
cellules myéloïdes. La délétion du domaine de fixation à l'ADN dev-Ets inhibe la 

capacité de transformation des cellules érythroïdes (Golay et al., 1988 ; Nunn et 

Hunter, 1989; Domenget et al., 1992). De même, une mutation ponctuelle dans le 
domaine de fixation à l'ADN de v-Myb n'a pas d'effet sur la transformation 
érythroïde (Beug et al., 1984) mais entraîne la perte des capacités à transformer 
des cellules myéloïdes, à 42°C (Frykberg et al., 1988). D'après ces observations, 

la capacité de transformation des cellules myéloïdes est attribuée à la partie Myb 
de la protéine virale alors que la partie Ets permet la transformation des cellules 
érythroïdes. 

Néanmoins, des travaux plus récents basés sur l'étude de virus 

recombinants exprimant soit Myb ou Ets seules, soit Myb et Ets mais séparées 
dans un même virus, soit Myb et Ets fusionnées dans la P135gag-myb-ets, semblent 

démontrer une coopération entre v-Myb et v-Ets au sein de la protéine de fusion 
(Metz et Graf, 1991a et b). L'expression de v-myb et v-ets sous la forme d'une 
protéine de fusion est indispensable à l'activité leucémogène des virus. Les virus 
qui expriment les protéines Myb et Ets séparément ne causent pas de leucémies, 
bien que ces deux protéines soient capables de coopérer dans les tests de 
transformation in vitro. Les domaines de fixation à l'ADN de v-Myb et dev-Ets 

de la protéine virale, ainsi que le domaine transactivateur de v-Ets peuvent être 

délétés sans altérer l'activité transformatrice (Metz et Graf, 1991b). Cependant, il 
semble que le domaine transactivateur de v-Myb et celui de v-Ets soient 
interchangeables car la délétion de ce domaine dans v-Myb ne perturbe pas la 

transformation myéloïde lorsque v-Bts est intact (Domenget et al., 1992). 

B - ldentjfjcatjon des homolo2ues cellulaires de 1' onco2ène 
yjral y-ets 

1 - Le proto-oncogène c-ets-1 aviaire 
Les sondes synthétisées à partir de la séquence virale v-ets ont 
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permis le clonage de son homologue cellulaire chez le poulet : le proto-oncogène 

c-ets-1. Le locus Ck c-ets-1 est réparti sur au moins 80 kpb d'ADN génomique 

(Figure 4). Les régions homologues à v-ets sont séparées en deux domaines situés 
de part et d'autre d'une séquence de 40 kpb non apparentée au gène viral. Le 
premier domaine est homologue aux 223 nucléotides de la partie 5' duv-ets. Il est 

composé de deux séquences exoniques nommées a et J3. Ces séquences ne sont pas 

retrouvées dans l'ARN messager majoritaire de 7,5 kpb exprimé particulièrement 

dans les cellules lymphoïdes (Gégonne et al., 1987a; Watson et al., 1988a). Le 

deuxième domaine comprend 7 régions, a, b, Ct, c2, d, e, F, homologues aux 

1250 pb restantes de séquences virales. 
La protéine majeure de poids moléculaire 54 kDa (p54C-ets-1) 

codée par le gène c-ets-1 n'est pas immunoprécipitée par un anticorps dirigé 
contre la partie amino-terminale de v-ets alors que la P135gag-myb-ets est, elle, 

immunoprécipitée. Par contre, des anticorps dirigés contre la partie C-terminale 

dev-ets sont capables de reconnaître ces deux protéines (Ghysdael et al., 1986a; 
Gégonne et al., 1987b ). Le clonage de l'ADN complémentaire correspondant à la 
p54C-ets-1 a permis de démontrer que c-ets 1 est identique à v-ets excepté au 

niveau des extrémités 5' et 3' et de deux mutations ponctuelles. 
Les 27 premiers acides aminés de la p54C-ets-1 n'ont pas 

d'équivalent dans la P135gag-myb-ets (Duterque-Coquillaud et al., 1988; Watson 

et al., 1988a). Ces acides aminés N-terminaux sont en fait codés par un exon, 

appelé J54, localisé dans les 40 kpb séparant les ex ons J3 et a (Duterque-Coquillaud 

et al., 1988). Dans la partie 3', l'exon F de c-ets-1 est tronqué: les 13 derniers 

codons de cet exon sont remplacés par 16 codons d'origine inconnue dans v-ets 

(exon noté f pour v-ets). 

Une autre protéine contenant les acides aminés codés par les 

exons a et J3 a ensuite été mise en évidence (Leprince et al., 1988). Cette protéine 
qui a un poids moléculaire de 68 kDa (p68C-ets-1) est le résultat de la traduction 

d'un ARNm de 7,5 kpb, uniquement détecté dans la rate. 

Le locus Ck c-ets-1 est donc transcrit en deux ARNm majeurs de 

7,5 kpb résultant d'un processus d'initiation de la transcription et d'épissages 

alternatifs (Leprince et al., 1988; Crépieux et al., 1993) et en deux ARNm 

mineurs de 1,5 et 2 kpb (Leprince et al., 1983 ; Chen, 1985). 

L'ARNm correspondant à la p54C-ets-1 est initié au niveau d'un 

promoteur en amont de l'exon J54 : il contient l'exon J54 accolé aux exons a à F 

identiques à v-ets (Duterque-Coquillaud et al., 1988; Chen, 1988). 
L'ARNm correspondant à la p68C-ets-1 est, lui, initié au niveau 

d'un promoteur situé en amont d'un exon nommé Y (Crépieux et al., 1993). Par 
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un processus d'épissage alternatif, l'exon 154 est éliminé et l'ARNm généré 

comprend les exons a et~ fusionnés aux exons a à F. Cet ARNm est le 

progéniteur cellulaire dev-ets. 

2 -Les homologues de c-ets-1 chez l'homme, le poulet 
et la souris 
Le proto-oncogène c-ets-1 a ensuite été identifié chez d'autres 

vertébrés, ainsi qu'un autre gène hautement homologue, c-ets-2. 
La plus grande homologie avec c-ets-1 a été découverte en 

recherchant des séquences homologues de v-ets chez l'homme. 
Chez l'homme, le locus c-ets-1 ou Hu c-ets-1 est localisé sur le 

bras long du chromosome 11 (De Taisne et al., 1984). Il comprend 8 exons (A, 
III, IV, V, VI, VII, VIII, IX) qui sont distribués sur plus de 60 kpb. Les exons 

sont identiques en taille à ceux trouvés chez le poulet avec une identité de 95 % au 

niveau de la séquence traduite en acides aminés (Jorcyk et al., 1991 ). Hu c-ets-1 
est transcrit en un ARNm majeur de 6,8 kpb (Watson et al., 1985) et code quatre 
protéines nucléaires majeures de 39, 42, 48 et 51 kDa, ainsi que deux mineures de 
poids moléculaire 49 et 52 kDa. Ces différentes protéines sont le résultat 
d'épissages alternatifs, d'événements de phosphorylation et de modifications de 
groupements thiol. 

Hu c-ets-2 est situé sur le chromosome 21. Il est transcrit en trois 

ARNm de 2,7; 3,2 et 4,7 kpb (Watson et al., 1985) et code une protéine de 

54 kDa qui est rapidement phosphorylée (pp56). 

Le locus c-ets-2 est présent aussi chez le poulet (Boulukos et al., 
1988). Il est transcrit en un ARNm de 4 kpb et code des~ protéines de poids 
moléculaire de 58, 60, 62 et 64 kDa résultant d'une maturation post­

traductionnelle différente (Boulukos et al., 1988 ; Ghysdael et al., 1986b). Les 
séquences c-ets-1 et c-ets-2 sont situées sur le même chromosome en des loci 

contigus. 

Chez la souris, le locus c-ets-1 est transcrit en un ARNm majeur 

de 5,3 kpb et en des ARNm mineurs de 2,2; 2,5 et 4 kpb. Il est fortement 
exprimé dans le thymus et code les protéines p63C-ets-l et p52C-ets-l résultant d'un 

épissage alternatif (Pognonec et al., 1990). Le locus c-ets-2, transcrit en un ARNm 
majeur de 3,5 kpb et traduit en une protéine de 56 kDa, est exprimé dans la 

plupart des tissus. 
Le domaine codé par l'exon 154 est largement conservé chez les 

Vertébrés alors que les exons a et~ n'ont été détectés que chez les Oiseaux et les 
Reptiles (Albagli et al., 1992). Chez les Mammifères, la p63C-ets-l murine et la 
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p55c-ets-1 humaine sont des homologues de la p54c-ets-1 aviaire. 

Les gènes c-ets-1 et c-ets-2 ont ensuite été mis en évidence chez 

le xénope (Stiegler et al., 1990; Wolff et al., 1990), chez la drosophile (Pribyl et 
al., 1988) et chez l'oursin (Chen et al., 1988). D'autres gènes présentant une 

homologie avec les gènes c-ets ont été ensuite isolés dans de nombreuses espèces, 

donnant naissance à une grande famille de gènes, la famille ETS. 

Afin de décrire les différents aspects de la famille des gènes ets, 
nous avons choisi d'approndir l'étude du proto-oncogène c-ets-1. Le proto­

oncogène c-ets-1, homologue cellulaire de l'oncogène viral v-ets, a été découvert 

chez le poulet, puis décrit dans d'autres espèces animales. Il est à l'origine de la 

découverte de la famille des gènes ets et est à ce jour le mieux étudié. Nous 

pourrons ainsi illustrer les différentes caractéristiques de cette famille de gènes 

avant de décrire, dans un prochain chapitre, les autres membres de cette famille 

ainsi que leurs relations respectives. 

II - Modèle d'étude de la famille ETS : le proto-oncogène 
c -ets-1 

A - Fopctjon des produits de c-ets-1 

1 - Les proteines Ets-1 sont des facteurs de 
transcription 
Les protéines Ets ont été définies comme étant des facteurs de 

transcription car elles reconnaissent un motif nucléotidique particulier et se lient à 
l'ADN de façon spécifique pour réguler l'expression de certains gènes. 

a) Le domaine de liaison à l'ADN de c-ets-1 
Chez l'homme, la souris et le poulet, le gène c-ets-1 code des 

protéines localisées dans le noyau des cellules, associées à la chromatine et 

possédant une capacité de liaison à l'ADN (Boulukos et al., 1989; Pognonec et 
al., 1989; Leprince et al., 1990). Le domaine responsable de ces activités est situé 

à l'extrémité carboxy-terminale des protéines (Boulukos et al., 1989; Reddy et 

Rao, 1990; Gégonne et al., 1992; Limet al., 1992; Nye et al., 1992; Wang et 
al., 1992 ; Wasylyk et al., 1992). Ce domaine très conservé au cours de 

l'évolution et qui a permis de définir les différents membres de la famille ETS a 

été appelé le domaine ETS (Karim et al., 1990; MacLeod et al., 1992). 
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Le domaine ETS, qui comprend environ 85 acides aminés 
hautement conservés, constitue un nouveau motif structural de reconnaissance 
ADN-protéines. Ce domaine est essentiel pour la liaison spécifique des protéines 
Bts à l'ADN. Les protéines contenant cette séquence conservée constituent donc 
une nouvelle famille de protéines eucaryotiques se liant à l'ADN (Karim et al., 

1990). 

b) Séquences de fixation des protéines Ets (EBS) 
Les premières expériences montrant que les protéines Bts 

reconnaissent une séquence spécifique ont été réalisées par criblage d'une banque 
d'expression d'ADN complémentaire de thymus de souris avec une sonde 
oligonucléotidique représentant 20 pb du LTR du virus MSV (Moloney murine 
Sarcoma Virus) (Gunther et al., 1990). 

La protéine de 30 kDa ainsi produite se lie spécifiquement 
sur cet oligonucléotide. La séquence déduite en acides aminés de l'ADN 
complémentaire ainsi isolé montre qu'il code les 272 acides aminés carboxy­
terminaux de la p63c-ets-1 mutine. 

Wasylyk et al. (1990) ont également montré que les protéines 
p54C-ets-1 et p68C-ets-1 (ainsi d'ailleurs que les p58-64C-ets-2) transactivent 

l"'enhancer" du virus du polyome dans des fibroblastes LMTK-. Cet "enhancer" 
comprend le domaine de réponse à 1 'oncogène composé de deux sites juxtaposés 
AP-l (" Activator Protein-1 ") et PEA3 ("Polyome Bnhancer Activity 3 ") qui 
coopèrent en cis pour médier l'activation transcriptionnelle à partir de différents 
promoteurs par les facteurs de croissance du sérum, le promoteur de tumeurs 
TPA et plusieurs oncogènes (Wasylyk et al., 1989, 1990). La p68C-ets-1 se lie 
spécifiquement, mais avec une affinité modérée, à l'élément PEA3 de l"'enhancer" 
(5' CGAGGAAGTG 3') : une mutation de 4 pb dans cette séquence prévient la 
transactivation par la p68C-ets-1 alors que les mutations dans le site AP-l n'ont 

aucun effet (Wasylyk et al., 1990). La séquence PEA3 ne représente cependant pas 
le site de fixation optimal pour les protéines Bts-1 et Bts-2. 

Des séquences de fixation des protéines Ets, appelées EBS 
pour "Ets Binding Site" ont été identifiées dans des séquences de régulation de la 
transcription de différents gènes viraux et cellulaires incluant le promoteur du 
MSV (Gunther et al., 1990), des récepteurs a et J3 des cellules T (TCR-a et J3) 
(Ho et al., 1990 ; Prosser et al., 1992), le motif PBA3 de l"'enhancer" du 

polyome (Wasylyk et al., 1990), le LTR du virus HTL V -1 (Human T 
Lymphotropic Virus type 1) (Bosselut et al., 1990; Gitlin et al., 1991), le 
promoteur de la stromélysine 1 (Wasylyk et al., 1991), de c-ets-1 et c-ets-2 



Protéine Séquence de fixation à l'ADN PromoteurnEnhancer 

Ets-1 (poulet) GCA 1 GGAA 1 GCAIT Stromélysine 

Ets-1 (poulet) TCGA 1 GGAA 1 GTGAC Virus du polyome 

Ets-1 (hon1n1e) GAAA 1 GGAA 1 GGGCG Promoteur Ets-1 

Ets-1 (hon1n1e) GGA 1 GGAA 1 ATGG LTR du HTLV-1 (ERE-A) 

Ets-1 (hon1n1e) CCG 1 GGAA 1 GCCA LTR du HTLV-1 (ERE-B) 

Ets-1 (hon1n1e) CGC 1 GGAA 1 ATGT LTR du HTL V-1 (ERR-2) 

Ets-1 (hon1n1e) CAGA 1 GGAT 1 GTGG TCR-a 

Ets-1 (hon1n1e) GCA 1 GGAA 1 GT Promoteur 1 ck type 1 

Ets-1 (hon1n1e) CGA 1 GGAA 1 GG Promoteur GATA-1 

Ets-1 (souris) GAGC 1 GGAA 1 GCGC LTRduMSV 

Tableau 1 : Quelques séquences de fixation des protéines Ets-1. 
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(Mavrothalassitis et Papas, 1991 ; Oka et al., 1991 ; Ascione et al., 1992; 

Majérus et al., 1992; Crépieux et al, 1993), de la collagénase 1 (Nerlov et al., 
1992), de l'activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) (Gutman et 
Wasylyk, 1990; Rorth et al., 1990) ainsi que dans le promoteur du gène mb-1 
(Hagman et Grosschedl, 1992). Plus récemment, de tels sites ont été mis en 
évidence dans le promoteur du gène Ick de type 1 qui code une tyrosine kinase 

lymphocytaire (Leung et al., 1993) et dans le promoteur du gène du facteur 
GATA-1 (Seth et al., 1993) (Tableau 1). 

La comparaison de différentes séquences de fixation des 
protéines Ets a permis de définir le noyau GGAA, riche en purine, qui est 
retrouvé dans tous les sites de fixation des protéines Ets (Karim et al., 1990). 

Une mutation au niveau d'un G (GGAA ~ AGAA) abolit 
complètement la fixation spécifique à l'ADN de la p6sc-ets-1 (Wasylyk et al., 
1990). D'autre part, une différence d'affinité entre les protéines Ets-1 et Ets-2 en 
fonction des promoteurs reconnus a été mise en évidence, indiquant l'importance 
des nucléotides proximaux de la séquence GGAA{f (Ascione et al., 1992). 

A partir du fait que les protéines Ets-1 reconnaissent des 
séquences possédant le noyau GGAA{f, des expériences ont été tentées dans le but 
de pouvoir définir des séquences consensus de fixation d'une protéine donnée. Les 
séquences de fixation des protéines Ets, ont été déterminées par les techniques de 
retard sur gel quantitatif associées à la sélection d'oligonucléotides de séquence 
aléatoire par PCR (technique SAAB : "Selected And Amplified Binding"), soit 
avec le domaine ETS, soit avec la protéine Ets-1 purifiée. 

De cette façon, des séquences consensus pour les protéines 
Ets-1 aviaire (Woods et al., 1992), murine (Nye et al., 1992) et humaine (Fisher 

et al., 1991) ont été définies, in vitro : 

Ets-1 (poulet) ACC GGAA ATT 
c T G 

Ets-1 (souris) ACC GGAA GT 
G T c 

Ets-1 (homme) GGC GGAA GT 
ACA c 

Les nucléotides flanquant le noyau GGAA/T sont donc 

nécessaires à la reconnaissance par les protéines Ets et à la sélectivité d'action dans 
la transactivation. En dehors de ce motif, il n'existe pas de séquence consensus 
identifiée. 



Proto-oncogènes 
Ets-1 

Ets-2 

GM-CSF 

Fos 

Récepteurs 
Chaîne a récepteur cellules T 

Chaîne ~ récepteur cellules T 

Récepteur transferrine 

virus 
LTRduMSV 

Enhancer du polyome 

SV40 

LTR du HTLV-1 

Antigène cytoplasmique précoce EB V 

Facteurs de crojssance 
Sous-unité a du NGF Souris 

Interleukine 2 (IL-2) 

Interleukine 3 (IL-3) 

Interleukine 4 (IL-4) 

Interleukine 6 (IL-6) 

Autres 
Facteur de transcription, GATA-1 

Urokinase 

Stromelysine 1 

ARN nucléaire U 3 
Collagénase 1 

Synthétase humaine 5A 

Interféron humain inductible IFI-54K 

Facteur IX humain 

LTE 12 de levure 

MRS 3 de levure 

Alcool deshydrogénase de drosophile 

Gène H2-K MCH classe 1 souris 

Gène 1-A~ MCH classe II souris 

Tableau 2 : Liste de gènes dont les promoteurs contiennent des 
motifs Ets de liaison à l'ADN (AGGAAAG), d'après Seth 
et al., 1992. 
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c) Reconnaissance moléculaire 
Le domaine de fixation à l'ADN de Ets-1, qui se lie à la 

séquence GGAA{f, est localisé dans le grand sillon de l'ADN. La zone de contact 
s'étend au niveau des petits sillons adjacents et recouvre une vingtaine de bases. Ce 
mode de fixation n'aurait encore jamais été observé pour d'autres facteurs de 
transcription et serait particulier au domaine ETS (Nye et al., 1992). 

2 • Les gènes cibles des protéines Ets-1 
L'identification d'EBS dans différents promoteurs/"enhancers" a 

permis l'identification de gènes pouvant être régulés par des protéines Ets. 
L'expression de ces gènes est souvent corrélée à l'expression des protéines Ets. La 
liste précédemment citée n'est pas exhaustive et pour l'instant, le motif EBS a été 
mis en évidence dans au moins 30 promoteurs de gènes uniques (Tableau 2). La 
plupart de ces gènes semblent être activés dans les cellules hématopoïétiques. 

Un nombre significatif de gènes spécifiques des cellules 

lymphoïdes contiennent des EBS dans leurs séquences de régulation. Les EBS de 
l"'enhancer" du TCR-~ médient l'expression du gène codant le TCR-~, qu'elle soit 
basale ou induite par l'activation des cellules T par le TP A (Prosser et al., 1992). 
L'expression de Ets-1 entraîne la répression de l'activité basale ou induite de 
l"'enhancer" du TCR-~ (alors que l'expression de Ets-2 n'a aucun effet). L'effet 
de dérépression de la transcription du TCR-~ pourrait être médié par 
l'inactivation de l'activité de liaison à l'ADN de Ets-1. 

L'induction simultanée de l'expression de c-ets-1 et du TCR-a 

dans les thymocytes au 18ème jour du développement de l'embryon de souris, 
ajoutée au fait qu'une mutation de l'EBS dans l"'enhancer" du TCR-a empêche 
l'activité de transcription (Ho et al., 1990), suggère que Ets-1 intervient dans la 
régulation transcriptionnelle de ce gène dans les lymphocytes T (Bhat et al., 

1989). D'autre part, les protéines Ets-1 (et Ets-2) peuvent activer le promoteur du 
gène CD4 in vitro, qui est activé dans certaines sous-populations de lymphocytes T 
(Salmon et al., 1993 ). 

Les protéines Ets-1 (et Ets-2) transactivent le LTR du virus 
HTLV-1 dans les cellules NIH3T3 et HeLa (Bosselut et al., 1990). li existe au 
moins deux régions de liaison pour Ets-1 dans le L TR du HTL V -1, ERR -1 et 
ERR-2, pouvant médier la transactivation. Des analyses de retard sur gel 
compétitif ont montré que l'interaction de Ets-1 avec ERR-1 est plus stable 
qu'avec ERR-2. ERR-1 contient deux EBS: ERE-A et ERE-B et l'affinité de Ets- · 
1 pour ERE-A est supérieure à l'affinité pour ERE-B (Gitlin et al., 1991). 

Le promoteur du gène codant le facteur de transcription 



25 

GAT A-l, spécifique des cellules érythroïdes, chez le poulet, contient trois EBS 

dont deux forment un palindrome. La protéine Ets-1 ne se lie qu'aux EBS 

palindromiques (Seth et al., 1993). 

Des EBS ont aussi été identifiés au niveau de promoteurs de 

gènes impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire comme la 

stromélysine 1 (Wasylyk et al., 1991), la collagénase 1 (Nerlov et al., 1992), ainsi 

que l'activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) (Gutman et Wasylyk, 

1990 ; Rorth et al., 1990). Les protéines Ets-1 activent l'expression de la 
stromélysine 1 du rat en test de cotransfection. Les deux EBS de ce promoteur 
sont aussi efficaces que la séquence PEA3 du virus du polyome présente en quatre 
exemplaires (Wasylyk et al., 1991). 

Ets-1 peut aussi transactiver son propre promoteur (Oka et al., 
1991 ; Ascione et al., 1992; Majérus et al., 1992) suggérant que les protéines 
Ets-1 ou d'autres membres de la famille ETS peuvent réguler leur expression et 
ainsi moduler leur niveau à l'intérieur d'un type cellulaire spécifique. A cet égard, 
il a été montré qu'une surexpression de Ets-1 dans les cellules NIH3T3 induit 
l'expression du gène endogène murin ets-1, indiquant que ets-1 peut réguler sa 
propre expression (Seth et Papas, 1990). 

Dans la plupart des cas, pour qu'un promoteur soit inductible (in 

vitro) par les protéines Ets, il faut la présence dans ce promoteur de plusieurs 

EBS. Le nombre d'EBS est important pour avoir une activation maximale de la 
transcription. Pour les promoteurs ne possédant qu'un seul EBS ("enhancer" 

TCR-a, LTR du MSV, promoteurs de la collagénase et de l'uPA), la 
transactivation pourrait être régulée par une association entre les protéines Ets et 
d'autres facteurs activateurs comme cela a été montré pour Ets-1 et AP-l (Gutman 

et Wasylyk, 1990; Wasylyk et al., 1990). 

Les protéines Ets-1 se fixent sous forme monomérique sur leurs 

séquences (Wasylyk et al., 1990; Fischer et al., 1991 ; Hagman et Grosschedl, 

1992; Nye et al., 1992) mais pourraient peut-être se fixer sous forme dimérique 

dans certains cas (Gitlin et al., 1991). 

En résumé, Ets-1 peut agir en tant qu'activateur ou répresseur 

(TCR-p). Son activité dépend du contexte du promoteur/"enhancer" et du type 

cellulaire. L'analyse de la transactivation de différents gènes cibles suggère un 

rôle des protéines Ets-1 à la fois dans la différenciation de la lignée lymphoïde et 

dans le contrôle de la dégradation de la matrice extracellulaire. 
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3 - Coopération des protéines Ets-1 avec d'autres 
facteurs de transcription 
La p68C-ets-1 est capable de coopérer avec le complexe AP-l 

(Fos-Jun) sur l'élément de réponse à l'oncogène de l"'enhancer" des gènes 

précoces du virus du polyome qui contient un EBS et un site AP-l juxtaposés 

(Wasylyk et al., 1990). Ces auteurs suggèrent que les sites de liaison de Ets-1 et de 

AP-l sont requis pour qu'il y ait un effet coopératif, car il n'y a pas de 

complémentation si l'un des deux sites est absent de l"'enhancer". 
Cependant, la coopération entre AP-l et la p68C-ets-1 n'est pas 

médiée au niveau de la liaison à l'ADN puisque la diminution de l'affinité pour la 

liaison à l'ADN de l'EBS ou du site AP-l n'entraîne pas la capacité pour ces 

facteurs de coopérer pour la transcription. Une surexpression de la p68C-ets-1 
entraîne une inhibition de la transactivation par AP-l de l'unité de réponse aux 

oncogènes mutée dans son site PEA3. Ces observations suggèrent que la 
coopération entre AP-l et la p68C-ets-1 est médiée par des interactions protéines­

protéines (Wasylyk et al., 1990). La coexpression des protéines Ets-1 et du 
complexe AP-l entraîne aussi la stimulation du promoteur de l'urokinase (Nerlov 

et al., 1992). Lorsque le promoteur est stimulé par le TP A, des protéines 

intermédiaires interviennent pour permettre la coopérativité entre un élément 

Ets/AP-1 et un site AP-l, situés à grande distance (Nerlov et al., 1992). 

Un phénomène de coopération a été démontré pour la protéine 

p54C-ets-1 et le facteur de transcription Sp-1 in vitro (Gégonne et al., 1993). Ces 

deux facteurs coopèrent pour la transactivation et la liaison à l'ADN au niveau de 
la région ERR-1 du LTR du virus HTLV-1. Sp-1 et Ets-1 forment un complexe 

ternaire avec l'élément Sp-1/ERE-A. Ets-1 et Sp-1 agissent de façon synergique 
pour activer la transcription à partir des éléments ERR-1 ou Sp-1/ERR-A et pour 

cela, la liaison de Sp-1 et de Ets-1 au niveau de leur site de reconnaissance est 

requise. Les éléments Sp-1/ERE-A sont trouvés dans la région 

promotrice/"enhancer" de plusieurs gènes cellulaires, semblant montrer que la 

synergie entre Ets-1 et Sp-1 n'est pas restreinte à la région L TR de l"' enhancer" 

du virus HTLV-1 (Gégonne et al., 1993). Ces résultats suggèrent que les protéines 

Ets fonctionneraient comme des composants de complexes de transcription plus 

importants pour réguler l'activité d'une variété de gènes viraux et cellulaires. 

Un autre exemple de coopération a été mis en évidence 
concernant la protéine p54C-ets-1 et le facteur GATA-1 exprimé dans la lignée 

érythrocytaire, dans les mégacaryocytes et dans les cellules de moëlle osseuse, de 

façon spécifique. Le promoteur du gène de la glycoprotéine Im contient un EBS 

et un site de liaison pour le facteur GAT A-l situés à proximité. La protéine Ets-1 



p54 
c-ets-1 

81 120 201 78 249 261 120 213 nts 

154A 1 a Inl b IVI c~~ c2 VIl d vnl ~m~ F 1xl 

p68 
c-ets-1 

81 141 120 201 78 249 261 120 213 nts 

1 a 
1

1 ~ ni a llll b IVI c~~ c2 VIl d vnl ~m~ F 1xl 

N terminal C terminal 

RI 72 RII 174 Rill 314 375 459 485 

RI , Rill , domaines de transactivation, 
RII , domaine de régulation, 
HBH, région en hélice-boucle-hélice, 
PEST , région riche en Pro, Glu, Ser et Thr, 

E$1 
308 311 

RVPS 

Fixation à l'ADN 

l:l:l:!:l:!;l:l:!:Fl:l:l:l:l:!:l:!;l:l:Fll 

Inhibition de la fixation à l'ADN 

RVPS, séquence concensus de phosphorylation par la calcium/calmoduline kinase II, 
In, séquence de localisation nucléaire. 

Figure 5 : Structure et domaines fonctionnels des protéines c-Ets-1 du poulet. 
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et le facteur GATA-1 coopèrent de façon additive pour transactiver le promoteur 

GPIIB et assurer l'expression spécifique de la glycoprotéine dans les 

mégacaryocytes (Lemarchandel et al., 1993). 

B - Les domaines fopctjonnels des protéjpes Ets-1 

1 - Les domaines de régulation de la transcription 
Des premiers essais de fusion de la protéine Ets-1 de poulet avec 

le domaine de liaison à l'ADN GAL4 de levure suggéraient que la protéine Ets-1 

possédait un ou plusieurs domaines de transactivation intrinsèques (Seneca et al., 
1991). 

Des expériences utilisant la fusion de mutants de délétion de la 
protéine p6sc-ets-J et un domaine de fixation à l'ADN hétérologue ont permis 

d'identifier deux domaines de transactivation RI et RIII et un domaine de 
régulation RII, localisés dans la partie N-terminale de cette protéine (Schneikert et 
al., 1992) (Figure 5). 

Les domaines RI et RIII sont capables d'activer la transcription 

de façon indépendante. Le domaine RI correspond aux 71 acides aminés 

N-terminaux codés par les exons a et~- Le domaine RIII est localisé entre les 

acides aminés 174 et 314 correspondant aux exons V, VI et une partie de l'exon 

VII. Un domaine correspondant à RIII a été identifié dans la p55C-ets-1 humaine 

entre les acides aminés 131 et 242 (Gégonne et al., 1992). L'exon VII qui n'est pas 
présent dans la p41 c-ets-1 chez l'homme n'est pas nécessaire à l'activité 

transactivatrice (Gégonne et al., 1992). 

Les séquences de ces deux domaines sont différentes et ne 

présentent pas beaucoup d'homologie dans leur composition en acides aminés : le 

domaine RI est riche en résidus cystéine (1 0 %) et proline (14 %) et pauvre en 

acides aminés basiques ; RIII est lui riche en résidus sérine et présente un 

caractère acide. 
RI possède une succession de cytéines pouvant former un doigt 

de zinc impliqué dans des interactions protéines-protéines, qui ressemble au 

domaine transactivateur de la protéine Tat du virus HIV-1 (Human 

Immunodeficiency Virus-1) (Kuppuswamy et al., 1989). Aucune séquence 

similaire n'a cependant pu être détectée dans d'autres domaines des protéines Ets 

ni dans des domaines d'activation de facteurs de transcription connus. 

Les 71 acides aminés qui spécifient la partie N-terminale de la 

p6sc-ets-1 apparaissent globalement très hydrophobes (Leprince et al., 1990) et 

pourraient former une structure en boucle ro. Cette boucle peut être exposée à la 
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surface de la protéine et pourrait ainsi interagir avec d'autres protéines par des 

interactions hydrophobes. 
Les 17 acides aminés N-terminaux de la p54C-ets-l codés par 

l'exon J54 ne sont pas capables d'activer la transcription lorsqu'ils sont fusionnés à 

un domaine de fixation hétérologue (Schneikert et al., 1992; Gégonne et al., 
1992). La p54C-ets-l ne possède donc que les domaines RII et RIII. 

La région RII située entre les deux régions transactivatrices RI et 

RIII a une fonction modulatrice de la transactivation. Elle ne peut activer la 
transcription seule, mais combinée avec les domaines d'activation, RII a un effet 
de régulation négative sur l'activité de RI et un effet positif sur l'activité de RIII. 

RII qui contient un motif hélice-boucle-hélice est conservée entre 
Ets-1 et Ets-2 (70% d'homologie), suggérant que cette région puisse médier un 

contrôle commun des interactions de Ets-1 et Ets-2. L'hélice-boucle-hélice peut 
être impliquée dans des interactions protéines-protéines avec d'autres facteurs 
pouvant affecter l'activité de RII. Des expériences de compétition entre Ets-1 et 
Ets-2 ont montré que ces protéines interagissent avec un coactivateur commun 
présent en quantité limitante dans les cellules. Ces cofacteurs ou adaptateurs 

serviraient de liaison entre les facteurs de transcription et la machinerie 
transcriptionnelle (Schneikert et al., 1992). La différence d'activité des protéines 
résiderait dans les mécanismes par lesquels les facteurs se liant à l'ADN 
interagissent avec d'autres activateurs ou coactivateurs de la transcription. 

2 - Répression intramoléculaire de la fixation à l'ADN 
Différentes séries d'expériences ont suggéré l'existence dans les 

protéines Ets-1 humaines, aviaires et mutines, de régions régulant de manière 

négative l'activité de liaison à l'ADN (Lim et al., 1992; Nye et al., 1992; 

Hagman et Grosschedl, 1992; Wasylyk et al., 1992; Wasylyk et Wasylyk, 1993). 

La protéine v-Ets, ainsi que le peptide représentant le domaine 
ETS pris isolément, se lient à des EBS avec une affinité supérieure par rapport 
aux protéines Ets-1 de pleine longueur (Nye et al., 1992; Lim et al., 1992). 
L'élimination d'une partie des acides aminés carboxy-terminaux de v-Ets n'affecte 
pas sa capacité de liaison alors que la même délétion dans la protéine c-Ets-1 

entraîne une augmentation considérable de son activité de liaison. Ces résultats 

sembleraient donc démontrer que les acides aminés carboxy-terminaux de c-Ets-1 

répriment la capacité de liaison à l'ADN de la protéine alors que les acides aminés 

C-terminaux de v-Ets ne sont pas requis pour la liaison à l'ADN (Hagman et 

Grosschedl, 1992; Lim et al., 1992). Ces auteurs préconisent une interaction de 
cette région avec les acides aminés interagissant avec l'ADN, ou avec une autre 
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région de la protéine. L'intégrité de l'extrémité carboxy-terminale de c-Ets serait 

donc nécessaire pour la suppression de la liaison à l'ADN mais pas essentielle pour 

la liaison à l'ADN. 

Une deuxième région est impliquée dans la répression de la 
liaison à l'ADN de la p6sc-ets-l (Limet al., 1992; Wasylyk et al., 1992). Cette 

région est située au centre de la molécule (Lim et al., 1992) (Figure 5). Des 

délétions successives ont permis de localiser précisément cette région au niveau 

des acides aminés 291 à 377 correspondant à l'exon VII (Wasylyk et al., 1992). 

Le domaine ETS isolé se lie avec la même spécificité à l'ADN lorsqu'il est associé 

au domaine répresseur, mais avec une affinité moins grande (Lim et al., 1992). 

L'association entre le domaine ETS et le domaine de répression empêche la 

reconnaissance du domaine de fixation par un sérum dirigé contre lui (Wasylyk et 
al., 1992). Le domaine répresseur pourrait agir en masquant le site de fixation de 

l'ADN à la protéine. La répression de la liaison à l'ADN ne serait donc pas due à 

l'interaction avec des cofacteurs et la déphosphorylation des protéines ne restaure 

pas la capacité de liaison à l'ADN (Lim et al., 1992). 

Selon Lim et al. (1992) les deux domaines répresseurs sont 

nécessaires pour réprimer la fixation à l'ADN. Ces auteurs ont formulé 

l'hypothèse suivante : l'interaction moléculaire entre ces deux domaines de c-Ets 

maintiendrait la protéine dans une conformation fermée incapable de se lier à 

l'ADN. Un changement conformationnel résultant en une configuration ouverte de 

la protéine capable de lier l'ADN serait dû à l'élimination d'une des deux régions 

répressives ou à un autre mécanisme cellulaire inconnu (Limet al., 1992). D'autre 

part, aux limites du domaine de fixation à l'ADN, il existe des régions riches en 

résidus proline et alanine qui sont flexibles, suggérant la possibilité de former un 

coude créant ainsi un repliement permettant l'interaction de domaines éloignés 

(Limet al., 1992; Wasylyk et al., 1992). 

D'autres auteurs ne sont pas d'accord sur le rôle inhibiteur de la 

partie C-terminale. Pour ces auteurs, la région carboxy-terminale de Ets-1 serait 

directement impliquée dans la fixation à l'ADN et/ou modulerait son activité par 

un effet structural indirect, alors que la région carboxy-terminale dev-Ets, qui est 

différente serait, elle, inhibitrice (Leprince et al., 1992 ; Wasylyk et Wasylyk, 

1992). 

D'autres travaux récents vont dans le sens de cette théorie : le 

domaine ETS serait suffisant pour la liaison à l'ADN. Le domaine carboxy­

terminal situé au delà du domaine ETS altèrerait la sensibilité aux conditions de 

liaison. Une modification dans ce domaine induirait une conformation ouverte, 

exposant ainsi le domaine ETS aux anticorps et aux enzymes. Cette conformation 
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ouverte pourrait conférer une sensibilité à la régulation par phosphorylation ou 

par oxydoréduction (Wasylyk et Wasylyk, 1993). L'activité de liaison à l'ADN de 

v-Ets est particulièrement sensible aux conditions d'incubation (salinité, présence 

d'ions, phosphorylation, potentiel redox ... ). L'augmentation de sensibilité serait 

due à la perte de la fonction protectrice des séquences C-terminales de c-Ets-1. 

Les auteurs suggèrent que le domaine de liaison à l'ADN de v-Ets est plus 

accessible aux intéractions protéines-protéines et aux mécanismes de régulation 

facilitant ainsi la transformation (Wasylyk et Wasylyk, 1993). 

En résumé, il n'y aurait qu'une région impliquée dans 

l'inhibition de la liaison à l'ADN, la région correspondant à l'exon VII. La région 

C-terminale aurait, elle, un rôle dans la sensibilité aux conditions de liaison. 

C - Expressjon de c-ets -1 
Chez le poulet, la p54C-ets-1 qui représente le principal produit de 

traduction est préférentiellement exprimée dans les cellules lymphoïdes (B et T), 

du thymus et de la bourse de Fabricius (Ghysdael et al., 1986a; Pognonec et al., 

1988) et de la rate (Chen, 1985). Par contre, la p54C-ets-1 est faiblement exprimée 

dans les lymphocytes circulants et dans les autres tissus testés (embryons, moëlle 

osseuse, fibroblastes, macrophages et érythroblastes) (Ghysdael et al., 1986a). 

Chez l'homme, des résultats similaires montrent une expression 

importante de ets-1 dans les cellules lymphoïdes et hématopoïétiques ainsi que dans 

les astrocytes du cortex (Amouyel et al., 1988). 

De même, chez la souris, l'expression d'ets-1 est très importante dans 

les cellules hématopoïétiques et dans le thymus (Bhat et al., 1987, 1989). Dans le 

thymus de souris, l'expression de c-ets-1 augmente au cours de l'ontogenèse pour 

se stabiliser après la naissance (Pognonec et al., 1988; Bhat et al., 1987, 1989). 

Le thymus est le site majeur de développement des cellules T, de leur 

différenciation et de leur maturation fonctionnelle. Il contient des populations 

cellulaires à des stades différents de prolifération et de maturation. L'expression 

du gène ets-1 a été examinée dans des thymocytes fœtaux à différents stades du 

développement, dans des sous-populations de thymocytes adultes et dans des 

lymphocytes T périphériques. L'expression d'ets-1 est initialement détectée dans 

des thymocytes fœtaux de 18 jours, correspondant à la première apparition des 

thymocytes auxiliaires différenciés. Le maximum d'expression est trouvé dans le 

thymus, un à deux jours après la naissance. 

Dans le thymus d'adulte, les niveaux d'expression les plus importants 
sont trouvés dans les thymocytes CD4 +, un des sous-types cellulaires les plus 
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matures, alors que le niveau est beaucoup plus faible dans les lymphocytes T 
auxiliaires ou cytotoxiques. 

Selon d'autres auteurs, qui utilisent une méthode de fractionnement 
des sous-types cellulaires différente, la protéine Ets-1 murine est détectée à un 
même niveau dans les différentes populations lymphocytaires (Pognonec et al., 

1988). L'expression du gène ets-1 semble donc corrélée à la maturation 
fonctionnelle des thymocytes plutôt qu'à leur prolifération cellulaire (Bhat et al., 
1989), puisque des thymocytes proliférants n'expriment pas plus ets-1 que des 
thymocytes différenciés. 

Le niveau d'expression d'ets-1 dans les cellules T périphériques 
quiescentes est cependant plus faible que dans les thymocytes. Si ces lymphocytes 
quiescents sont stimulés par un anticorps anti-CD3 mimant l'interaction TCR­
antigène, par un mitogène ou un ionophore calcique, l'expression de c-ets-1 

diminue de façon considérable (Bhat et al., 1990). Ces résultats suggèrent que les 
produits de c-ets-1 sont nécessaires pour maintenir les cellules T à un stade 
quiescent et que l'expression de c-ets-1 doit être réprimée lors de l'activation 
lymphocytaire. 

La recherche de l'expression des gènes ets-1 (et ets-2) a été effectuée 
au cours du développement embryonnaire de la souris (Kola et al., 1993). Ces 
auteurs montrent que l'expression du gène ets-1 est beaucoup plus importante 
pendant le développement embryonnaire, comparée au taux à la naissance et au 
stade adulte. L'expression du gène ets-1 augmente dans l'embryon après 
l'implantation et pendant l'organogenèse. Une expression importante est mise en 
évidence dans tous les organes des embryons de 15 jours examinés (intestin, 
estomac, rate, rein, langue, foie, cœur, cerveau et thymus). 

A des stades fœtaux plus tardifs, l'expression d'ets-1 est prédominante 
dans les tissus lymphoïdes, le cerveau et dans les organes qui sont remodelés ou 
qui subissent des ramifications lors de l'organogenèse (rein, langue et glandes 
salivaires), mais est réduite de façon considérable dans les autres organes comme 
l'estomac et l'intestin. Après la naissance, ets-1 n'est exprimé que dans les organes 
lymphoïdes et le cerveau alors que chez l'adulte, le gène est uniquement exprimé 
dans les organes lymphoïdes. 

Des expériences d'hybridation in situ ont permis de montrer que le 
gène ets-1 intervient dans les cellules du mésenchyme des organes en 
développement, dans le système nerveux et dans la formation des os. 

L'expression du gène ets-1 pendant le développement embryonnaire 

semble donc associée à la morphogenèse et/ou au modelage des tissus. Ces 
processus morphogénétiques impliquent la dégradation et le remodelage de la 



32 

matrice extracellulaire. Or, les protéines Ets-1 sont connues pour réguler la 

transcription de métalloprotéinases dégradant la matrice comme la stromélysine et 

l'uPA. La fonction d'Ets-1 au cours de ces processus morphogénétiques pourrait 
être de réguler la transcription des gènes impliqués dans la dégradation et le 
remodelage de la matrice extracellulaire. 

Des travaux effectués sur des ovaires de souris adultes ont montré 
une expression importante d'ARNm du gène ets-1 (et ets-2) (Rowe et Propst, 

1992). Par hybridation in situ, ces auteurs montrent que l'expression est localisée 
au niveau des cellules de la thèque et du corps jaune. D'autre part, des extraits 

d'ovaires de souris adultes présentent des facteurs pouvant se lier à des EBS, 
semblant ainsi prouver la présence de protéines de la famille ETS 
fonctionnellement actives. Les cellules de la thèque qui produisent les androgènes 

et les progestatifs interviennent dans le remodelage du tissu ovarien, en association 
avec le développement des follicules. Les gènes ets pourraient contrôler la 

régulation transcriptionnelle de gènes impliqués dans la réorganisation de ces 
tissus. 

Des expériences d'hybridation in situ chez le poulet ont montré qu'au 
cours de l'embryogenèse, ets-1 est exprimé dans toutes les lignées d'origine 
mésodermique, dont certaines sont à l'origine du système sanguin. L'expression la 
plus forte a été mise en évidence dans les cellules endothéliales formant la paroi 
interne des vaisseaux sanguins. En dehors du système vasculaire, c-ets-1 est 
exprimé dans des groupes de cellules mésodermiques engagées dans des processus 
morphogénétiques mais ne l'est pas dans les épithéliums (Vandenbunder et al., 
1989). L'expression transitoire de c-ets-1 au début de la formation des vaisseaux 

sanguins a aussi été montrée au cours de l'embryogenèse humaine ainsi que dans la 
cicatrisation des plaies et la vascularisation des tumeurs (Wemert et al., 1992). 

L'expression de c-ets-1 a été bien étudiée lors de l'édification du 
germe plumaire, lors de processus de migration cellulaire des cellules dermiques 

vers le site où s'édifie la future plume (Desbiens et al., 1991). c-ets-1 est aussi 
transcrit dans les cellules de crêtes neurales céphaliques et troncales en migration 
(Vandenbunder et al., 1989; Queva et al., 1993). 

D - Réeulatjop de la fopctjop des produits du eèoe c-ets-1 

1 - Epissage alternatif 
L'épissage alternatif des messagers du locus c-ets-1 a été mis en 

évidence chez l'homme, le poulet et la souris (Leprince et al., 1988 ; Reddy et 



B 

A 

p51 
c-ets-1 

81 201 78 

154 a 

RII 

N terminal 70 73 153 156 
RQWT RYTS 

Rlll, domaine de transactivation, 
RH, domaine de régulation, 

249 261 

278 282 
RVPS 

RQWT, RYTS et RVPS, séquences consensus de phosphorylation, 
par la calcium/calmoduline kinase II, 
HBH, région en hélice-boucle-hélice. 

A III IV V VI VII VIII IX 

A III IV V VI VII VIII IX .. pSl c-ets-1 

.. p42 c-ets-1 

.. p48 c-ets-1 

.. pJS c-ets-1 

.. régions non codantes 

( 

119 213 nts 

e F 

C terminal 

Figure 6 : A- Structure et domaines fonctionnels de la p51 c-ets-1 humaine. 

B-Les transcrits du locus c-ets-1 humain et leur produit. 



33 

Rao, 1988; Koizumi et al., 1990; Jorcyk et al., 1991 ; Crépieux et al., 1993). 

Différents transcrits alternatifs ont été identifiés, chez l'homme, 

dans des lignées de lymphocytes (Figure 6). Deux isoformes des protéines Ets-1 
sont traduites, la p51 et la p42c-ets-1. L'épissage alternatif éliminant l'exon VII 

donne naissance au transcrit codant la p42c-ets-l (Reddy et Rao, 1988 ; Koizumi 

et al., 1990; Jorcyk et al., 1991). Le messager contenant l'exon VII est cependant 

le plus abondant dans la lignée cellulaire testée. Il code la p51 c-ets-1. 
L'élimination de l'exon VII entraîne la perte du site majeur de phosphorylation. 

Une protéine variante équivalente à la protéine humaine p42 a été isolée chez la 

souris (p52C-ets-1) (Pognonec et al., 1990). Cette protéine n'est pas affectée par la 

phosphorylation dans sa capacité de se lier à l'ADN. La protéine p42C-ets-1 
humaine doit vraisemblablement posséder les mêmes propriétés. D'autre part, le 

domaine codé par l'exon VII est impliqué dans l'inhibition de la fixation à l'ADN 

et donc la protéine totale se fixe moins bien à l'ADN que la protéine amputée de 

ce domaine (Wasylyk et al., 1992). 

D'autres transcrits, plus rares, ont été détectés par RT PCR dans 

des lymphocytes sanguins (Jorcyk et al., 1991) (Figure 6). Un épissage alternatif 

de l'exon IV a été mis en évidence en plus de l'épissage de l'exon VII, ainsi 

qu'une combinaison de ces deux types d'épissage alternatif, mais aucune fonction 

n'a pu être déterminée. L'élimination de l'exon IV entraîne la formation d'une 
protéine de poids moléculaire 48 kDa (p48C-ets-1) qui est dépourvue d'une partie 

de la région codant le domaine de régulation de la transactivation correspondant 

chez le poulet. Ce domaine possède une structure supposée en hélice-boucle-hélice, 

structure généralement impliquée dans des intéractions protéines-protéines. 

Récemment, dans certaines lignées cellulaires, ont été décrits des 

ARNm du locus ets-1 résultant d'épissages anormaux: l'ordre normal des exons 

dans le transcrit est modifié mais le cadre de lecture est conservé (Cocquerelle et 
al., 1992). Dans ces ARN, les exons VI ou VII peuvent être placés avant 

l'exon III. Ces ARN ne sont pas polyadénylés et sont circulaires (Cocquerelle et 
al., 1993). La fonction de ces ARN est encore inconnue. 

Chez le poulet, l'épissage alternatif des transcrits du locus c-ets-1 
génère deux protéines, la p54C-ets-1 et la p68C-ets-1 (Leprince et al., 1988) 

(Figure 4 ). La p68C-ets-1 diffère de la p54C-ets-1 par la présence d'un domaine 

transactivateur supplémentaire localisé dans la partie N-terminale de la p68C-ets-1. 

Les différents épissages alternatifs identifiés chez l'homme n'ont pas d'équivalent 

chez le poulet. Dans les études in vitro menées jusqu'alors, l'efficacité de la 

transactivation n'apparaît guère différente excepté sur le promoteur de la 

stromélysine de rat. En cotransfection dans des cellules humaines, la p68C-ets-1 a 



34 

une activité transactivatrice supérieure à celle de la p54C-ets-l (Wasylyk et al., 
1991). De ce fait, l'existence d'un domaine transactivateur supplémentaire doit 
permettre à la p68C-ets-J d'interagir avec d'autres facteurs et donc d'avoir une 
activité différente. 

2 • Maturation post-traductionnelle des protéines Ets-1 
Les seules modifications post-traductionnelles des protéines Ets-1 

mises en évidence jusqu'à présent sont la phosphorylation et la modification des 
groupements thiols. Les protéines Ets-1 humaines, murines et aviaires migrent en 
SDS-PAGE sous différentes formes. Cette hétérogénéité est en grande partie due à 
des événements de phosphorylation ayant lieu principalement sur des résidus 
sérine et à un niveau plus faible sur des résidus thréonine. Les protéines 
phosphorylées ont ainsi une structure tridimensionnelle qui ralentit leur migration 
(Pognonec et al., 1988 ; Koizumi et al., 1990). 

Chez le poulet, après marquage métabolique au 32p­
orthophosphate, trois protéines sont immunoprécipitées et ont des poids 
moléculaires apparents de 62, 66 et 72 kDa. Ces protéines sont le résultat de la 
phosphorylation de la p54C-ets-J, suggérant l'existence de plusieurs sites de 
phosphorylation (Pognonec et al., 1988). 

Dans les thymocytes, la proportion des formes phosphorylées est 
faible, indiquant que ces modifications post-traductionnelles auraient une fonction 
de régulation. La phosphorylation de la p54C-ets-l ne dépend ni de l'activation des 
protéines kinases C, ni de l'activation des protéines kinases AMP cyclique 
dépendantes. Par contre, le traitement des thymocytes avec l'ionophore calcique 
A23178 entraîne une augmentation considérable et rapide des formes 
phosphorylées et la disparition de la p54C-ets-l. Des résultats similaires sont 

obtenus avec les protéines Ets-1 humaines et murines dont les formes 
phosphorylées ont des poids moléculaires de 60 et 73 kDa respectivement. L'effet 
de stimulation de l'ionophore A23178 est complètement inhibé par un 
prétraitement avec du cobalt ou de l'EGT A qui chélatent le calcium. Les 
événements de phosphorylation·Ca2+ dépendants requièrent donc l'entrée de Ca2+ 
extracellulaire, le relargage du Ca2+ intracellulaire étant insuffisant à lui seul. 

La stimulation mitogène des thymocytes par les lectines comme 

la Concanavaline A ou par des anticorps monoclonaux dirigés contre des 
composants du récepteur des cellules T entraîne une phosphorylation de Ets-1 
dépendante de la concentration intracellulaire de Ca2+, de la même façon qu'avec 
l'ionophore calcique (Pognonec et al., 1988, 1990). 

Les différentes isoformes des protéines Ets-1 humaines ont été 
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identifiées par marquage au 32P-orthophosphate dans la lignée cellulaire CEM 

(cellules T) et aussi dans des lignées de cellules lymphoïdes. Les protéines p52 et 
p49 sont les versions phosphorylées des p51 et p48 respectivement (Koizumi et al., 
1990). L'analyse de la séquence en acides aminés de la protéine p51 c-ets-1 

humaine a révélé la présence de sites consensus de la calcium/calmoduline 
kinase II'dans l'exon IV (acides aminés 70-73), dans l'exon V (acides aminés 

153-156) et dans l'exon VII (acides aminés 279-282) (Figure 6). Le site situé 
dans l'exon VII est conservé dans la protéine Ets-2. D'autre part, la p42C-ets-1 

qui résulte de l'épissage alternatif de cet exon, n'est pas phosphorylée après 
stimulation mitogénique. Le site consensus de l'exon VII semble donc être le site 
principal de phosphorylation des protéines Ets-1 humaines provoquée par 
l'augmentation de calcium intracellulaire (Koizumi et al., 1990). Deux sites 

consensus de fixation de la kinase II calcium/calmoduline dépendante existent 
aussi dans la p54C-ets-l, dont un est situé dans le domaine de répression de la 

fixation à l'ADN (exon VII - acides aminés 308-311). Les formes non 
phosphorylées ont une localisation nucléaire et peuvent se lier à l'ADN (Pognonec 

et al., 1989; Koizumi et al., 1990) contrairement aux formes phosphorylées qui 
perdent leur capacité de liaison à l'ADN et leur localisation nucléaire (Pognonec et 

al., 1989). La phosphorylation des protéines Ets-1 est transitoire et intervient 
après stimulation lymphocytaire qui entraînerait l'inactivation des protéines et leur 
détachement des régions promotrices des gènes qu'elles régulent. Récemment, une 
forme hyperphosphorylée de la protéine Ets-1 a été mise en évidence au cours de 
la mitose dans des lignées de lymphocytes T (Fleischman et al., 1993). Cette forme 

est présente au début du cycle mitotique, avant ou aux alentours de la transition 

métaphase-anaphase. La forme Ets-1 hyperphosphorylée serait due à de multiples 
événements de phosphorylation sur des résidus sérine situés au niveau du domaine 
codé par l'exon VII par activation de la calcium/calmoduline kinase II, et sur un 
autre site proche du premier. L'activité de liaison spécifique à l'ADN de cette 
forme hyperphosphorylée ne semble pas altérée. Les changements dans l'activité 

des phosphatases cellulaires sont importants pour la régulation de Ets-1 en 

fonction du cycle cellulaire et donc pour la régulation de ses gènes cibles. 

Les protéines Ets-1 humaines peuvent subir des modifications au 
niveau de groupements thiols résultant de l'activité d'inhibiteurs de protéases 
(Fischer et al., 1992). Ces modifications peuvent avoir lieu sur les résidus cystéine 

99, 112 et 169 situés en dehors du domaine de liaison à l'ADN et n'affectent pas la 
capacité de liaison à l'ADN. 
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3 - Localisation nucléaire 
Les protéines p54C-ets-1 et p68C-ets-1 exprimées dans des 

cellules COS à partir d'un vecteur d'expression sont localisées dans le noyau 

(Boulukos et al., 1989; Pognonec et al., 1989; Leprince et al., 1990). Le 

domaine responsable de cette localisation est une séquence riche en acides aminés 
basiques (376- GKRKNKPK pour la p54C-ets-1); cependant, les acides aminés 

situés en amont par rapport au signal de localisation nucléaire sont aussi impliqués 

dans cette activité. L'intégrité des 78 acides aminés carboxy-terminaux est requise 
pour la localisation nucléaire de la p54C-ets-1 (Boulukos et al., 1989). 

La séquence basique GKRKNKPK est similaire à la séquence 

minimale conférant la localisation nucléaire de l'antigène T du virus SV 40 ainsi 

que plusieurs autres protéines nucléaires (Richardson et al., 1986 ; Dang et Lee, 

1988). L'analyse informatique de cette région prédit qu'elle ferait partie d'une 
boucle s'étendant à la surface de la protéine, permettant ainsi l'interaction avec un 

transporteur la guidant jusqu'au noyau (Pognonec et al., 1989). 

4 - Stabilité des protéines Ets-1 
La demi-vie des protéines Ets-1 est relativement courte, de 45 à 

85 minutes (Pognonec et al., 1988 ; Koizumi et al., 1990). La stabilité est 

augmentée pour les protéines Ets-1 résultant de l'épissage alternatif de l'exon VII 

qui présente le site majeur de phosphorylation. Pour ces protéines (p48 et 
p39C-ets-1 humaines), la demi-vie est de 135 minutes (Koizumi et al., 1990). Les 

séquences PEST riches en résidus proline, glutamine, sérine et thréonine semblent 

jouer un rôle dans le renouvellement des protéines Ets (Rogers et al., 1986). Des 

séquences de ce type sont retrouvées entre la région RIII et le domaine ETS. Elles 
seraient responsables de la protéolyse de la protéine, générant ainsi deux 

fragments pouvant interférer avec l'activité des protéines totales (pour revue, 

MacLeod et al., 1992). En effet, le clivage crée ainsi un domaine de liaison à 
l'ADN exempt des restrictions de régulation imposées par les domaines N­

terminaux, toujours capable de reconnaître des EBS. 

E - Ré~:ulation de c-ets-1 

1 - Caractérisation du promoteur 
Les séquences promotrices situées en amont de l'exon J54 dans le 

locus c-ets-1 ont été clonées chez l'homme et le poulet et commencent à être bien 

caractérisées sur le plan fonctionnel (Figure 7). 

La transcription du gène humain ets-1 s'initie en de multiples 
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sites de démarrage. Il existe 14 sites d'initiation couvrant une région de 137 pb, 

le site situé le plus en 3' étant localisé 305 pb en amont du codon ATG d'initiation 

de la traduction (Jorcyk et al., 1991). Le promoteur du gène ets-1 humain ne 

contient pas les éléments TATA et CAA T classiquement reconnus par l'ARN 

polymérase II pour la plupart des gènes eucaryotes. Par contre, il contient un 

grand pourcentage en bases G et C. 

L'absence d'éléments TATA-CAAT, le pourcentage élevé de GC 

ainsi que les multiples sites de démarrage de la transcription sont retrouvés dans 

des promoteurs d'autres gènes humains comme les "house keeping genes", des 

gènes en relation avec la croissance, et des oncogènes tel Hu c-ets-2 (Oka et al., 

1991 ; Jorcyk et al., 1991). 

Une région de 706 pb incluant les sites multiples d'initiation de 

la transcription contient l'activité promotrice maximale de l'ets-1 humain (Jorcyk 

et al., 1991) (Figure 7A). Cette région présente des sites putatifs de fixation pour 

les facteurs de transcription Sp-1, AP-l, AP-2 et Bts, ainsi qu'un élément similaire 

à l'élément de réponse au sérum de c{os, qui s'est ensuite avéré non fonctionnel 

(Majérus et al., 1992). Le promoteur ets-1 humain est aussi caractérisé par de 

longues séquences polypuriques-polypyrimidiques (GIA). Ces séquences semblent 

importantes pour l'activité promotrice car elles peuvent former une structure en 

triple hélice de l'ADN, sensible à la nucléase St, sur laquelle peuvent se fixer des 

protéines nucléaires qui pourraient ainsi réguler l'inductibilité du promoteur 

(Mavrothalassitis et al., 1990 ; Jorcyk et al., 1991 ). Ces structures 

homopolymériques pourraient servir d'éléments fonctionnels du promoteur. 

Un certain nombre de tests ont ensuite été effectués pour vérifier 

si ces sites étaient fonctionnels. 

2 - Régulation de l'expression 
Des expériences de protection contre la nucléase St ont permis 

de montrer que trois des sites consensus Sp-I localisés près du site "cap" sont 

protégés de la digestion par des extraits nucléaires de cellules épithéliales de 

souris. Une telle protection est aussi observée dans une zone où l'on trouve un 

motif PEA3 chevauchant des motifs AP-l ressemblant à un ORU (unité de réponse 

à l'oncogène). L'expression de c-ets-1 est induite par le sérum, mais lentement. 

L'activité du promoteur est augmentée par le sérum (Majérus et al., 1992). De 

même, des tests de cotransfection de c-jun + c-fos et de c-ets-1 montrent une 

stimulation de l'activité promotrice, impliquant une région contenant des motifs 

putatifs AP-l et PEA3. Ces expériences tendent à prouver que la transactivation 

du promoteur par c-Fos + c-Jun implique un site consensus pour AP-l. De façon 
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contradictoire, c-Fos + c-Jun ne coopèrent pas dans la transactivation par un ORU 

de ets-1 contrairement au PyORU de l'"enhancer" du virus du polyome (Oka et 
al., 1991 ; Majérus et al., 1992). Les tests de cotransfection ont été réalisés dans 
différentes lignées cellulaires : lignée cellulaire lymphoïde Daudi, lignée 

cellulaire érhythroïde K562 et lignée cellulaire promyélocytaire HL60 (Oka et al., 
1991) ainsi que dans des cellules épithéliales de souris (Majérus et al., 1992). Le 
promoteur d'ets-1 fonctionne bien dans les cellules lymphoïdes, les cellules 
épithéliales mais aussi de façon étonnante dans les cellules érythromyéloïdes K562, 

car les produits de transcription et de traduction du gène ets-1 n'ont pas été 
détectés dans cette lignée cellulaire (Chen, 1985 ; Bhat et al., 1987). Il existerait 
dans ces cellules un facteur fort, spécifique et de régulation négative, qui se 
fixerait dans une région du promoteur antérieure à celle utilisée pour les tests de 

cotransfection (Oka et al., 1991). 

En plus de la présence de sites pour la fixation des facteurs de 
transcription AP-l, AP-2 et Sp-1, le promoteur d'ets-1 contient un site de liaison 
pour les protéines Ets-1, qui s'est avéré fonctionnel après un test de transfection 
dans des cellules Daudi (Majérus et al., 1992). Ces résultats suggèrent que la 
transcription du gène ets-1 peut être régulée de façon positive par son propre 

produit, comme cela a aussi été rapporté par Seth et Papas (1990). La présence 
d'un facteur de régulation négative en amont de la séquence promotrice étudiée est 

envisagée pour contrebalancer l'action de la protéine Ets-1 sur son propre 
promoteur (Oka et al., 1991). 

Ces éléments de régulation négative préalablement envisagés 
viennent d'être identifiés (Chen et al., 1993a). Par une série de délétions, deux 
éléments de régulation négative ont pu être localisés dans la région promotrice du 
gène c-ets-1 humain: NREl et NRE2. La présence de ces deux éléments est 
nécessaire pour exercer un effet répressif sur le promoteur ets-1. D'autre part, les 

auteurs ont également montré que ces NRE sont aussi fonctionnels sur un 
promoteur hétérologue (Chen et al., 1993a). Des extraits nucléaires de cellules 

lymphoïdes B et T (Daudi et HPB) et érythromyéloïdes (K562) incubées avec les 

NREl et NRE2 forment des complexes, alors qu'aucun complexe n'est formé dans 
les cellules K562. ll existe donc des facteurs de transcription capables de se lier 

sur ces éléments, ces facteurs n'étant présents que dans les cellules où le 

promoteur ets-1 humain est actif (Chen et al., 1993a). L'étude plus approfondie du 

promoteur a aussi permis de mettre en évidence des motifs de liaison pour les 

facteurs de transcription PEA3 et Oct (un site pour PEA3, deux sites pour Oct) 

situés entre les NRE. Ces sites représenteraient d'autres éléments de régulation 
positive du promoteur ets-1, ces éléments n'étant pas aussi forts que AP-l, AP-2 
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et Ets. 
Des travaux très récents ont permis de mettre en évidence 

l'activité de régulation des facteurs de transcription PEA3, Oct-1 et Oct-2 sur le 
promoteur du gène ets-1 humain (Chen et al., 1993b). Ces trois facteurs régulent 
de façon positive le promoteur du gène ets-1. Le facteur PEA3 est le stimulateur 
le plus fort, et il a plus d'affinité pour les motifs PEA3 et Ets que la protéine Ets-
1, peut-être parce que la protéine PEA3 ne possède pas de domaine inhibiteur de 
la fixation à l'ADN (Xin et al., 1992). AP-2 est le régulateur le plus fort du 
promoteur ets-1 après PEA3. Son activité est aussi plus importante que celle de la 
protéine Ets-1. La présence de facteurs se liant au NRE2 empêche les facteurs 
Oct-1 et Oct-2 d'exercer leur activité de régulation positive. Les facteurs se liant 
au NRE2 et le facteur Oct-2 interagiraient de façon allostérique. Les auteurs 
montrent que la combinaison des facteurs AP-2, Ets-1, Oct-1, Oct-2 et PEA3 
augmente l'expression du promoteur ets-1 de façon additive plutôt que synergique. 

En résumé, AP-l, AP-2 et Ets sont des facteurs de transcription 
intervenant dans la régulation positive du gène ets-1. Les sites de liaison de ces 
facteurs sont localisés dans une région du promoteur. Dans une autre région se 
trouvent des sites de liaison pour les facteurs PEA3, Oct-1 et Oct-2 qui régulent 
aussi de façon positive. Pour maintenir une expression normale, deux régions 
contenant des NRE peuvent fixer des facteurs de régulation négative empêchant 
ainsi une surexpression du gène. 

Chez le poulet, deux régions promotrices ont été caractérisées 
(Crépieux et al., 1993) (Figure 7B); la première se trouve en amont de l'exon 
J54 et permet la synthèse des ARNm codant la p54C-ets-1. Cette région promotrice 

est très homologue à celle caractérisée chez l'homme. Le deuxième promoteur qui 
fonctionne dans des fibroblastes embyonnaires est localisé en 5' d'un exon Y non 
codant situé en amont des exons a et p. ll initie la synthèse des messagers codant 
la p6sc-ets-1 pour laquelle le domaine codé par l'exon J54 est éliminé. 

Tout comme pour les promoteurs caractérisés chez l'homme, les 
deux promoteurs aviaires ne présentent pas d'élément TATA ou CAA T et la 
transcription des ARNm codant les protéines p54C-ets-1 et p68C-ets-1 s'initie en de 

multiples sites. 
Le promoteur initiant la synthèse de la p68C-ets-1 n'est pas 

spécialement riche en bases G et C, même s'il ne comporte pas de boîte TATA ou 
CAAT, mais la transcription est initiée dans une zone contenant une dizaine de 
bases CouT. Des sites potentiels de fixation de différents facteurs de transcription 
spécifiques des cellules lymphoïdes ont été identifiés tels que Elf-1, PU.l, Ets-1, 
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TCF-1 et GATA-3 en plus de sites AP-2. L'ARNm codant la p54C-ets-1 s'initie, 

lui dans une région riche en G et C. L'organisation de ce promoteur est similaire à 

celle décrite pour le promoteur humain, comprenant plusieurs sites AP-2 et Sp-1 

ainsi qu'une longue répétition de G/ A située en aval des sites d'initiation de la 
transcription. 

F - Les protéines Ets-1 et la transformation 

1 - Transformation de cellules in vitro 
La transfection de fibroblastes de souris NIH3 T3 par un vecteur 

plasmidique exprimant la p54C-ets-1 (ou la p55C-ets-2, Seth et al., 1989) entraîne 

une modification de leurs caractéristiques (Seth et Papas, 1990). Les lignées 
cellulaires dérivées des foyers de cellules transformées peuvent pousser sans 
ancrage en milieu appauvri en sérum et former des colonies en milieu semi-solide 

et sont tumorigènes chez la souris athymique. Toutefois, le pouvoir transformant 

de c-ets-1 est faible et la capacité à induire des foyers est beaucoup plus 
importante si les cellules NIH3T3 sont tranfectées par le virus murin ME26 qui 
exprime la P135gag-myb-ets (Yuan et al., 1989). Les cellules infectées par le 

virus ME26 n'induisent cependant pas de tumeurs chez la souris athymique ; les 

cellules transformées par c-ets-1 ont donc subi des modifications qui ont augmenté 
leur pouvoir oncogénique. 

2 - Translocation chromosomique 
Le locus c-ets-1 a été impliqué dans des translocations 

chromosomiques entre le chromosome 11 et les chromosomes 1, 4 et 9. Ces 

translocations ont été mises en évidence chez des malades atteints de leucémies 

myéloïdes, mais le point de cassure dans le locus c-ets-1 n'a pas été localisé (Diaz 

et al., 1986 ; Sacchi et al., 1986). Un réarrangement de ce locus a été montré dans 
un cas de leucémie myélomonocytique et dans un cas de lymphome (Rovigatti et 
al., 1986). Le rôle de c-ets-1 dans l'apparition ou la maintenance de ces leucémies 

reste encore à démontrer. 

3 - Ets-1 dans les tumeurs humaines 
Par la technique d'hybridation in situ, l'expression du gène ets-1 

a été mise en évidence dans des cellules de tumeurs humaines d'origine 

neuroectodermique du système nerveux périphérique (Sacchi et al., 1991). De la 

même façon, l'expression du gène ets-1 a été démontrée dans des sarcomes 

d'Ewing. Cependant, rien n'indique ici dans quelle mesure le gène ets-1 peut être 



Espèce Gène Produit Références 
(en acides aminés) 

Homme ets-1 1441 Watson et al. (1988b) 
354 Reddy et Rao (1988) 

ets-2 469 Watson et al. (1988b) 
erg 1462 Reddy et al. (1987) 

363 Rao et al. (1987) 
fli-1/erg B 452 1 Prasad et al. (1992) 

Watson et al. (1992) 
elk-1 428 Rao et al. (1989) 
SAP-1 453 Dalton et Treisman ( 1992) 
elf 619 Thompson et al. (1992) 
PEA3 476 Higashino et al. (1993) 
ERM 510 Monté et al. (soumis) 

Souris ets-1 440 Chen (1990) 
ets-2 468 Watson et al. (1988b) 
spi-1/PU.1 272 Moreau-Gachelin et al. (1988) 

Klemsz et al. (1990) 
Moreau-Gachelin et al. (1989) 

fli-1 452 Ben-David et al. (1991) 
GABPa 454 La Marco et al. (1991) 
ER71 335 Brown et McKnight (1992) 
ER81 477 Brown et McKnight (1992) 
PEA3 555 Xin et al. (1992) 

Poulet ets-1 441 1 Watson et al. (1988a) 
Duterque-Coquillaud et al. (1988) 

485 Leprince et al. (1988) 
ets-2 479 Boulukos et al. (1988) 

Xénope ets-1a 438 Stiegler et al. (1990) 
ets-1b >268 Stiegler et al. (1990) 
ets-2a 472 1 Wolff et al. (1991) 
ets-2b 472 Burdett et al. (1992) 

Oursin ets ND Chen et al. (1988) 
erg ND Qi et al. (soumis) 

Drosophile ets-2 ND Pribyl et al. (1988) 
elg 135 Pribyl et al. (1991) 
E74 883 Janknecht et al. (1989) 

Burtis et al. (1990) 
ets-3 ND 
ets-4 ND Chen et al. (1992) 
ets-6 ND 

pokkurilyan 761 1 Tei et al. (1992) 
Lai et Rubin (1992) 

Tableau 3 : Les gènes de la famille ETS. 
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impliqué dans l'apparition ou le développement de ces tumeurs. 

Les transcrits du gène c-ets-1 ont été détectés dans l'endothélium 

des vaisseaux sanguins néoformés qui irriguent la tumeur (carcinomes du sein et 
du poumon) et dans les fibroblastes constituant le stroma de tumeurs humaines, 
mais il n'ont pas été détectés dans les cellules cancéreuses (Wemert et al., 1992). 

Ici, comme au cours de l'embryogenèse aviaire, c-ets-1 est 

exprimé dans les vaisseaux sanguins en voie de formation (Vandenbunder et al., 
1989). 

III - La famille ETS 
La famille ETS est une famille de facteurs de transcription constituée de 

nombreux membres présentant entre eux une ou plusieurs régions d'homologie. 
L'ensemble des gènes constituant cette famille est décrit dans le tableau 3. 

A - Critères de classjficatjon des membres de la famjlle 
E..IS 

1 - Les domaines A, B, C 
Selon le degré d'homologie avec la protéine Ets-1 humaine, on 

distingue trois régions, A, B etC (Watson et al., 1988b) (Figure 8): 

- La région A ne se rencontre que dans quelques membres de 
la famille ETS, où elle présente une homologie moyenne (66% d'homologie 
entre la protéine Ets-2 de xénope et la protéine Ets-1 humaine). 

- La région B est celle qui présente le moins d'homologie pour 

les membres de la famille. 
- La région C est la seule région très bien conservée dans tous 

les membres de la famille ETS : elle présente plus de 90 % d'homologie entre la 
protéine Ets-2 de drosophile et la protéine Ets-1 humaine. C'est cette région C qui 

détermine l'appartenance à la famille ETS. 

Ces trois régions sont des domaines fonctionnels : 

- La région A comprend 60 acides aminés, présentant une 

certaine homologie avec le domaine HLH des protéines HLH ("helix loop helix") 
(Anthony-Cahill et al., 1992 ; Vison et Garcia, 1992). 

Le domaine HLH est une région caractéristique de nombreux 

facteurs de transcription, exigée pour les interactions protéine-protéine. 
- La région B, spécifique des protéines Ets-1, comprend un 
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f1"1J.l Faible homologie avec les protéines de la famille HLH 
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EZ3 Site de phosphorylation des protéines Ets par la calcium/calmoduline kinase 
~ Domaine de liaison à J'ADN et signal de localisation nucléaire 

Figure 8: Représentation schématique des domaines A, B etC définis par Watson et al., 
1988b pour les protéines de la famille ETS. 
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domaine transactivateur (Gégonne et al., 1992), ainsi qu'un domaine de répression 

de la fixation à l'ADN (Lim et al., 1992; Nye et al., 1992; Wasylyk et al., 
1992). 

- La région C est constituée de 110 acides aminés. C'est une 

région de liaison à l'ADN riche en résidus basiques (arginine et lysine). Ce 

domaine est différent de ceux impliqués jusqu'ici dans les intéractions protéines­

acides nucléiques, tels que les motifs "leucine zipper" (Landschultz et al., 1988), 

doigts de zinc (Evans et Hollenberg, 1988), hélice-boucle-hélice (Murre et al., 
1989) et homéodomaine (Levine et Hoey, 1988). Un trait caractéristique du 

domaine C est la présence d'un triplet de résidus tryptophane, les résidus étant 
séparés par 17 à 18 acides aminés. Une exception cependant, dans la protéine 

PU .1, le troisième tryptophane est remplacé par une tyrosine. 

2 - Le domaine ETS 
Dans le domaine C une séquence de 85 acides aminés est 

particulièrement bien conservée des Invertébrés à l'homme. L'alignement de 27 de 

ces domaines (Laudet et al., 1993) (Figure 9) montre une forte homologie en 

deux endroits de ces séquences : 14 acides aminés situés en position N-terminale 
(structure prédite en hélice a), et environ 50 acides aminés situés en position 
C-terminale (le domaine basique). La région charnière de 23 acides aminés 

connectant ces deux régions est beaucoup moins bien conservée parmi les 

membres de la famille ETS. Ainsi, en prenant les membres les plus éloignés de 

cette famille, Ets-1 et Fli-1, on observe 57 % d'homologie dans l'hélice a et 

35% d'homologie dans le domaine basique, mais seulement 14% d'homologie 

dans la région charnière. Dans cette région charnière, seulement deux acides 

aminés, un tryptophane et une phénylalanine, sont communs à tous les membres de 
la famille ETS; pourtant, Wang et al. (1992) ont montré que le remplacement de 

ce tryptophane par un acide aminé hydrophobe ne modifie pas la capacité de 

fixation à l'ADN de la protéine c-Ets-1. 

Le domaine ETS peut se situer en position carboxy-terminale 

(protéines Ets-1, Ets-2, Erg, Fli-1, GABPa, Spi-1/PU.1, PEA3 et E74), amino­

terminale (protéines Elk-1, SAP-1), ou même médiane (protéines Elf-1 et Pok) de 

la protéine (Figure 10). 
L'analyse des séquences des protéines Ets montrent qu'elles 

renferment un triplet de résidus tryptophane, espacés de 18 ou 19 acides aminés. 

Pour certains auteurs, le domaine ETS est à rapprocher de celui des domaines de 

liaison à l'ADN des protéines Myb (Anton et Frampton, 1988; Karim et al., 
1990). Cependant, dans les protéines Myb, ce motif de trois résidus tryptophane 



Hélice a Charnière Domaine basique 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 
HETSl GSG---PI OIMQFLLELLTDKS --CQSFISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NJ<PJ<MNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTA-GKRYVYRFVCD 
CETS1 GSG---PI QIMQFLLELLTDKS --CQSFISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKlÜhHKTA-GKRYVYRFVCD 
VETS GSG---PI QLWQFLLELLTDKS --cQSFISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDJ<tMrHKTA-GKRYVYRFVCD 
XETSlA GSG---PI QLWQFLLELLTDKS --OQSFISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNIIHKTA-GKRYVYRFVCD 
XETSlB GSG---PI QLWQFLLELLTDKS --OQSFISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTA-GKRYVYRFVCD 
HETS2 GSG---PI QIMQFU.F:I.I.SOKS --COSFISWTG-DGWEFKLA--OPOEVA RRWGKRK-NKPI<MNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTS-GKRYVYRFVCD 
CETS2 GSG---PI QLWQFLLELLTDKS --OQSFISWTG-DGWEFKLA--OPOEVA RRWGRRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTS-GKRYVYRFVCD 
XETS2A GSG---PI OLWQFLLELLTDKS --CQSFISWTG-DGWEFKLT--OPOEVA RRWGKRK-NKPI<MNYEKLSRGLRYYYDJ<NI IHKTS-GKRYVYRFVCD 
XETS2B GSG---PI QLWQFLLELLTDKS --CQSFISWTG-DGWEFKLA--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDJ<NIIHKTS-GKRYVYRFVCD 
SUETS2 GSG---PI QIMQFLLELLTDKT --OQHI ISWTG-DGWEFKLS--OPOEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTA-GKRYVYRFVCD 
OETS2 GSG---PI QIMQFLLELLLDKT --CQSFISWTG-DGWEFKLT--OPOEVA RRWGIRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI IHKTA-GKRYVYRFVCD 
ERG GSG---QI QLWQFLLELLSOSS --NSSCITWEG-TNGEFI<MT--OPOEVA RRWGERK-SKPNMNYDKLSRALRYYYDJ<NIHTKVH-GKRYAYKF--0 
FLI GSG---QI QLWQFLLELLSOSA --NASCITWEG-INGEFKMI--OPOEVA RRWGERK-SKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMTKVH-GKRYAYKF--0 
SUERG ?SG---QI QLWQFLLELLSOSS --NANCITWEG-TNGEFI<MT--OPOEVA RRWGERK-SKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIHTKVH-GKRYAYKF--0 
OETS3 GSG---QI QIMQFI.I.F:t.I.SOSN --NASCITWEG-TNGEFKLT--OPOEVA RRWGERK-SKPNMNYDKLSRALR???????????????????????? . 
OETS4 GG---SHI HLWQFLKELLASPO VNGTA-IRWIDRSKGIFKIE--OSVRVA KLWGRRK-NRPAMNYDKLSRSIRQYYKKGIMKKTERSORLVYQF-C 
OETS6 GSG--GQI QLWQFLLELLADSS --NANAISWEG-QSGEFRLI --OPOEVA RRWGERK-AKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMTKVH-GKRYAYKF--0 
GABP G--NNGQI OIMQFLLELLTDI<D --ARDCISWVG-OEGEFKLN--QPELVA QKWGQRK-NKPTMNYEKLSRALRYYYDGDMICKVQ-GKRFVYKFVCD 
OELG GSGNNGQV QLWQFLLEYLTDCE --HTDVIEWVG-TEGEFKLT--OPORVA RLWGEKK-NKPAMNYEKLSRALRYYYDGDMISKVS-GKRFAYKFOCD 
POK NTN--GRL -LWDFLOQLLNDRN QKYSOLIAWKCRDTGVFKIV--OPAGIA KLWGIQK-NHLSMNYDKMSRALRYYYRVNILRKVQ-GERHCYQF 
SAP1 ---MDSAI TLWQFLLQLLOKPO --NKHMICWTSMDG-QFKLL--QAEEVA RLWGIRK-NKPNMNYDKLSRALRYYYVKNI IKKVN-GQKFVYKFVS-
ELK ---HOP TLWQFLLQLLREQG --NGHI ISWTSRDGGEFKLV--OAEEVA RLWGLRK-NKTNMNYDKLSRALRYYYDKNI IRKVS-GQKFVYKFVS-
PEA3 PYQRRGAL QLWQFLVALLDOPT --NAHFIAWTG-RGMEFKLI --EPEEVA RLWGIQK-NRPAMNYDKLSRSLRYYYEKGIMQKVA-GERYVYKFV1 

ELFl K-G--NTI YLWEFLLALLQDKA T-CPKYIKWTQREKGIFKLV--OSKAVS RLWGKHK-NKPDMNYETHGRALRYYYQRGIIAKVE-GGRLVYQ 
E7 4 REG--STT YLWEFLLKLLQDRE Y-CPRFIKWI'NREKGVFKLV--OSKAVS RLWGmK-NKPDMNYETHGRALRYYYQRGIIAKVD-GQRLVYQFVD 
SPI 1 GSKKK--I RLYQFLLDLLRSGD MK--OSIWWVDI<DKGTFQFSSKHKEALA HRWGIQKGNRKKMTYOKMARALRNYGKTGEVKKVKK--KLTYQFS 
SPI2 GTRKK--L RLYQFLLGLLTRGD MR--ECVWWVEPGAGVFQFSSKHKELIA RRWGQQKGNRKRMTYOKIARALRNYAKTGEIRKVKR--KLTYQFDS 
CONS L**FL *L * W F* * WG K M*Y * R *R*Y* K * Y F 

fu\)' 
\t~~>\ * acides aminés conservés dans trois protéines sur quatre 

00 
QSLLG 93 
QSLLG 93 
QSLLG 93 
QSLLG 93 
QSLLG 93 
QNLLG 93 
QNLLG 93 
HNLLG 93 
HNLLG 93 
QSLLG 93 
QNLVG 93 
HGIAO 91 
HGIAQ 91 
AGIAQ 90 
????? 64 
---YS 92 
HGIMA 92 
KTLIG 94 
KLLIG 96 
TELKN 96 
PEILN 92 
PEVAG 93 
EALFS 93 
KDLIY 95 
KDIIE 96 
--LGR 95 
--LPA 95 

Figure 9 : Alignement du domaine ETS de 27 membres de la famille ETS, d'après Laudet et al., 1993. 
La ligne consensus désigne les acides aminés invariants. 
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est lui-même répété trois fois, constituant trois hélices a : Myb al, Myb a2 et 
Myb a3 (Frampton et al., 1989). Une exception cependant: la répétition des 
motifs Myb ne se fait que deux fois dans la protéine Cl de la plante Zea mays 

(Paz-Ares et al., 1987) considérée comme un facteur de transcription de la famille 
MYB. 

Par une méthode d'analyse permettant de détecter des relations 
structurales entre des protéines, même avec une faible homologie de séquence, 

Laget et al. (1993) ont montré que les domaines de liaison à l'ADN des protéines 
des familles ETS, MYB et HMG ("High Mobility Group") présentent des 
caractéristiques structurales communes. L'analyse des domaines MYB et HMG 
décrit la présence d'un motif en hélice-boucle-hélice; les auteurs concluent que le 
domaine ETS doit présenter le même motif. 

3 - Classement des protéines Ets 
Les 3 régions, A, B et C, permettent de grouper les protéines 

Ets dans les trois classes I, II et III (Watson et al., 1988b): 
- Dans la classe I, les protéines Ets possédent les trois régions 

A, B etC homologues. Cette classe est représentée par les protéines Ets-1 et v-Ets. 
- Dans la classe Il, les protéines présentent les deux régions A 

etC homologues. Cette classe est représentée par les protéines Ets-2 de poulet, de 
souris, d'homme ou de xénope ; Erg et Fli-1 humaines; Fli-1 et GABP-a de 
souris et Pok et Pointed (D Ets-2) de drosophile. 

- Dans la classe III, les protéines n'ont pour région homologue 
que le domaine C. Cette classe est représentée par les protéines Elk humaine, PU .1 
et PEA3 de souris et E74A de drosophile. 

B - Modèle d' éyolution 

1 - Classement des domaines ETS 
L'analyse des taux de divergence entre les différents domaines 

ETS (Lautenberger et al., 1992; Laudet et al., 1993) indique que la famille ETS 
constitue un groupe très ancien de gènes, qui peuvent être classés en neuf groupes 
(Laudet et al., 1993) : ETS, ERG, ELG, PEA3, ELK, ELF, D ETS-4, POK et 
SPI ; ces neuf groupes peuvent être rassemblés en deux sous-familles : la sous­
famille ETS, la plus importante, et la sous-famille SPI (Figure 11). 

Dans l'état actuel de nos connaissances, les groupes ERG et 
surtout ETS sont les plus diversifiés. Le groupe ETS est lui-même subdivisé en 
sous-groupes ETS-1 et ETS-2. ERG, ETS-1 et ETS-2 sont représentés dans des 
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Figure 10 : Comparaison des structures des protéines de la famille ETS. 
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phyla éloignés du point de vue phylogénique : ERG a des représentants chez 
l'homme, la souris, la drosophile et l'oursin ; ETS-1 est représenté chez l'homme, 
le poulet, le xénope et l'oursin; ETS-2 est représenté chez l'homme, le poulet, le 
xénope et la drosophile. 

drosophile : 

2 - Phylogénie du domaine ETS 
Plusieurs gènes ets de Vertébrés ont un homologue chez la 

Gènes de Vertébrés 
elf-1 

GABPa 
erg-1 

fli-1 

ets-1 ) 
ets-2 

Gènes de drosophile 
E74 

D elg 

D ets-3 

D ets-6 

D ets-2 /pointed 

Dans le phylum des Deutérostomiens, un seul membre du groupe 
ETS (Su Ets-2) et un seul membre du groupe ERG (Su Erg) ont jusqu'ici été mis 
en évidence dans l'embranchement des Echinodermes. Chez les Vertébrés, il existe 
par contre deux types de gènes du groupe ETS (ets-1 et ets-2), et deux types de 
gènes du groupe ERG (erg etfli). 

La divergence du gène ets se serait produite avant l'apparition 
des Amphibiens, il y a au moins 400 millions d'années, puisque le xénope possède 
déjà des exemplaires des gènes c-ets-1 et c-ets-2 séparés. Pour les gènes erg etfli, 

l'existence de deux gènes séparés a été montrée chez les Mammifères (l'homme et 
la souris): la divergence erg/fli pourrait s'être produite, de la même façon, avec 

l'apparition des Vertébrés (Lautenberger et al., 1992; Laudet et al., 1993). 
Chez l'homme, les gènes ets-1 etfli-1 sont localisés sur le 

chromosome 11 et sont distants de 240 kpb. Les gènes ets-2 et erg sont eux 
localisés sur le chromosome 21 et sont distants de 260 kpb. La disposition en 
tandem sur des chromosomes différents des gènes ets-1/fli-1 et ets-2/erg évoque la 
possibilité d'une duplication du gène ancestral etsl erg sur un chromosome, 
événement qui aurait secondairement été suivi d'une translocation d'un locus 
porteur d'un exemplaire de chaque gène dupliqué (Figure 12). 

Selon les modèles proposés par Lautenberger et al. (1992) et par 
Laudet et al. (1993), l'evolution de la famille ETS jusqu'à l'espèce humaine se 
serait faite ainsi : 
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• duplications dans les groupes ETS et ERG donnant respectivement d'une part les sous-groupes ETS-1 
et ETS-2 et d'autre part ERG et FLI 

Figure 11 : Arbre phylogénétique de la famille ETS d'après Laudet et al, 1993. Les flèches 
indiquent la correspondance entre les gènes de drosophile et les gènes de Vertébrés. 



45 

- 1ère étape : duplication primitive donnant les ancêtres de ets et de erg. 

- 2ème étape : duplications, d'une part du gène ets pour donner les gènes ets-1 et 

ets-2 chez le xénope, les Oiseaux et les Mammifères (donc avant 
l'apparition des Amphibiens) ; d'autre part du gène erg pour 
donner les gènes erg etfli-1 (avec l'apparition des Vertébrés). 

- 3ème étape: remaniement du locus contenant ces gènes, ets-1 et fli-1 se 
retrouvant alors sur le chromosome 11 et ets-2 et erg se 

retrouvant sur le chromosome 21, chez l'homme. 

Les ets et erg d'oursin seraient ainsi les ancêtres n'ayant pas 
encore subi la deuxième duplication. 

Pour la famille des gènes Hox (Murtha et al., 1991) et la 

superfamille des récepteurs nucléaires (Laudet et al., 1992), une évolution 
semblable est observée : une première duplication suivie d'une seconde 
duplication lors de l'émergence des Vertébrés. 

Pour compléter cet aspect phylogénique de la famille ETS, il 
nous faut nous interroger sur le problème de la localisation du domaine ETS. En 
effet, la plupart des membres de la famille possédent ce domaine en position 

C-terminale, mais quelques-uns l'ont en position N-terminale : il s'agit de Elk-1 
et SAP-1 et d'autres en position centrale (Elf-1 et Pok). Cette disposition serait 
due à un mouvement d'exon dans un gène ("exon shuffling"), qui serait en partie 

responsable de l'évolution des gènes de la famille ETS. 

IV - Les protéines de la famille ETS chez les Vertébrés 

1 - Fonction des protéines Ets 
Un rôle de facteur de transcription a pu être initialement attribué 

aux protéines c-Ets-1 murines, puis aviaires et humaines ( Bosselut et al., 1990; 
Gunther et al., 1990; Ho et al., 1990; Wasylyk et al., 1990 ). D'autres protéines 

présentant un domaine ETS ont aussi montré leur aptitude à reconnaître et à se 
fixer sur un motif particulier du promoteur de certains gènes. Ces protéines ont 
toutes les chances d'être douées de propriétés transactivatrices et donc d'intervenir 

dans la régulation de l'expression de ces gènes. Cette définition passera par la 

connaissance de leurs gènes cibles. 

2 - Le site de fixation à l'ADN des protéines Ets 
La recherche du site de reconnaissance spécifique du domaine 

ETS a d'abord été faite sur des "enhancers" viraux, avec les protéines Ets-1 
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Figure 12 : Représentation schématique de l'évolution des groupes 
de gènes ets et erg. 



46 

aviaires : le site nucléotidique de reconnaissance est centré autour du motif GOA 
(Bosselut et al., 1990 ; Gunther et al., 1990 ; Wasylyk et al., 1990). 
L'environnement nucléotidique de la séquence de reconnaissance GOA est 
important et semble intervenir (sûrement avec d'autres facteurs) dans la spécificité 
de reconnaissance de ces protéines vis-à-vis des gènes cibles qu'elles sont sensées 
réguler. Cependant, il n'est pas possible à l'heure actuelle d'attribuer un site de 
reconnaissance privilégié à chaque membre de la famille ETS. Des études in vitro 
ont montré l'importance de l'environnement nucléotidique : 
- Les protéines Ets-1 et Elf-1 ne sont pas interchangeables vis-à-vis de leurs 

cibles naturelles (Wang et al., 1992). 
- Les protéines Ets-1 et Ets-2 ont des affinités différentes selon les promoteurs, 

en fonction des nucléotides proches du site de reconnaissance (Ascione et al., 
1992); 

- Ets-1 est moins exigeante que la protéine PU.1 quant à l'importance du motif 
de liaison à l'ADN (Wasylyk et al., 1992). 

La technique de sélection d'oligonucléotides de séquence 
aléatoire (SAAB) a été utilisée pour tenter de définir une séquence consensus 
idéale pour plusieurs membres de la famille ETS (Erg, E74, GABPa, ER71 et 
ER81 ). Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau 4. Ces travaux 
montrent que dans tous les cas la séquence possède le motif GOA, qui est donc 
nécessaire à leur fixation, mais ces résultats n'indiquent pas la spécificité d'action 
des protéines Ets, dont les sites de reconnaissance sont proches. 

La spécificité de reconnaissance et d'action de chaque membre de 
la famille ETS sur leurs gènes cibles doit donc être assurée, en dehors de la 
reconnaissance d'une séquence particulière, par l'interaction avec d'autres 
molécules et par la spécificité d'expression tissulaire de certains membres. 

3 -Le domaine inhibiteur de la fixation à l'ADN 
La spécificité de liaison à l'ADN implique la présence de 

séquences en acides aminés particulières. Des expériences de délétions ont été 
effectuées sur les protéines Ets-1 et Ets-2 (Reddy et Rao, 1990; Hagman et 
Grossecheld, 1992; Lim et al., 1992; Wasylyk et al., 1992). Les protéines non 
modifiées se lient moins efficacement à l'ADN que les protéines amputées d'une 
région amino-terminale, région homologue à 55% pour les protéines Ets-1 et 
Ets-2, située juste en amont du domaine ETS. La protéine Elk-1 présente aussi un 
domaine inhibiteur de sa fixation à l'ADN (Rao et Reddy, 1992b), mais ce 
domaine n'existe pas dans la protéine PU.1 (Wasylyk et al., 1992). 



Protéine Ets Site reconnu Auteurs 

Hu Erg CIO CIA GGAA GIA T Murakami et al., 1993 

Mo GABPa GIA CIO CIA GGAAIT GIA TIC Brown et Mc Knight, 1992 

Mo ER71 GIA CIO CIA GGAAIT GIA GIA TIC C Brown et Mc Knight, 1992 

Mo ER81 GIC CIO CIA GGAAIT GIA TIC N Brown et Mc Knight, 1992 

DE74 Cff C A GGAA G T Umess et Thummel, 1990 

Tableau 4 : Séquences de fixation de protéines de la famille ETS, 
optimisées par sélection d'oligonucléotides aléatoires. 
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4 - Les domaines transactivateurs 
L'ensemble des protéines Ets semble posséder une activité de 

transactivation. Pour les différents membres de la famille ETS, les domaines 
transactivateurs n'ont pas la même localisation dans la molécule et il n'existe pas 
vraiment de structure particulière pour ces domaines (Figure 13). 

La protéine p6SC-ets-1 de poulet, comme nous avons pu 

l'indiquer précédemment, possède deux domaines d'activation de la transcription, 
à l'extrémité amino-terminale, alors que la p54C-ets-1 n'en a qu'un seul. La 
protéine pssc-ets-2 a une organisation analogue à la p6SC-ets-1 (Schneikert et al., 

1992; Chumakov et al., 1993). 
Les protéines Erg et Fli-1 humaines possèdent deux domaines 

transactivateurs, mais l'un est à l'extrémité N-terminale (ATA) comme pour les 
protéines Ets-1 et Ets-2, alors que l'autre est à l'extrémité C-terminale (CTA) 

(Rao et al., 1993 ; Siddique et al., 1993 ; Zhang et al., 1993). Le domaine ATA 

de ces protéines est homologue par sa composition en acides aminés au domaine 
régulateur des protéines Ets-1 et Ets-2. Ce domaine correspond au domaine A 
défini par Watson et al. (1988b). 

La protéine PU.1 a un domaine transactivateur de 75 acides 
aminés en position N-terminale (Hagemeier et al., 1993). Le facteur PU.1 peut 
interagir directement, in vitro, avec le facteur général de transcription TFIID et 
avec la protéine suppressive de tumeur RB (rétinoblastome ). Ces interactions sont 

médiées par le domaine transactivateur de PU.1, suggérant qu'elles sont 
importantes pour la fonction d'activation de la transcription de ce facteur 
spécifique des cellules lymphoïdes (Hagemeier et al., 1993 ). 

La protéine Elk-1 possède un domaine transactivateur en position 
amino-terminale et en position carboxy-terminale (Rao et Reddy, 1992a; 

Bhattacharya et al., 1993), alors que la protéine SAP-1, qui lui est très 

homologue, ne possède un domaine transactivateur qu'en position C-terminale 
(Bhattacharya et al., 1993). 

5 - Interactions avec diverses protéines régulatrices 
Comme nous avons pu le voir pour les protéines Ets-1, certaines 

protéines Ets semblent se fixer à l'ADN sous forme monomérique. Cependant, 

elles entretiennent aussi des interactions avec d'autres protéines, ces protéines étant 
de la famille ETS ou appartenant à d'autres familles de protéines. Ces associations 

permettent d'augmenter les possibilités de régulation des gènes cibles par la mise 

en œuvre de nombreuses combinaisons possibles. La spécificité de reconnaissance 

de séquences nucléotidiques peut de cette façon être modulée par la combinaison 



Ets -1 27 131 270 330 415 441 

Ets -2 66 168 308 364 453 479 

ETS 

Erg-2 

Fli -1 106 191 276 361 402 452 

Elk-1 80 205 428 

SAP-1 89 133 453 

Ell ~ffi~ 
AT A = domaine de transactivation amino-terminal 

CT A = domaine de transactivation carboxy-terminal 

RT A = domaine de régulation de la transactivation 

ETS = domaine ETS 

= région homologue entre les protéines Ets-1, Ets-2, Erg-2 et Fli-1 

Figure 13 : Structure et domaines fonctionnels des protéines 

Ets-1, Ets-2, Erg-2, Fli-1, Elk-1 et SAP-1 humaines. 
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de différents facteurs sous forme de complexes. La formation des complexes 

aboutissant à l'activation transcriptionnelle des gènes cibles peut résulter d'une 

fixation indépendante des partenaires, comme nous avons pu le voir pour les 

protéines Ets-1 associées à d'autres facteurs au niveau de promoteurs de certains 

gènes. D'autre part, l'interaction de facteurs peut s'effecteur selon un ordre 

précis, le premier facteur étant indispensable à la fixation du deuxième, 

permettant ainsi l'activation transcriptionnelle. Nous allons illustrer ce propos par 

trois exemples. 

a) La reconnaissance de deux sous-unités protéiques 

permet la constitution d'un complexe 

transcriptionnel efficace 

La description moléculaire d'un complexe transcriptionnel 

impliquant une protéine de la famille ETS a été faite pour le promoteur d'un gène 
précoce lE ("Immediate Barly") du virus de l'herpès (HSV-1) (Brown et Mc 

Knight, 1992). Il contient un élément cis régulateur riche en bases puriques 
(AACGGAAGCGGAAACC) avec deux séquences de fixation de type EBS. Le 
complexe protéique se liant à ce motif a été appelé GABP ("GA binding protein"). 

Le complexe GABP est constitué de deux types de sous-unités, GABPa qui 

possède un domaine ETS, a isolément une affinité faible pour l'ADN, et GABP~ 

qui seule n'a pas d'affinité pour l'ADN. GABPa et GABP~ s'associent pour 
former le tétramère <l2~2 (Thompson et al., 1991). Cet exemple illustre une 

caractéristique générale des protéines Ets : seules, elles sont des transactivateurs 
extrêmement faibles ; en interaction avec d'autres molécules, leur pouvoir 

transactivateur peut être considérablement augmenté. Dans le cas du complexe 

GABP, trois interfaces moléculaires hautement spécifiques ont été mises en 

évidence (Figure 14A): 

-interface GABPa/GABP~: du côté GABPa c'est un domaine ETS complété 

par 37 acides aminés de l'extrémité C-terminale qui est impliqué dans 

l'interaction avec GABP~. Du côté GABP~ il existe quatre répétitions de 32 à 
33 acides aminés situés dans la moitié N-terminale ("ankyrin-type, ANK 

repeats"). GABP~ n'interagit avec aucune autre protéine Ets (Brown et Mc 
Knight, 1992). 

- interface entre le complexe GABP et la séquence nucléotidique riche en A/G : 
elle se fait grâce au domaine ETS de GABPa et aux motifs répétés de GABP~. 

- dernière interface : le domaine de dimérisation localisé à l'extrémité 

C-terminale de GABP~. GABP~ forme des homodimères en solution 

(Thompson et al., 1991), et en présence de GABPa, chaque dimère forme avec 
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Figure 14: Représentation schématique du complexe entre le tétramère 
GABPa2~2 et l"'enhancer" d'un gène lE du virus HSV-1 (A) et du 
complexe SAP-1/SRF lié au promoteur du gène c-fos (B), d'après 
Brown et McKnight, 1992. 
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deux GABPa un complexe hétéro-tétramérique qui permet la reconnaissance 
du motif (CGGAAG/A)2 (Bzik et Preston, 1986; Triezenberg et al., 1988; 

Spector et al., 1990). 
Ainsi dans l'exemple du complexe GABP, c'est 

vraisemblablement la reconnaissance initiale des sous-unités a et~ entre elles qui 
permet secondairement la reconnaissance spécifique de la séquence nucléotidique. 

b) La fixation d'un facteur dépend de son interaction 
avec une protéine de la famille ETS 
La protéine PU.l qui est le membre le plus divergent de la 

famille ETS, s'associe avec le facteur de transcription NF-EM5 exprimé dans les 

lymphocytes B, sur l"'enhancer" 3' du gène de la chaîne kappa des 

immunoglobulines (Pongubala et al., 1992). La fixation de NF-EM5 à l'ADN 
dépend de son association préalable avec la protéine PU.l. Le domaine de PU.1 
impliqué dans l'association avec NF-EM5 inclut une séquence PEST riche en 
résidus proline, glutamine, sérine et thréonine, pouvant être impliquée dans la 
dégradation enzymatique des protéines (Rogers et al., 1986). La spécificité 
d'action peut être ici attribuée à l'association d'une protéine de la famille ETS à un 
facteur s'exprimant dans un type cellulaire. 

c) La fixation à l'ADN d'une protéine Ets nécessite la 
fixation préalable d'un autre facteur protéique 
Le motif SRE ("Serum Responsive Element") est une 

composante importante du promoteur du gène c-fos. Le facteur p62TCF 

("Temary Complex Factor") forme un complexe ternaire avec le SRF ("Serum 
Response Factor") et la séquence cible de ce dernier, le SRE. p62TCF ne se fixe 

pas de manière autonome à l'ADN mais il est indispensable à la fixation du SRF 

sur le SRE. La protéine Elk-1 est fonctionnellement équivalente au p62TCF 

(Hipskind et al., 1991). Un autre membre, SAP-1 ("SRF Accessory Protein-1") 

peut aussi former un complexe ternaire avec le SRF (Dalton et Treisman, 1992). 
Les deux facteurs de transcription Elk-1 et SAP-1 peuvent établir une liaison avec 
le motif nucléotidique SRE, cette liaison nécessitant cependant la fixation préalable 

ou simultanée du SRF sur le site SRE (Rao et Reddy, 1992b) (Figure 14B). Elk-1 

et SAP-1 coopèrent individuellement avec le SRF pour activer le promoteur de 

c-fos, en stabilisant sans doute la liaison du SRF au motif SRE (Dalton et 

Treisman, 1992; Hill et al., 1993). Les protéines Elk-1 et SAP-1 ont trois régions 

homologues: A, B etC (Rao et al., 1989; Dalton et Treisman, 1992) (Figure 
15). Les deux régions amino-terrninales A et B sont indispensables à la fixation à 
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l'ADN et à la formation du complexe transcriptionnel (Dalton et Treisman, 

1992; Janknecht et Nordheim, 1992; Rao et Reddy, 1992b). Le domaine C de la 

protéine Elk-1 est un domaine d'activation transcriptionnelle, phosphorylé sur de 

nombreux sites potentiels par une MAP kinase (Gille et al., 1992; Marais et al., 
1993). Cette phosphorylation joue sur l'activité transcriptionnelle de Elk-1, mais 

pas sur sa fixation au SRE. 
Des travaux récents ont montré que la protéine Elk -1 est 

phosphorylée in vivo par des MAP kinases activées (Janknecht et al., 1993). 

D'autre part, les auteurs ont mis en évidence que la protéine Elk-1 ne fonctionne 

pas exclusivement sous forme d'un complexe ternaire avec le SRF et le SRE de 

c-fos mais qu'elle peut être aussi active en se fixant de façon autonome sur un EBS 

du SRF. Ainsi, cette double fonction d'un TCF pourrait permettre l'activation de 
différents types de gènes par l'intermédiaire des MAP kinases (Janknecht et al., 
1993). 

6 - Régulation de l'activité des protéines Ets 
Certains mécanismes de régulation n'ont été mis en évidence que 

pour les protéines Ets-1 et ont été développés plus haut : il s'agit de la régulation 

du transport membranaire et de la modification des groupements thiols. 

Cependant, des mécanismes de régulation ont aussi été observés pour d'autres 

membres de la famille ETS. 

Les phosphorylations, bien décrites pour les protéines du gène 

c-ets-1 pour lesquelles elles diminuent de façon sensible l'affinité de ces protéines 
pour l'ADN (Pognonec et al., 1989), influencent aussi la liaison à l'ADN de Ets-2 

(Boulukos et al., 1990) et de Erg (Murakami et al., 1993). La protéine Erg-2 

humaine est phosphorylée et le taux de protéine phophorylée augmente après 

10 minutes de traitement avec le PMA qui est un activateur de la voie aboutissant 

à l'activation de la protéine kinase C, alors que le traitement avec un ionophore 
calcique n'a aucun effet, contrairement à ce qui est observé pour les protéines Ets-

1 et Ets-2. En accord avec ce résultat, les protéines Ets-1 et Ets-2 possèdent des 

sites consensus de phosphorylation par la calcium/calmoduline kinase II alors que 

la protéine Erg-2 possède plusieurs sites potentiels de phosphorylation par la 

protéine kinase C (Murakami et al., 1993). 

La phosphorylation de la protéine PU .1 pourrait jouer un rôle 

différent (Pongubala et al., 1993): elle serait indispensable à l'interaction avec le 
co-facteur NF-EMS, pour former un complexe de transactivation efficace de 

l'"enhancer" 3' du gène de la chaîne kappa des immunoglobulines. La sérine 
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(résidu 148) serait phosphorylée par la caséine kinase II. 

Enfin, l'activité transcriptionnelle de la protéine Elk-1 sur le 

promoteur du gène c-fos dépend de la phosphorylation de la protéine qui 

s'effectue par une MAP kinase in vitro (Gille et al., 1992; Marais et al., 1993). 

Récemment, il a été montré que la protéine Elk-1 est hyperphosphorylée in vivo, 
après activation conjointe de MAP kinases et de la kinase Raf-1, cette dernière 

servant d'activateur indirect des MAP kinases in vivo. Cette phosphorylation qui 

peut s'effectuer sur plusieurs sites potentiels est accompagnée d'un changement 
conformationnel et se traduit par une augmentation du potentiel transactivateur de 
Elk-1. Ainsi, il semble que les MAP kinases contrôlent l'activité de la protéine 

Elk-1 par phosphorylation directe in vivo (Janknecht et al., 1993). 

Il existe donc différents chemins de transduction du signal 

membranaire aboutissant à la phosphorylation des membres de la famille ETS. 

L'épissage alternatif est un autre mode de régulation des 
protéines Ets. Nous avons vu pour les protéines Ets-1 humaines que l'épissage 
alternatif peut aboutir à la création de facteurs de transcription dont les propriétés 
de liaison à l'ADN sont modifiées. L'épissage différentiel de l'ARNm de la 

protéine Elk-1 aboutit à la création de deux protéines à rôles antagonistes. 

L'association de Elk-1 au motif SRE pour activer la transcription de c-fos 
nécessite la présence du facteur SRF. Il existe une autre forme de Elk-1, la 

protéine âF:lk-1 (Rao et Reddy, 1993), amputée de la totalité du domaine concerné 

par l'interaction avec le facteur SRF et par l'inhibition de la fixation à l'ADN 

(Figure 15). La protéine AElk-1 est délétée de 11 acides aminés C-terminaux du 
domaine ETS ce qui ne l'empêche pas de reconnaître le motif SRE 

indépendamment de la présence du facteur SRF. Elle pourrait avoir un effet 

répresseur du complexe Elk-1/SRF par compétition pour la fixation au motif SRE, 

et donc empêcher l'activation du gène c-fos. 
La protéine SAP-1 existe sous deux formes SAP-la et SAP-lb 

résultant de l'épissage alternatif du gène (Dalton et Treisman, 1992) (Figure 15). 

La protéine SAP-1 b semble interagir de façon plus efficace avec le SRF par 
rapport à la protéine SAP-la mais elles activent de la même façon le promoteur 

du gène c-f os. 
Des ARNm d'autres membres de la famille ETS, tels que ceux 

produits par le gène erg humain, présentent des épissages alternatifs. Cinq ADNe 

ont été identifiés (Rao et al., 1987; Duterque-Coquillaud et al., 1993). Ces 

isoformes sont générées par des épissages alternatifs et diffèrent par leur 

extrémité 5' et par la présence ou l'absence d'exons nommés A81 et A 72 
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(Figure 16). Ces différents ADNe ont un cadre de lecture ouvert permettant la 

synthèse de protéines de 41 kDa (Erg-1), 52 kDa (Erg-2) (Rao et al., 1987; 

Reddy et al., 1987), 38 kDa, 49 kDa et 55 kDa (Duterque-Coquillaud et al., 
1993). Cependant, aucune relation n'a encore été établie entre ce mode de 
régulation et la spécificité de fonction des protéines étudiées. 

La stabilité des protéines Ets peut aussi être un mode de 
régulation : comme beaucoup de facteurs de transcription, les protéines de la 
famille ETS ont une durée de vie relativement courte, de 45 à 85 minutes. La 

phosphorylation de certaines d'entre elles pourrait allonger leur durée de vie : 
ainsi, après une phosphorylation induite directement ou indirectement par la 
protéine kinase C, la durée de vie de la protéine Ets-2 passe de 20 minutes à plus 
de deux heures (Fujiwara et al., 1988). Certaines protéines ont cependant une 
durée de vie nettement supérieure: plus de 21 heures pour la demi-vie de la 
protéine Erg-2 humaine (Murakami et al., 1993). 

V- Rôle physiologique des protéines Ets 
Afin de déterminer les rôles physiologiques des protéines, l'expression des 

gènes ets a été recherchée par les techniques de" Northem blots", d'hybridation in 
situ ou de RT PCR. Aucun type tissulaire ne semble complètement exempt de 
l'expression de gènes de la famille ETS. Cependant, le mécanisme exact de la 
régulation in vivo d'un gène par un membre de la famille ETS reste 

problématique : plusieurs facteurs interviennent dans les mécanismes complexes 

de régulation d'un gène eucaryote et les modèles de régulation actuellement 
proposés ont été étudiés in vitro. 

1 - Les protéines Ets dans le système immunitaire 
L'expression des protéines Ets a été principalement étudiée dans 

le système immunitaire. Il a ainsi été montré que beaucoup d'entre elles 
s'exprimaient dans les cellules immunocompétentes (Ets-1, Ets-2, Spi-1, PU.1, 

Elf-1 et Fli-1 ). D'autre part, ces cellules sont bien typées en fonction de leur stade 

de différenciation et de leur état d'activation, ce qui en fait un matériel de choix 

pour l'étude de la régulation de gènes. 

Au cours de la maturation des thymocytes, les gènes codant les 
chaînes (a/~ et y!'o) du récepteur des cellules T (TCR) se réarrangent. 
L'expression de la protéine Ets-2 est concomittante au réarrangement de la chaîne 

a. Il a été montré que les protéines Ets doivent se lier à un élément (Ta2) de 
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l"'enhancer" 3' du gène codant la chaîne a (TCR-a) en même temps que d'autres 

facteurs de transcription, pour que ce gène soit activé (Ho et al., 1990). D'autre 

part, ces auteurs ont montré que la protéine Ets qui se fixe sur le motif Ta2 
pourrait interagir avec les autres facteurs se liant aux autres éléments (Ta1, Ta3 
et Ta4) de cet "enhancer" et moduler l'activité transcriptionnelle du gène. 

Dans les lymphocytes T, un gène est potentiellement la cible des 

protéines Ets : le gène codant l'enzyme terminale désoxynucléotidyl transférase 

(TdT) (Ernst et al., 1993 ). Cette enzyme est exprimée au début du développement 

lymphocytaire et son taux chute au cours de la maturation des lymphocytes 

(Hermans et al., 1989). Un élément cis régulateur du promoteur du gène TdT est 
reconnu à la fois par les protéines Ets-1 et Fli-1 in vitro. Cependant, le mécanisme 

de cette régulation reste inconnu. 
Un autre phénomène intéressant, bien qu'imparfaitement 

compris, est la balance existant dans les lymphocytes T humains entre les taux de 

protéines Ets-1 et Ets-2. En culture, ces lymphocytes expriment assez fortement la 
protéine Ets-1 à l'état quiescent, mais très peu la protéine Ets-2. L'activation des 

lymphocytes par un anticorps anti-CD3 inverse les rapports Ets-1/Ets-2, sauf si les 

synthèses protéiques sont bloquées par la cycloheximide (Bhat et al., 1990). Ainsi, 

Ets-2 semble jouer un rôle dans la prolifération cellulaire, alors que Ets-1 
permettrait de maintenir les lymphocytes T à l'état quiescent. 

Au contraire, les études effectuées sur des macrophages montrent 
que Ets-2 y est exprimée surtout dans les cellules à l'état quiescent et différencié 

(Ghysdael et al., 1986b; Boulukos et al., 1988), où son expression est directement 

liée au MGF ("Macrophage Growth Factor") nécessaire à la survie des 

macrophages aviaires en culture (Boulukos et al., 1990). 

Un autre gène, celui de l'interleukine 2 (IL-2), n'est pas 

transcrit dans les lymphocytes T quiescents, mais peut être induit. Ce gène possède 

dans son promoteur des sites de reconnaissance pour les protéines de la famille 

ETS, permettant la fixation de la protéine Elf-1 (Thompson et al., 1992). Elf-1 est 

liée à la protéine RB non phosphorylée dans les lymphocytes quiescents, 

l'ensemble RB/Elf-1 se séparant lors de la phosphorylation de RB, au moment de 

l'entrée des cellules dans le cycle cellulaire (Wang et al., 1993). La protéine Elf-1 

ne pourrait pas à elle seule induire l'expression du gène de l'IL-2, deux autres 

protéines, Jun B et Fra-1 sont aussi impliquées dans cette induction. 

Dans les lymphocytes B, la protéine PU.1 complexée à un autre 

facteur, NF-EM5, participe à la régulation de l"'enhancer" 3' du gène de la chaîne 

légère kappa des immunoglobulines (Grant et al., 1992; Pongubala et al., 1992, 

1993). PU.l coopère aussi avec Ets-1 pour activer l"'enhancer" de la chaîne mu 
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non réarrangée des immunoglobulines (Nelsen et al., 1993). 

2 - Les protéines Ets dans le développement 
embryonnaire 
La recherche de l'expression des protéines Ets dans le 

développement embryonnaire a été surtout effectuée chez le poulet et la souris. 
Ces travaux concernent surtout les transcrits du gène c-ets-1 et ont déjà été 
exposés. 

Chez le xénope, quatre membres de la famille ETS ont jusqu'ici 
été signalés: X Ets-1 (Stiegler et al., 1990) et X Ets-2 (Wolff et al., 1990; 
Burdett et al., 1992), qui existent sous deux versions, a et b, du fait de la 
tétraploïdie du génome. Une première étude a permis la mise en évidence des 
transcrits de 4,4 kpb et 7,5 kpb de X ets-1 dès les premiers stades de l'ovogenèse 
jusqu'à la fin de l'embryogenèse. Ces transcrits ne sont pas détectés dans les 
organes adultes, sauf le transcrit de 7,5 kpb qui a été détecté dans la rate (Stiegler 
et al., 1990). 

D'autres transcrits de 3,2 et 9,5 kpb ont ensuite été détectés au 
cours de l'ovogenèse et de l'embryogenèse (Stiegler et al., 1993). Les transcrits de 
4,4 et 9,5 kbp seraient en fait des messagers en cours de maturation, les autres 
transcrits pouvant coder deux protéines isoformes. Dans la région non traduite à 
l'extrémité 3' de l'ARNm, une séquence UUUUUAU, existant en trois 
exemplaires, et localisée en amont du signal de polyadénylation AAUAAA, serait 
impliquée dans le contrôle de la polyadélylation spécifique de la maturation 
ovocytaire. 

Les transcrits de 1,7 kpb et 3,2 kpb de X ets-2 ont été mis en 
évidence au cours de l'ovogenèse, au début de l'embryogenèse et dans de 
nombreux tissus adultes (Wolff et al., 1991). Le transcrit de 3,2 kpb 
majoritairement exprimé serait polyadénylé de façon plus importante au niveau de 
la maturation ovocytaire. Dans la région non traduite en 3' de l'ARNm de 3,2 

kpb, on observe la séquence UUUUUAU mise en évidence dans les transcrits de 
X ets-1 et pouvant correspondre au même signal de contrôle de la polyadénylation 
spécifique de la maturation ovocytaire. 

L'ovocyte du xénope est un matériel de choix aisément accessible 
à l'expérimentation: la microinjection d'oligonucléotides anti-sens de l'ARNm 
X ets-2 de 3,2 kpb ne permet pas la dissolution de l'enveloppe nucléaire qui est un 
indicateur important de la maturation méïotique de l'ovocyte de xénope (Chen et 
al., 1990). La méïose peut cependant reprendre son cours normal après 

microinjection d'ADNe ets-2 humain. Ainsi, d'une part les protéines Ets-2 
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humaine et de xénope peuvent ici se substituer l'une à l'autre et ont donc les 
mêmes capacités fonctionnelles, d'autre part la protéine Ets-2 paraît jouer un rôle 
clé dans la maturation méïotique. 

3 - L'activation des protéines Ets 
L'expression aberrante et l'altération structurale de facteurs de 

transcription constituent des mécanismes moléculaires fréquents et intervenant 
précocement dans l'oncogenèse (Lewin, 1991). Chez les Mammifères inférieurs et 
les espèces aviaires, ces altérations sont souvent médiées par une insertion 
rétrovirale. Chez l'homme, la dérégulation ou l'altération structurale des facteurs 
de transcription résultent fréquemment de réarrangements génomiques somatiques 
(Cleary, 1991). 

a ) Activation par insertion rétrovirale 
En plus de c-ets-1 (sous sa forme transduite dans le 

rétrovirus E26), deux gènes de la famille ETS (PU.l/spi-1 etfli-1) sont impliqués 
dans l'apparition d'érythroleucémies causées par un rétrovirus chez les 
Mammifères inférieurs, suggérant ainsi l'importance des gènes ets dans les 
érythroléucémies et les lymphomes. 

La transformation par certains rétrovirus peut impliquer 
l'intégration de l'ADN proviral à proximité ou à l'intérieur de gènes cellulaires 
spécifiques. 

Les gènes fli-1 et spi-1 sont impliqués dans l'érythroleucémie 
murine de Friend causée par différentes souches de virus (Moreau-Gachelin et al., 

1988; Ben-David et al., 1990). Le complexe de Friend est composé d'un virus 
défectif pour la réplication, le SFFV (Spleen Focus Forrning Virus) et d'un virus 
compétent pour la réplication, le F-MuL V (pour revue, Kabat, 1990). Ce 
complexe infecte les animaux adultes alors que le F-MuL V seul infecte l'animal à 
la naissance. Pour certaines souris "prédisposées", le SFFV peut induire une 
érythroleucémie aiguë. L'analyse d'érythroleucémies induites par deux variants du 
SFFV (FV-A et FV-P) montre que dans 95% des cas, les clones de cellules 
érythroleucémiques murines contiennent une insertion provirale à proximité du 
gène spi-1 (SFF-proviral integration site 1 ). Cette intégration active l'expression 
du gène spi-1 et contribue au processus tumorigène (Moreau-Gachelin et al., 

1988, 1989). 

De la même façon, un autre gène de la famille ETS, fli -1 

(Friend leukemia integration-site 1) est activé par une intégration pro virale dans 
75% des cas de souris infectées à la naissance par le F-MuLV (Ben David et al., 
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1991). De façon intéressante, le gène f/i-1 n'est pas réarrangé, ni activé dans les 
érythroleucémies causées par le SFFV et de façon similaire, le gène spi-1 n'est pas 
réarrangé ni activé dans les érythroleucémies causées par le F-MuL V. Les deux 
virus SFFV et F-MuLV présentent une spécificité stricte d'intégration, 
respectivement en amont des gènes spi-1 et f/i-1. Cette spécificité, qui semble 
surprenante au premier abord car ces deux gènes appartiennent à la même famille, 
peut refléter une différence dans les cellules cibles de la transformation par SFFV 
et F-MuLV. 

b ) Activation par réarrangement génomique 
Jusqu'à une époque récente, les protéines Ets n'étaient pas 

directement impliquées dans les cancers chez l'homme. Cette implication a été 
mise en évidence dans le cas du sarcome d'Ewing qui est une tumeur d'origine 
neuroectodermique. Une translocation réciproque des chromosomes 11 et 22 
permet à partir du chromosome 22 la synthèse d'une protéine de fusion 
comprenant un domaine amino-terminal homologue à 40 % de l'extrémité 
carboxy-terminale de l'ARN polymérase II (dénommé EWS) rabouté au domaine 
ETS carboxy-terminal de la protéine Fli-1 (Delattre et al., 1992). 

La protéine EWS/Fli-1 (contrairement à Fli-1) possède la 
capacité de transformer des cellules NIH3T3, et les deux domaines EWS et Fli-1 
sont nécessaires à cette activité (May et al., 1993a). Cette protéine pourrait 
fonctionner comme un facteur de transcription aberrant contribuant au pouvoir 
transformant dans les sarcomes d'Ewing. Des travaux récents ont montré que la 
protéine EWS/Fli-1 est localisée dans le noyau des cellules, qu'elle se lie à l'ADN 
sur une séquence spécifique et que la région EWS peut être considérée comme un 
domaine activateur de la transcription plus actif que le domaine correspondant de 
la protéine Fli-1 (May et al., 1993b). La protéine EWS/Fli-1 est donc le premier 
exemple d'une protéine Ets directement impliquée dans la genèse d'une tumeur 
humaine ne concernant pas les cellules hématopoïétiques. 

Récemment il a été montré après analyse de 89 sarcomes 
d'Ewing et tumeurs comparables, qu'il pouvait y avoir, outre la fusion EWS/Fli-1, 
la fusion du gène EWS au gène erg. La position des points de cassure au niveau 
des chromosomes est restreinte aux introns 7 à 10 du gène EWS et est dispersée au 
niveau des introns 3 à 9 des gènesfli-1 et erg (Zucman et al., 1993). 

VI - La famille ETS chez les Invertébrés 
La recherche de gènes de la famille ETS a été entreprise chez les 
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Invertébrés. Ces travaux, encore fragmentaires, concernent principalement la 

drosophile. Ils ont été récemment complétés par les études de Degnan et al. (1993) 
concernant des Métazoaires Diploblastiques et Triploblastiques. 

A - Les protéjges E74 de la drosophile 

1 -Le modèle d'Ashburner 
A la fin du troisième stade larvaire, chez la drosophile, le 

passage au stade nymphal est initié par un pic d'une hormone stéroïde, l'ecdysone. 
Ce pic hormonal induit la différenciation des tissus imaginaux en tissus adultes, et 

la disparition des tissus larvaires. L'étude de la régulation génique de ces 

modifications dépendantes de l'ecdysone est facilitée par l'observation des 
chromosomes polyténiques géants des glandes salivaires de la drosophile. On peut 

ainsi observer des "puffs" chromosomiques, représentant une décondensation de la 

chromatine et correspondant à des régions transcriptionnellement actives. Le 
maintien des glandes salivaires larvaires de drosophile en culture permet de 
disposer d'un modèle "in vitro" pour étudier l'apparition de ces "puffs" 

chromosomiques sous l'action de l'ecdysone. Ashburner et al. (1974) ont pu ainsi 
proposer un modèle avec une hiérarchie dans le contrôle génétique de la 
formation des "puffs", sous l'action de l'hormone stéroïde ecdysone (Figure 17). 

Complété par les études de biologie moléculaire, le modèle d'Ashburner met en 

jeu différentes protéines intervenant dans le contrôle transcriptionnel, dont 
certaines présentent un domaine ETS de liaison à l'ADN. 

Le "puff' précoce 2B5 a été étudié du point de vue génétique et 
cytogénétique. Ce "puff' comporte le locus BR -C ("Broad Complex "). Chez les 
larves déficientes en BR -C (Th umm el, 1990) le "puff' précoce 63 F ne se forme 
pas, les "puffs" précoces 74EF et 75B n'ont qu'un tiers de leur taille normale et il 
n'y a pas formation de "puffs" tardifs. Donc, dans le locus BR-C, se situerait un 

gène précoce dont le produit faciliterait la formation des "puffs" précoces et serait 

essentiel à l'induction des "puffs" tardifs. Selon le modèle d'Ashburner, un gène 

précoce s'exprime sous l'action de l'ecdysone; sa transcription serait réprimée 
par les protéines synthétisées, et il coderait des protéines régulatrices se liant à 
l'ADN et interagissant avec d'autres "puffs" induits par l'ecdysone. Au locus 

74EF, le gène E74 a été particulièrement bien étudié. 

2 -Le gène E74 et ses produits 
Après l'isolement d'un ADNe (Wolfner, 1980), qui s'hybridait in 

situ en huit sites sur des chromosomes polytènes de drosophile, notamment au 
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niveau du "puff' précoce 74E, le criblage d'une banque d'ADN génomique puis 

une marche sur le chromosome entre les loci 74E et 74F, ont permis de cloner 
toute cette région 74EF (Burtis et al., 1990). Une région de 105 kpb a alors été 
cartographiée. A partir d'ARNm extraits de tissus stimulés par l'ecdysone deux 

ARNm ont été mis en évidence: un ARNm de 6 kpb, appelé ARNm E74A et un 

ARNm d'environ 4,9 kpb appelé ARNm E74B (Figure 18). Les analyses 
d'extension d'amorce et de protection contre la nucléase St ont en fait permis 

d'identifier trois sites d'initiation de la transcription pour l'ARNm E74B, donnant 
des ARNm d'environ 4,8 kpb et 5,1 kpb. Les trois transcrits E74Bl a, BI b, B2 du 
gène E74B ont des sites d'initiation de la transcription respectivement distants de 8 

et 300 pb, mais ne permettent la production que d'une seule protéine. 
L'unité de transcription E74A s'étend sur 60 kpb et contient 

dans son cinquième exon les sites de départ de la synthèse des transcrits E74B. 

L'ARNm E74A de 6 kpb a un aspect inhabituel: il dispose d'une longue séquence 
de tête en 5' de 1891 nucléotides avec 17 triplets AUG, cette séquence, dont la 
taille et la complexité sont inhabituelles, pouvant être impliquée dans un 
mécanisme de régulation post-transcriptionnelle (Boyd et al., 1991). 

Les différents ARNm conduisent à la formation des deux 
protéines apparentées, E74A et E74B, ayant un domaine C-terminal commun, 
mais différant par leur extrémité N-terminale (Burtis et al., 1990; Umess et 
Thummel, 1990) (Figure 19). 

L'extrémité C-terminale commune contient un motif de 
85 acides aminés homologue au domaine ETS. C'est ici le premier cas connu 
d'une protéine de la famille ETS dont la synthèse est sous contrôle d'une hormone 
stéroïde. 

Le fait que les protéines E74A et B n'aient pas la même 
extrémité N -terminale suggère que ces protéines ont des rôles différents dans la 
régulation. D'ailleurs, la transcription de E74B n'est vraisemblablement pas régie 

par les mêmes mécanismes que celle de E74A: les transcrits E74B précèdent les 

transcrits E74A, la transcription de E74B nécessitant une concentration en 
ecdysone 25 fois plus faible que pour E74A (Karim et Thummel, 1991). 

L'étude de la séquence peptidique a permis de classer les 
protéines E74 dans un nouveau groupe de molécules dans lequel on a rangé 
depuis, la protéine Elf-1 ("E74-like factor l") (Thompson et al., 1992), qui peut 

se fixer sur des EBS de promoteurs de gènes actifs dans les cellules T humaines. 

Le domaine ETS de Elf-1 ne présente que 52 % d'homologie avec celui des 

protéines Ets-1 ou Ets-2 humaines, mais 85% d'homologie avec celui de E74. 
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3 - Mode d'action de l'ecdysone 
L'ecdysone active le promoteur de E74A (Thummel et al., 

1990), probablement au niveau d'un élément de réponse situé dans le premier 

intron (Burtis et al., 1990). 

L'ecdysone agit par l'intermédiaire d'un complexe avec un 

récepteur protéique. Le mode d'action de cette hormone stéroïde peut être illustré 

par le cas de gènes de choc thermique, qui sont, chez la drosophile, activés par 

l'ecdysone: dans le promoteur du gène hsp27, Riddihough et Pelham (1987) ont 

montré l'existence d'un élément de réponse de 23 pb, sur lequel peut se lier de 

façon spécifique un polypeptide de 80 à 90 kDa. Cet élément de réponse à 

l'hormone ecdysone (EcRE), semblable aux éléments de réponse aux hormones 

trouvés chez les mammifères (Martinez et al., 1991), serait en fait le site de 

fixation de deux protéines : l'une est le produit du gène du récepteur de 

l'ecdysone (EcR) (Kœlle et al., 1991); l'autre est le produit du gène ultraspiracle 

usp (Oro et al., 1990). Le gène usp ne possède pas d'intron, donc pas de plasticité 

génétique. Le gène EcR permet de produire par épissage alternatif trois protéines 

qui diffèrent par leur extrémité N-terminale et qui sont exprimées à des stades et 

dans des tissus différents. 

La fixation d'une protéine EcR à une séquence EcRE de réponse 

à l'hormone ecdysone ne peut se faire que s'il y a présence de la protéine U sp. Il y 

a ainsi formation d'un complexe de deux protéines et de l'hormone qui seul est 

actif in vivo (Yao et al., 1992). Une modulation de la réponse hormonale est 

possible par la présence de trois produits alternatifs du gène EcR, pouvant 

intervenir dans la formation du complexe. 

4 - Régulation transcriptionnelle des gènes précoces 
L'auto-répression des gènes exprimant les protéines précoces 

permettrait de déterminer la durée de leur activité en même temps que la quantité 

de molécules à produire, en réponse à un pic d'ecdysone. 

Dans le milieu du gène E7 4, trois sites de liaison de la protéine 

E74A ont été identifiés : ces trois sites possèdent la séquence G/AGGAA, 

séquence de fixation de domaines ETS (Umess et Thummel, 1990). Mais bien que 

la protéine E74A soit capable de reconnaître in vitro ces trois sites, il ne semble 

pas qu'elle soit l'effecteur de cette répression. C'est apparemment la protéine de 

réponse précoce E75 qui en est responsable. 

Localisé au niveau d'un autre "puff' précoce, 75B, le gène E75 a 

une unité de transcription de 50 kpb avec un seul site de départ de la 

transcription. Les transcrits E75A, E75B et E75C permettent la synthèse de trois 
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protéines apparentées avec la même extrémité C-terminale, mais qui ne présentent 

pas le domaine ETS observé dans les protéines E74. 

Les gènes E 7 4 et E 7 5 s'expriment à six moments du 

développement qui sont caractérisés par un pulse d'ecdysone. Ils sont aussi 

transcrits à d'autres moments, chez l'embryon de 18 h où aucun pic d'ecdysone 

n'est détecté, suggérant une méthode alternative de contrôle de la transcription. 

B - Les autres &èoes de la famjlle ETS chez la drosophile 
Six membres de la famille ETS, autres que E74, ont été isolés chez la 

drosophile. 

Le gène D ets-2 a été partiellement isolé par Pribyl et al. (1987, 

1988) à partir d'une banque d'ADN génomique. Le domaine ETS se présente sous 

forme de deux exons séparés par un intron de 63 pb. En 1992, Chen et al. (1992) 

ayant isolé un ADNe, ont montré la présence d'un deuxième intron en aval du 

domaine ETS. Par la suite, KHimbt (1993) a caractérisé un gène qu'il a appelé 

pointed : ce gène est très vraisemblablement le gène D ets-2. Le gène pointed 
possède deux régions promotrices distantes de 50 kpb, permettant la synthèse de 

deux transcrits : les transcrits P 1 et P2. P 1 est constitué des quatre ex ons 1, 2, 3, 

4 ; P2 est constitué des exons 1, Il, Ill, IV, V, 2, 3, 4, les exons 2, 3 et 4 étant 

communs aux deux transcrits. Le domaine ETS se situe à l'extrémité C-terminale 

des protéines et est homologue à 95 % de la protéine Ets-1 humaine. Du côté N­

terminal du produit correspondant au transcrit P2, un domaine présente une forte 

homologie avec les protéines Ets-1 et Ets-2 sur 70 acides aminés que KUimbt a 

appelé domaine Pointed. L'expression du gène pointed est exigée lors de la 

constitution du système nerveux central, ainsi que dans la trachée et certains 

muscles. 

Le gène D ets-3 a été isolé par PCR sur de l'ADN génomique avec 

des oligonucléotides dégénérés correspondant à des régions bien conservées dans 

différents domaines ETS alors connus (Chen et al., 1992). ll présente un intron 

dans le domaine ETS, qui est la seule partie du gène actuellement connue. Traduite 

en acides aminés, cette séquence se présente comme très proche des protéines Erg 

et Pli, avec respectivement 95 et 97 % d'homologie. D ets-3 produit un ARNm de 

0,8 kpb, présent au même taux quel que soit le stade de développement. 

Utilisant la même technique que pour D ets-3, Chen et al. (1992) ont 

aussi isolé une partie des gènes D ets-4 et D ets-6. D ets-6 présente un intron 
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dans la région codant le domaine ETS. Ce domaine présente 86 et 87 % 

d'homologie avec respectivement les protéines Fli et Erg. 

Les transcrits -du gène D ets-3 et le transcrit de 0,85 kpb du gène 

D ets-6 sont présents à peu près au même taux quel que soit le stade de 

développement. Les transcrits des gènes D ets-2 et D ets-4 sont exprimés à un 

faible taux durant le stade larvaire. Le transcrit D ets-2 semble corrélé à la 

régulation par l'ecdysone et son expression semble complexe, en différents points 

de l'embryon. Le transcrit de 2,5 kpb du gène D ets-6 induit au stade pupal, 
coïncide avec le taux d'ecdysone (Chen et al., 1992). 

L'expression des gènes D ets-3 et D ets-6 est localisée à certains 
neurones du système nerveux ventral de l'embryon, mais tandis que celle de 

D ets-3, contrôlée par le complexe bithorax, est exclusivement thoracique, celle 

de D ets-6 est aussi abdominale (Chen et al., 1992). 

Le gène D elg (Drosophila t:,ts like gene) a d'abord été identifié par 

Pribyl et al. (1991). L'ADNe a été isolé par Chen et al. (1992). La séquence en 

acides aminés prédite du domaine ETS de ce gène est proche de celle de GABPa 
(73% d'homologie). L'ARNm de 2 kpb de D elg est détecté par hybridation in 

situ dans la plupart des cellules de l'embryon (Pribyl et al., 1991) et l'expression 

de ce gène ne peut être reliée à un type cellulaire. Au même locus, le brin 

complémentaire du brin permettant la transcription de l'ARNm de D elg, produit 

un ARNm de 2,8 kpb: ce transcrit est exprimé au même taux et en même temps 

que le messager de 2 kpb de D elg (cependant cet autre gène n'est pas caractérisé). 

Une mutation au codon 397 du transcrit du gène D elg entraîne la 
substitution d'une tyrosine, présente dans tous les domaines ETS, par une 

cystéine : cette mutation tne ("tiny eggs") est responsable de la stérilité des 

femelles (Schulz et al., 1993a). Le gène D elg est nécessaire au développement 

normal de l'embryon de drosophile :des mutations situées en dehors du domaine 

ETS provoquent des anomalies de la segmentation abdominale (Schulz et al., 

1993b). 

La déficience du gène pokkuri (ou yan), découvert de façon 

concommitente par Lai et Rubin (1992) et Tei et al. (1992) provoque une 

différenciation erronée de certaines cellules nerveuses de l'œil en photorécepteurs 

de type R7 surnuméraires (Tei et al., 1992). Le domaine ETS de la protéine Pok 

est homologue à 46 % de la séquence en acides aminés du produit du gène erg 

humain et ce domaine est en position centrale dans la protéine. L'extrémité amino-
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terminale de Pok possède une séquence de 80 acides aminés fortement homologue 

aux extrémités amino-terminales des protéines Ets-1, Ets-2 et Erg humaines. 

C - La famjlle ETS chez d'autres lpyertébrés 
Chez les Invertébrés autres que la drosophile, le premier membre de 

la famille ETS a été décrit par Chen et al. (1988) chez l'oursin Lytechinas 

variegatus. D'abord mis en évidence par hybridation d'ADN génomique avec un 

fragment de v-ets du virus E26, le fragment Hindiii cloné dans un phage a été 

isolé par hybridation avec une sonde D ets-2, alors récemment isolée (Pribyl et 
al., 1987). Après séquençage, Chen et al. ( 1988) ont observé une forte homologie 

de la séquence traduite en acides aminés avec la protéine Ets-2 humaine, et ont 

appelé l'Bts d'oursin: Su Ets-2. Les analyses ultérieures ont révélé que Su Ets-2 
avait en fait une plus grande homologie avec les protéines Ets-1. 

Le gène Su ets-2 s'exprime sous forme d'un seul transcrit de 6,8 kpb. 

Chez l'embryon, ce transcrit est trouvé dès les premiers stades du développement, 
jusqu'au stade blastula. Chen et al. (1988) indiquent qu'il n'est présent dans aucun 
autre tissu adulte. Cependant, nous pensons que ces observations devraient être 

revues à la lumière des nombreux travaux effectués ces dernières années sur la 

famille des gènes ets. 
Chez l'oursin, un autre gène a été identifié. Il s'agit d'un gène proche 

du groupe ERG : Su erg, cité par Lautenberger et al. (1992), mais dont la 

séquence, à notre connaissance, n'a pas encore été publiée et n'a été que 

partiellement décrite dans les banques de données. Cette séquence traduite 

comporte 115 acides aminés et est très proche des protéines Erg et Fli de 

l'homme et de la souris, tant au niveau du domaine ETS, que de la région qui lui 

est contiguë à l'extrémité 3' et que Lautenberger et al. (1992) ont appelé 

domaine R. 

Les membres de la famille ETS chez d'autres Invertébrés ont été 

mis en évidence par Degnan et al. (1993). Ces auteurs ont recherché ces gènes, en 

criblant les ADN génomique ou complémentaire extraits d'organismes 

Métazoaires Diploblastiques et Triploblastiques, par PCR. Ils ont ainsi isolé des 

séquences leur permettant d'aligner 33 acides aminés, dont certaines présentent 

une forte homologie avec des membres de la famille ETS. 

Chez l'ascidie Styela montereyensis (Tunicier) et l'étoile de mer 

Patiria miniata (Echinoderme), les séquences restituées sont à 100% identiques de 

la protéine Ets-1 humaine. Outre ces deux Deutérostomiens, les travaux de 

Degnan et al. (1993) ont porté sur différents Protostomiens: le crabe Cancer 
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antennarius (Crustacé); l'ormeau Haliotis rufescens (Mollusque Gastéropode); la 
coquille Saint-Jacques Hinnites giganteus (Mollusque Bivalve) ; le polychète 
Chaetopterus variopedatus (Annélide) et deux Nématodes appartenant à des 
espèces non précisées. Chez toutes ces espèces, sauf un Nématode, les auteurs ont 
obtenu des séquences ne différant que d'un, deux ou trois acides aminés, par 
rapport à la protéine Ets-1 humaine. Chez une espèce de Nématode, ils ont trouvé 
une séquence proche de la protéine Erg humaine (seuls deux acides aminés 
diffèrent). 

Les travaux de Degnan et al. (1993) se sont aussi étendus aux 
Diploblastiques: un Cnidaire (l'anémone de mer Anthrop/eura elegantissima), un 
Cténaire (Pleurobranchia bachei) et deux espèces d'éponges (Halic/ona sp et 
Tethya aurantia). Ils ont ainsi identifié chez l'anémone un membre du groupe ETS 
et un membre du groupe ELG, chez le Cténaire un membre du groupe D ETS-4 
et chez les éponges un membre du groupe ETS pour une espèce, et des membres 
des groupes ETS et ELK pour l'autre. 

Ces résultats indiquent donc que la famille ETS est une famille de 
gènes bien conservés, qu'elle est fort ancienne, et enfin qu'elle est déjà bien 
diversifiée dès le stade Diploblastique puisque l'on y trouve déjà représentés, les 
groupes ETS, ELG, ELK et D ETS-4. Cependant, on peut objecter à cette étude 
que les séquences traduites ne sont que de 33 acides aminés, et leur situation dans 
les différents groupes de la famille ETS reste donc à confirmer. D'autre part, il 
est possible de se demander si ces séquences amplifiées à partir d'ADN 
génomique, correspondent bien à des gènes fonctionnels. 

VII- Conclusion 
Les protéines de la famille ETS présentent toutes un domaine de liaison à 

l'ADN et un ou plusieurs domaines de transactivation. Ces protéines sont des 
facteurs de · transcription constituant une nouvelle famille de protéines 
eucaryotiques se liant à l'ADN, car leur domaine de liaison à l'ADN constitue un 
nouveau motif structural de reconnaissance ADN-protéines. Les protéines 
appartenant à cette famille reconnaissent une cible nucléotidique riche en purine 
(GGA) et plusieurs protéines sont capables de reconnaître le même motif. La 
spécificité et la sélectivité d'action pour la régulation de gènes particuliers, en 
dépit de la reconnaissance de séquences nucléotidiques proches, constituent 
l'originalité de cette famille de facteurs de transcription. Ainsi, ces protéines 
interagissent avec d'autres protéines de régulation ou facteurs de transcription 
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pour former des complexes stables nécessaires à l'activation de la transcription de 

gènes uniques, parfois dans un type cellulaire spécifique. Les régions divergentes 

(domaines A et B) de ces protéines Ets peuvent représenter des structures 
interagissant avec des protéines cellulaires particulières, conférant ainsi une 
fonction spécifique à chaque membre de la famille ETS. Comme cela a déjà été 
rapporté, la formation du complexe entre les sous-unités GABPa et GABP~ ou 
entre Elk-1 et SRF apparaît être très spécifique, de façon qu'aucun autre membre 

de la famille ETS ne peut les remplacer dans ces interactions. Enfin, ces 
interactions permettent une activation synergique de la transcription et compensent 
ainsi le faible pouvoir transactivateur des protéines Ets. Cette famille de gènes est 

aussi très ancienne car de nombreux membres identifiés chez les Vertébrés ont été 

mis en évidence chez des Métazoaires Diploblastiques. Ceci indique l'importance 
des protéines codées par ces gènes, dont le rôle reste encore en grande partie à 
découvrir. 
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Les Nereis diversicolor, Métazoaires Triploblastiques Coelomates 
métamérisés, appartiennent à l'Embranchement des Annélides (Figure 20). La 

présence de nombreuses soies portées par des parapodes les placent dans la Classe 
des Polychètes. 

Cette espèce marine ou d'eau saumâtre vit dans la vase noire des estuaires 
où elle participe à la chaîne alimentaire du littoral marin. Les animaux utilisés 

dans nos manipulations, ont été récoltés dans l'estuaire de l'Aa, à Grand-Fort­

Philippe (Nord). Les vers récoltés sont conservés au laboratoire en eau de mer à 

la température d'environ l7°C. 

1 - Situation phylogénique des Annélides Polychètes 
Contrairement aux Métazoaires Diploblastiques tels que les Spongiaires et 

les Cœlentérés, les Métazoaires Triploblastiques Cœlomates sont en principe des 
animaux libres et mobiles. lls sont aquatiques, primitivement marins et deviennent 

dulçaquicoles puis terrestres dans les groupes les plus évolués. 

Les Triploblastiques sont caractérisés par un troisième feuillet, le 
mésoderme, interposé entre l'endoderme et l'ectoderme. Chez les Cœlomates, le 
mésoderme est généralement creusé de cavités, les cavités cœlomiques. 

Il existe deux types de Triploblastiques Cœlomates : l'un a le système 
nerveux le long de la région ventrale et correspond aux Invertébrés, l'autre, au 
contraire, étend son système nerveux dans la région dorsale et répond à la 
structure des Cordés. Selon la terminologie d'A. Lameere, ils sont respectivement 

appelés les Hyponeuriens et les Epineuriens. 
Les Invertébrés Cœlomates Hyponeuriens constituent de loin la partie la 

plus importante des Cœlomates. Tandis que les Cœlomates Epineuriens ou Cordés 
comprennent deux Embranchements, les Procordés et les Vertébrés (comptant 
environ 50 000 espèces), les Cœlomates Hyponeuriens considérablement plus 
variés, plus nombreux, plus diversifiés, sont représentés par plusieurs 
Embranchements, eux-mêmes souvent très complexes, les Annélides, les 

Echinodermes, les Mollusques, les Arthropodes, comptant des centaines de 

milliers d'espèces animales actuellement vivantes. Ils sont aussi représentés par les 

formes fossiles les plus anciennes. Les grands Embranchements des Invertébrés se 
sont différenciés au cours des longues époques précambriennes. En dépit de leur 
diversité, il est possible de retrouver l'unité de structure du Cœlomate 

Hyponeurien, conservée lors du développement larvaire, et de suivre les 
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Figure 20 : Arbre généalogique du Règne animal, d'après 
Beaumont et Cassier, 1973. 
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modifications subies par cette structure, pour constituer les divers 
Embranchements. 

Ce sont les Annélides, et plus particulièrement les Polychètes, qui 
constituent, par la conservation à l'état adulte de structures archaïques, le type 
même du Cœlomate. 

II - Organisation générale de la néréis 
Le corps des néréis comporte trois régions distinctes (Figure 21) : 
- le prostomium, région céphalique pourvue des organes des sens 

(appendices céphaliques et yeux) et du cerveau. 
- le métastomium, métamérisé, c'est-à-dire formé d'une série d'anneaux 

pratiquement tous semblables contenant des structures et organes 
identiques. Ils comprennent chacun une paire de cavités cœlomiques. 
Les enveloppes épithéliales des sacs cœlomiques s'affrontent dans le 
plan sagittal pour former le mésentère ventral et le mésentère dorsal 
assurant la suspension des organes axiaux (tube digestif et vaisseaux). 
En dehors du premier segment (peristomium), chaque métamère 
présente une paire de parapodes (expansions latérales garnies de 
nombreuses soies, à fonction locomotrice). 

- le pygidium, segment postérieur portant deux cirres et percé par l'anus 
n'a ni cœlome, ni néphridie. 

La coordination de l'organisme est assurée par un système nerveux central 
et condensé, qui comprend une paire de ganglions cérébroïdes (le cerveau) situés 
dans le prostomium et une chaîne nerveuse ventrale (type hyponeurien). 

L'acquisition de l'état triploblastique s'est traduite par une complexité 
croissante de l'organisation générale et par la différenciation d'organes nouveaux 
(appareils digestif, circulatoire et excréteur). 

Le système circulatoire est clos : sang et hémocytes circulent dans un 
compartiment séparé anatomiquement de la cavité cœlomique. Il n'y a pas de 
gonades différenciées : les gamètes et d'autres cellules cohabitent dans la cavité 
cœlomique et sont soumis aux messagers chimiques et aux métabolites du liquide 
cœlomique. Nos connaissances sur les cellules cœlomiques sont encore 
fragmentaires par rapport à celles d'autres Invertébrés (Annélides Oligochètes, 
Mollusques ou Insectes). 



Prostomium c::[> 

Metastomium c::::::[> 

Pygidium 

Figure 21 : Nereis diversicolor 
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Les Nereidae ont été étudiées dans notre laboratoire selon plusieurs axes et 

notamment le rôle des cellules cœlomiques et les phénomènes de régénération et 

de cicatrisation. 

III - Les cellules cœlomiques 
Les cellules libres dans le liquide cœlomique, outre les gamètes, sont de 

différents types : 

- les éléocytes, souvent comparés au "corps gras" d'Insecte, synthétisent la 

vitellogénine qui est absorbée par l'ovocyte en cours de maturation (Baert et 

Slomianny, 1992). Ils phagocytent aussi les sarcolytes, c'est-à-dire les débris 

de fibres musculaires en dégénérescence (Dhainaut, 1966a et b); 

- les granulocytes appartiennent à différents types cellulaires, dont trois sont 

bien identifiés : les G 1 (20 % des granulocytes), les G II (54 %) et les G III 

(24 %). 

N. diversicolor vit dans des estuaires particulièrement riches en polluants. 

Ces animaux supportent une pollution en métaux lourds assez élevée, la pollution 

par le plomb et le cadmium étant mieux supportée que celle par le chrome ou le 

mercure. 

L'invasion du milieu intérieur par des éléments exogènes (bactéries, 

parasites, implants expérimentaux) ou une intoxication par des substances 

toxiques, provoquent l'activation cellulaire des granulocytes avec un processus de 

phagocytose, de dégranulation ou d'encapsulation. L'intégrité du cerveau est 

indispensable au moins dans les réactions antiparasitaires. 

La dégranulation est une réaction d'exocytose avec libération du matériel 

granulaire dans le milieu intérieur. 

Les G III dégranulent complètement selon les stimulants (liposaccharides 

bactériens, métaux lourds ... ), les G Il présentent une dégranulation plus ou moins 

complète et les G 1 ne sont pas ou sont peu impliqués dans ces processus. 

Le matériel libéré par dégranulation contient une teneur élevée en 

lysozymes et en (3-glucuronidase ainsi qu'une métalloprotéine, la MPTI, contenue 

dans les granulocytes G I (Dhainaut-Courtois et al., 1987) et qui possède une 

activité antibactérienne (Dhainaut et al., 1989). 

La protéine cœlomique MP TI, qui peut lier les métaux, se rencontre sous 

une forme monomérique de 14 kDa (Demuynck et al., 1993). Le site de synthèse 

dans les granulocytes de type G 1 a été précisé par immunologie (Dhainaut­

Courtois et al., 1987; Porchet-Henneré et al., 1987). 



ca cirre anal p parapode 
cd cirre dorsal py pygidium 
en chaîne nerveuse R régénérat 
cv cirre ventral s souche 
vt vaisseau sanguin transversal 
v v vaisseau sanguin ventral 

Figure 22 : Représentation schématique de la régénération 
caudale chez Nereis diversicolor (vue ventrale d'un 
régénérat, 30 jours après l'amputation), d'après 
Combaz et Boilly, 1974. 
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L' encapsulation consiste en l'isolement, grâce à une enveloppe continue 
de cœlomocytes, des corps étrangers dans une capsule qui forme finalement un 
nodule brun (présence de mélanine) dans lequel le parasite, le tissu altéré ou le 
corps étranger se nécrosent, si leur nature chimique le permet, et sont mis hors 
d'état de nuire. Ces mécanismes de défense représentent un modèle remarquable 
de coopération cellulaire (Porchet-Henneré et al., 1987). 

La chronologie des événements (établie par implantation de billes de 
plastique dans la cavité cœlomique) est la suivante : 
- reconnaissance par les cellules G III qui émettent de larges filopodes, 
- lyse des cellules au contact de l'implant entraînant la formation d'une couche 

de débris cellulaires : "couche collante" supposée nécessaire et attractive pour 
les vagues suivantes de cellules réactives, 

- les cellules G II très étirées, aplaties, viennent se superposer comme des 
écailles d'un bulbe d'oignon formant une épaisse couche feuilletée. Ce sont les 
premières cellules à recouvrir le corps étranger. On observe une intense 
dégranulation et le produit de dégranulation circule jusqu'à l'implant. 

- les cellules G 1 se disposent en périphérie et forment un réseau d'emballage. 

Les granulocytes, cellules circulantes à l'origine, forment dans la capsule un 
tissu de cellules juxtaposées, avec de nombreux desmosomes et jonctions de type 
"gap". 

IV - La cicatrisation et la régénération 

Régénération caudale des néréis 
Le processus de régénération des néréis comprend trois phases (Combaz et 

Boilly, 1974) : après la cicatrisation, on observe la mise en place d'un blastème de 
régénération puis la différenciation de ce blastème qui s'effectue en deux étapes : 
la première aboutissant à l'édification du pygidium; la seconde permettant la 
différenciation des segments sétigères (Figure 22). L'évolution de la régénération 
est présentée dans le tableau 5. Les délais d'apparition des différents stades de la 
régénération sont sujets à des variations individuelles parfois considérables ; les 
temps notés correspondent à ceux de la majorité des individus observés à la 
température de l'expérience. 



Etapes dela 
régénération 
postérieure 

Cicatrisation 

Formation du 
pygidium 

Mise en place 
des métamères 

Tableau 5 

Date d'appa-
rition des dif-

Stades successifs férents stades 
(Nombre de 
jours après la 
section) 

- 2 - 3 

• Edification du blastème de régénération 5 - 6 

• Différenciation et croissance du blastème de régénération 

- Différenciation du segment pygidial 
. Apparition du vaisseau sanguin périanal 6 - 8 
. Différenciation de la musculature pygidiale 7 - 8 

- Différenciation des cirres anaux 
. Apparition des 2 mamelons anaux 6 - 8 
. Apparition des ébauches des cirres anaux 7 - 8 

- Croissance du pygidium (achevée) 13 - 15 

• Apparition de la zone de prolifération 8 - 9 

• Différenciation et croissance des métamères 

- Segmentation du régénérat (apparition des dissépiments) 
. Dissépiments 1 et 2 9 - 11 
. Dissépiments 3, 4 et 5 12 - 18 
. Dissépiments 6, 7, 8 et 9 18 -28 
. Dissépiments 10, 11, 12, 13 et 14 30 -60 

- Différenciation parapodiale 
. Apparition des 1ères ébauches parapodiales 12 -15 
. Apparition des 1ers cirres parapodiaux 13 - 16 
. Apparition d'acicules et de soies sur les 1ers segments 

néoformés 18 -20 

- Croissance segmentaire (achevée) 
(longitudinale et transversale) 60 -70 

Etude chronologique de la régénération postérieure 
chez N ereis diversicolor après amputation simple 
(selon Combaz et Boilly, 1974). 
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A - La cjcatrjsation 

Immédiatement après l'amputation, la paroi intestinale sectionnée vient 

en contact avec le tégument proche de la section. La soudure entre ces deux parois 

survient deux à trois jours plus tard. 

B - La formation du PY&idjum 
L'édification du blastème de régénération s'effectue en cinq à six jours 

après l'amputation. Un blastème annulaire non pigmenté, traversé par l'intestin, 

est édifié au niveau de la jonction des tissus impliqués dans la cicatrisation. 
La différenciation du blastème de régénération en un pygydium 

complet est achevée environ 13 à 15 jours après l'amputation. 

C - La mjse en place des métamères 

La croissance du régénérat s'effectue simultanément à sa 
différenciation. L'allongement du régénérat se manifeste 8 à 9 jours après 

l'amputation, avec l'apparition d'une zone de prolifération (zone de croissance). 
Le régénérat s'allonge et se segmente; les premiers segments formés sont 

repoussés vers l'avant au fur et à mesure que de nouveaux segments se 

différencient, les segments les plus postérieurs étant toujours les plus jeunes. 

N. diversico/or ne régénère qu'en direction caudale. Il n'a jamais été 

observé de migration des cellules régénératrices : les cellules à l'origine des 
structures régénérées proviennent du seul segment contigu au plan d'amputation. 

Tous les éléments régénérateurs présentent une phase d'activation au 

cours de laquelle les cellules synthétisent une quantité importante d'ARN avant de 

s'engager dans l'histogenèse (Wattez-Combaz, 1985): mais (c'est une différence 

avec les Annélides Oligochètes) ce phénomène ne se produit qu'au niveau du front 

de section et vraisemblablement sous l'influence "trophique" du système nerveux. 

D'autre part, chaque type de cellule régénératrice assure la reconstitution de tous 

les tissus correspondant au feuillet embryonnaire dont il provient. Enfin, les 

blastocytes mésodermiques (provenant des épithéliums cœlomiques) jouent un rôle 

de premier plan dans la morphogenèse du régénérat : ils sont indispensables à la 
différenciation, à la croissance et à la métamérisation du régénérat. 

La régénération caudale dépend étroitement de la présence de 

l'intestin; l'absence de la chaîne nerveuse ne l'empêche pas, bien qu'elle retentisse 

sur la vitesse de régénération et l'organisation du régénérat (différenciation des 

cirres anaux et des parapodes ). 
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La stratégie utilisée pour mettre en évidence des membres de la famille 
ETS chez la néréis a été la suivante : 

Etude à partir de l'ADN génomique 
- après avoir montré l'existence de membres potentiels de la famille ETS 

par "Southern" avec deux sondes (une virale et une aviaire), ces gènes 
ont été recherchés dans deux génothèques, mais aucun résultat n'a été 
obtenu. 

- une stratégie utilisant la PCR a alors été envisagée et a permis 
d'identifier un membre de cette famille. Une partie de ce gène a ensuite 
été isolé d'une banque d'ADN génomique. De nouveaux membres de la 
famille ont aussi été recherchés par le séquençage d'autres produits de 
PCR. 

Etude de l'expression 
Plusieurs axes de recherche ont été suivis dans le but de rechercher 

l'expression de gènes de la famille ETS: 
- par rétrotranscription suivie de PCR, qui nous a permis d'isoler un 

deuxième membre de la famille ETS. 
- par "Northern blot" et hybridation in situ afin de rechercher 

l'expression des deux gènes identifiés. 
- par criblage d'une banque d'ADN complémentaire. 

1 - Mise en évidence d'homologues de la séquence v-ets chez la 
néréis 
Deux types de sondes ont été utilisées pour la recherche de séquences 

homologues des gènes de la famille ETS : 
- un fragment Pstl de 423 pb (sonde 0,4 kpb-Pst 1) dev-ets (nt 1504-

1927, selon Nunn et al., 1983) qui a permis d'identifier les gènes c-ets-1 et c-ets-2 
de poulet (Leprince et al., 1983 ; Boulukos et al., 1988), 

- un fragment EcoRI de 1203 pb (sonde 1,2 kpb-EcoRI) correspondant 
à l'ADNe de la protéine p54C-ets-1 du poulet (pCkE54A, Duterque-Coquillaud et 

al., 1988). 
Afin de mettre en évidence une séquence homologue des gènes ets, l'ADN 

génomique de Nereis diversicolor a été digéré par plusieurs enzymes de 
restriction (Figure 23). Après digestion par l'enzyme de restriction Hindlll, 



Figure 23 : Electrophorèse des produits de digestion de l'ADN 
génomique de N ereis diversicolor par les enzymes de 
restriction Hindlll (a), Hindiii/Pstl (b), EcoRI (c), 
EcoRI!Hindiii (d) et Pstl (e). 
f : Marqueur de poids moléculaire (ADN du phage À 

digéré par les enzymes EcoRI et Hindlll. 

Figure 24 : Autoradiographie après hybridation avec la sonde 
0,4 kpb-Pstl du transfert de la migration électro­
phorétique des produits de digestion de 1 'ADN 
génomique par les enzymes Hindiii (a), Hindiii!Pstl 
(b) et EcoRI (c). 
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l'hybridation en condition de moyenne stringence avec le fragment 0,4 kpb-Pstl a 

permis la détection de signaux d'environ 1,7 et 5,5 kpb (Figure 24, pistes a et b). 

Les mêmes hybridations ont été observées avec le fragment 1,2 kpb-EcoRI. La 

digestion par l'enzyme EcoRI révèle deux signaux autoradiographiques à 5,1 et 

4,2 kpb, mais ces signaux semblent plus faibles (Figure 24, piste c ). La double 

digestion BamHI/Hindlll a produit le même fragment de 1,7 kpb que 

précédemment. Les autres produits de digestion testés (Pstl, BamHI, 

EcoRI/Hindlll, BamHI/EcoRI, BamHI/Pstl et EcoRI/Pstl) n'ont pas permis de 

mettre en évidence de signal distinct. 
La sonde 0,4 kpb-Pstl est identique à l'extrémité 3' de la sonde 1,2 kpb­

EcoRI sauf pour deux mutations ponctuelles. Les conditions d'hybridation et de 

lavages ont du être adaptées avant d'obtenir des signaux autoradiographiques. Les 

signaux les plus intenses ont été obtenus pour des fragments Hindlll de 1,7 et 

5,5 kpb, avec les deux types de sondes. Le domaine ETS est la région la mieux 
conservée parmi les différents membres de la famille ETS et au cours de 

l'évolution. Les deux sondes utilisées se recouvrant notamment au niveau du 
domaine ETS, les hybridations correspondent vraisemblablement à des séquences 

homologues de ce domaine. D'autres signaux autoradiographiques moins intenses 

ont aussi été obtenus (Figure 24, flèches blanches) et peuvent correspondre à des 

séquences moins homologues de nos sondes. Connaissant actuellement la diversité 

de la famille ETS, on peut penser que ces hybridations correspondent à différents 

membres de cette famille plus ou moins divergents par rapport aux c-ets-1. 

II - Recherche des gènes de la famille ETS dans des banques 
d'ADN génomique 

A - Copstructjon et cribla&e de la bapgue À E MB L4 
Une première banque d'ADN génomique de Nereis diversicolor a été 

construite en collaboration avec Agnès BÈGUE (Laboratoire d'Oncologie 
Moléculaire, Institut Pasteur de Lille) afin d'isoler un homologue des gènes de la 

famille ETS. 
Après digestion de l'ADN du phage Â. EMBL4 (Figure 25) par 

l'enzyme de restriction BamHI, un insert de 14 kpb est éliminé et les bras du 

phage, de 9 et 20 kpb, sont récupérés en gradient de sucrose. 

L'ADN génomique natif purifié et testé en électrophorèse migre aux 

environs de 50 kpb et ne présente aucune dégradation. Une cinétique de digestion 

par l'enzyme Sau3A sur une aliquote permet de définir un temps de digestion et 
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une quantité d'enzyme nécessaires à l'obtention du maximum de fragments de 
tailles comprises entre 10 et 20 kpb, qui seront les seuls utilisés pour la 
préparation de phages recombinés. Ces fragments ont des extrémités cohésives 
Sau3A compatibles avec celles obtenues après coupure par l'enzyme BamHI, ce 
qui permet leur ligation aux bras du phage. 

Ne connaissant pas la taille du génome de la néréis, il est difficile 
d'évaluer le nombre de clones indépendants à obtenir pour que la banque soit 
représentative, c'est-à-dire pour qu'il y ait une chance raisonnable de trouver une 

séquence donnée. 
Ce nombre est habituellement donné par la formule : 

P = probabilité L = taille moyenne des fragments clonés 
N = nombre de clones indépendants G = taille du génome cloné 

Après encapsidation, le titre de la banque est de 50 000 phages. 
Trois génothèques ont été réalisées et nous avons obtenu trois fois environ 
50 000 phages. Pour une meilleure représentativité du génome de la néréis, les 
trois banques ont été rassemblées. Une amplification dans la souche bactérienne 
DP 50 permet d'augmenter le titre à 8.107 phages/ml. 

Deux séries d'étalements de 600 000 phages ont été réalisées. Les 
répliques sur des membranes de nitrocellulose hybridées avec le fragment 
0,4 kpb-Pstl n'ont présenté qu'un seul signal autoradiographique après un temps 
court d'exposition. Ce signal s'est avéré être aspécifique au cours des étapes de 
purification. 

De nouveaux criblages, effectués à partir de l'étalement d'un million 
de phages selon le titre initial, n'ont rien révélé. Plus aucune confluence n'était 
obtenue. Après un nouveau titrage de la banque, nous nous sommes aperçus que le 
titre avait anormalement chuté en quelques semaines, passant de 8.107 phages/ml 
à 4.106 phages/ml. 

Cette banque n'a pu être utilisée de nouveau, son titre ne cessait de 

chuter. 
Le faible nombre de clones obtenus peut être expliqué par le fait que 

l'ADN génomique de néréis possède des propriétés particulières (par exemple 
qu'il soit fortement méthylé), le rendant difficilement clonable et instable dans ce 

type de vecteur et dans la souche bactérienne utilisée. 



Figure 26 : Electrophorèse des produits de digestion de l'insert 
3,5 kpb-Hindlll par les enzymes Sau3A (a), H aelll 
(b), Taql (c), Hinfi (d) et Xbal (e). 

Figure 27 : Electrophorèse des produits de digestion de l'insert 
3,5 kpb-Hindlll par les enzymes de restriction 
EcoRI (a), Pstl (b), Psti!EcoRI (c), Mspi!Apal {d), 
Mspl (e), Mspi/Aval (f) et Sau3A/Haelll(g). 

Figure 28 : Electrophorèse des produits d'amplification par PCR 
de l'ADN génomique de Nereis diversicolor avec les 
oligonucléotides D-OLl et D-OL2 (a et c). 
b : Marqueur de poids moléculaire pBR322 digéré 
par l'enzyme de restriction Hinfl. 
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D'autre part, le fait de ne pas avoir trouvé de séquences homologues 
des gènes ets peut être attribué au fait que la banque À EMBL4 était instable et 
n'était pas représentative de la totalité du génome de la néréis. 

Cette hypothèse a été renforcée par la suite par la construction d'une 
banque, dans un autre vecteur et une autre souche bactérienne, ayant un titre 
initial de 5.1 os phages (cf. IV). 

B - Construction et cribla2e de la banque Â NM1149 
Une banque d'ADN génomique a été construite, après digestion totale 

de l'ADN par l'enzyme de restriction Hindlll, dans le vecteur phagique 
À NM1149. Ces choix ont été faits, d'une part après observation des signaux 
d'hybridation en "Southem blot", le vecteur À NM1149 permettant le clonage de 
fragments Hindlll, et d'autre part dans le but de modifier certains paramètres, 
espérant ainsi augmenter la stabilité de la banque. Le titre initial de la banque est 
de 7.105 phages. Après amplification, le titre est de 8.108 phages/ml. 

Six millions de phages ont été étalés, transférés sur des membranes de 
nitrocellulose qui ont été hybridées avec la sonde 0,4 kpb-Pstl en condition de 
moyenne stringence, avant de repérer un signal autoradiographique. Trois étapes 
de purification ont permis d'isoler le phage contenant une séquence homologue de 
notre sonde. La digestion de l'ADN phagique par l'enzyme Hindlll a permis 
d'isoler un fragment de 3,5 kpb. Ce fragment a ensuite été cloné dans un vecteur 
plasmidique pUC 18. 

Des digestions enzymatiques du fra~ment de 3,5 kpb ont été 
effectuées par différentes enzymes de restriction. L'hybridation avec la sonde 
0,4 kpb-Pstl virale a révélé différents fragments (Figures 26 et 27). 

Le fragment obtenu après digestion par l'enzyme Sau3A a une taille 
de 250 pb et est le seul possédant une séquence homologue de la sonde virale 
(Figure 26, piste a). 

Cependant, il existe deux fragments Sau3A de la même taille 
d'environ 250 bp, dont un seul porte l'homologie recherchée. Ne pouvant les 
séparer par électrophorèse, le clonage de ces deux inserts a été réalisé dans un 
vecteur plasmidique. Environ une centaine de mini-préparations d'ADN 
plasmidiques recombinés ont été réalisées, pour isolei celles contenant le fragment 
homologue de notre sonde. Ces préparations ont été digérées pour ressortir 
l'insert. Après transfert de la migration électrophorétique, les filtres ont été 
hybridés avec la sonde 0,4 kpb-Pstl. Aucun de ces inserts ne s'est hybridé avec la 
sonde. Le fait que le bon fragment n'ait jamais pu être sous-cloné semble 
vraisemblablement dû à une structure secondaire particulière. 
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Un fragment Mspl de 370 pb portant une partie de l'homologie, 

l'autre partie se situant sur un fragment de 50 pb (Figure 27, pistes d, e et f), a 

été cloné à la fois dans un vecteur plasmidique pUC 18 et dans l'ADN double brin 
du phage M13. Le séquençage de cet insert a été effectué, puis la séquence 

comparée à celle du v-ets. L'homologie montrée n'était pas celle attendue au 

niveau de la zone correspondant au domaine ETS, qui est la mieux conservée. 

Cependant, l'analyse de la séquence a montré une homologie en nucléotides de 

40 % portant sur 170 pb. Cette homologie semble suffisante pour expliquer 

l'hybridation en condition de moyenne stringence. 

III - Recherche des membres de la famille ETS par réaction de 
polymérisation en chaîne (PCR) 
Ne parvenant pas à isoler un membre de la famille ETS par les techniques 

classiques de criblage de banque, une autre stratégie, utilisant la PCR, a été 
envisagée. Karim et al. (1990) avaient défini le domaine ETS en alignant les 

séquences des protéines suivantes: PU.1 et Ets-1 murines; Ets-2, Erg et Elk 
humaines; E74 et Ets-2 de drosophile. Le domaine BTS était défini comme une 

séquence d'environ 85 acides aminés avec 22 acides aminés identiques dont trois 

résidus tryptophane. 

Les seules séquences connues chez les Invertébrés concernaient l'oursin 

(Su Ets-2) et la drosophile (D Ets-2). Notre objectif étant alors de rechercher une 
séquence proche de ces gènes ets-2 d'Invertébrés, nous avons donc aligné les 

séquences en acides aminés des domaines BTS des différentes protéines Ets-2 

connues :celles de l'homme, du poulet, de la souris, de l'oursin, de la drosophile, 

ainsi que les deux protéines Bts-2 du xénope. La recherche des acides aminés les 

mieux conservés et impliquant le moins de dégénérescence du code génétique, 

nous a permis de définir les séquences nucléotidiques dénommées 

oligonucléotide A (OLA) et oligonucléotide B (OLB) (Figure 29A). La région 

pouvant être amplifiée par ces oligonucléotides comprend l'hélice a et la région 

charnière du domaine ETS. 
Ces oligonucléotides ont été testés sur des préparations d'ADN génomique 

par PCR. La modification de différents paramètres concernant le cycle 

d'amplification, la quantité d'ADN et les préparations d'ADN, n'a pas permis de 

mettre en évidence de produits d'amplification, même après un deuxième cycle 

d'amplification. 
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Chen et al. (1992), utilisant la PCR, ont isolé cinq membres de la famille 

ETS chez la drosophile. Les oligonucléotides utilisés avaient été conçus après 

alignement de tous les domaines ETS alors connus : ceux des protéines Ets-1, 

Ets-2, Erg et Elk humaines; des protéines Spi-1/PU.l, Fli-1 et GABPa de souris 

et de la protéine E74 de drosophile. Les auteurs ont observé que tous les domaines 

ETS, sauf celui de Spi-1/PU.l, présentaient deux régions hautement conservées: 

LW(E/Q)F (acides aminés 10 à 13) et MNY(D/E)K (acides aminés 63 à 87). Tous 

les codons possibles ont été utilisés pour chaque acide aminé à l'exception de la 

leucine pour laquelle deux codons (CTG et CTC) sur les six possibles ont été 

utilisés. Les oligonucléotides ainsi définis sont appelés D-OL1 et D-OL2 et 
permettent d'amplifier une partie de la région en hélice a, la région charnière et 

une petite partie du domaine basique du domaine ETS (Figure 29A). Ils ont été 

synthétisés en leur ajoutant un site de restriction Xbal à leur extrémité 5', 
permettant ainsi un clonage ultérieur. La taille du produit d'amplification attendu 
est de 180 pb, sauf s'il existe un intron comme pour le D ets-2 (Pribyl et al., 
1988). 

Avec ces oligonucléotides, des PCR ont été réalisées sur différentes 

préparations d'ADN génomique extrait d'animaux entiers. Les premiers essais ont 

été effectués selon le cycle suivant : hybridation à 52°C et allongement à 72°C, 

pendant 40 cycles. Ne visualisant rien après migration électrophorétique des 
produits d'amplification, un deuxième cycle d'amplification a été réalisé selon les 

mêmes paramètres. 

Après migration électrophorétique des produits d'amplification dans un gel 

d'agarose à 2 %, une bande est obtenue à environ 180 pb (Figure 28). Ces 

produits de PCR ont ensuite été dialysés sur une membrane de microdialyse puis 

digérés par l'enzyme de restriction Xbal avant d'être clonés dans le vecteur 

plasmidique pUC 18. Après transformation bactérienne, plusieurs colonies ont été 

sélectionnées. Une préparation de plasmide a été réalisée dans le but d'établir la 

séquence du fragment cloné. Une PCR avec les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2 

sur la préparation d'ADN plasmidique a permis de vérifier le clonage. Le 

séquençage a été réalisé et la séquence traduite en acides aminés comparée à celles 

des différents membres de la famille ETS. La recherche effectuée sur la séquence 

protéique a montré l'homologie la plus grande (minimum 89 %) avec les 

séquences des protéines Hu Erg, Mo Fli-1, Su Erg et D Ets-3. La séquence 

nucléotidique obtenue ainsi que la séquence traduite en acides aminés sont les 

suivantes: 
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D-OLl ClT CrT G~A erG crA T~C G~T 

T~C GfC i!i!ll~~i~i~i~:::::~::I~J.t:!:!:!:!:i:i:iiii::::::!:!:!:I,Q:!'ilili~:=::~~,~:!:!i!J!:!:!ii,IJ!Jl T*G G ~A Gg A 

ACT AAC GGG GAG TTC AAA ICTG GTl:: GAC Cl::G GAT 
T N G E F K L v D p D 

GAA 1 ACC GTG AGA CGG TGG GGA GAG CGA AAA TCC 
E T v R R w G E R K s 

AAA ccc AAC D-OL2 K p N 

Cette séquence isolée de l'ADN génomique de l:i_ereis d.iversico/or a été 
appelée Nd erg et a ensuite servi de sonde pour les autres expériences (sonde 
Nd erg) 

1 V - Recherche du gène correspondant à la sonde Nd erg dans 
une banque d'ADN génomique construite dans le vecteur 
À DASH II 

A - CriblaKe de la bapque À DASHII 
Une nouvelle banque d'ADN génomique a été construite dans le 

vecteur phagique Â DASHII (Figure 25) après digestion partielle de l'ADN 
génomique par l'enzyme de restriction Sau3A. 

Après encapsidation dans les lysats bactériens complémentaires, le 
titre est de 5.105 phages. L'amplification dans la souche bactérienne SRB donne le 
titre final de 6.108 phages/ml. Cette banque a été criblée avec la sonde Nd erg. 

Après étalement d'un million de phages, 11 clones se sont avérés 
positifs. Afin de contrôler que ces clones possédaient bien la séquence recherchée, 
un oligonucléotide (Nd-OL3) a été synthétisé. Cet oligonucléotide correspond à 

une partie de la sonde Nd erg dont la séquence est moins bien conservée au cours 
de l'évolution, à l'intérieur du domaine ETS. La position de cet oligonucléotide 
par rapport à la séquence Nd erg est figurée par un ombrage (cf ci-dessus) et est 
présentée sur la figure 29B. A l'étape de la dernière purification des phages isolés 
positifs, une double réplique a été effectuée pour chaque étalement de phages : 
l'hybridation a été réalisée en condition de forte stringence, d'une part avec la 
sonde Nd erg et, d'autre part, avec l'oligonucléotide Nd-OL3. Les 11 phages 



Figure 30 : Electrophorèse des produits de digestion enzyma­
tique par l'enzyme de restriction EcoRI de l'ADN de 
sept phages isolés de la génothèque À DASHII, avec 
la sonde Nd erg. La piste a correspond à un type de 
phage (À2), les pistes b, d, f et h correspondent à un 
autre type de phage (À 1), les pistes c et g 
correspondent à un troisième type de phage (.À3). 

Figure 31 : Révélation autoradiographique après hybridation 
avec la sonde Nd erg du transfert correspondant à la 
migration électrophorétique de la figure 30. 

Figure 32 : Electrophorèse des produits de digestion des ADN 
phagiques des différents phages (À1, À2 et .À3) par 
les enzymes de restriction E coRI/ Hindiii, E coRI/ 
BamHI et BamHI!Hindiii. 
a, b et c = phage À1 
d, e et f = phage À3 

i, j et k = phage À2 
1, m et n 



abcdefgh 

Figure 30 

abcdefgh 

8 kpb _.. .. ... 
- _. --2,2 kpb _.. -

1,2 kpb _.. -
0,7 kpb _.. 

Figure 32 

. 
1 

-

81 

abcdefgh 

Figure 31 

' 

. 
1 k 1 m n· 

-- -
- -- -



82 

sélectionnés se sont hybridés à la fois avec la sonde oligonucléotidique Nd-OL3 et 

avec la sonde Nd erg. Sept de ces phages ont été isolés et leur ADN recombiné 

extrait. 

B - Cartoa:raphje partjelle des fraa:mepts jpsérés daps les 
phaa:es 
Les différentes préparations d'ADN phagiques recombinés ont été 

digérées par l'enzyme de restriction EcoRI. En comparant les profils obtenus 

après migration électrophorétique, plusieurs préparations se sont avérées 
identiques (Figure 30). En définitive, sur les sept phages isolés, seulement trois 
possèdent un profil de restriction différent (phages Â.1, Â.2 et Â.3). La migration 
électrophorétique de ces digestions enzymatiques a été transférée et la membrane 
mise en hybridation avec la sonde Nd erg. Pour ces phages, les fragments 
possédant la séquence homologue de notre sonde, sont soit un fragment Eco RI de 
3,4 kpb, soit un fragment EcoRI de 4,8 kpb (Figure 31). Des doubles digestions 

combinant les enzymes de restriction Eco RI, BamHI et HindiiT ont été effectuées 

pour établir une cartographie partielle des différents phages (Figure 32). 
L'analyse des résultats du transfert des différentes digestions, suivi de 

l'hybridation avec la sonde Nd erg a permis de proposer la carte suivante : 

B H E E H H S SE S 

........... ~' ................ ~' ................................ ~'~' .... ~' ........ _.1 ........ ~' ........ ~''~ ........ ~' .... --· 

Â.l 

-------------------------------------------------Â-2 
Â.3 

B :BamHI E: EcoRI H :Hindlll S: Sau3A 
1 kpb 

C - Clonaa:e des fraa:ments EcoRI possédant la séquence 
homoloa:ue de la sonde Nd er~ 
Les fragments Eco RI de 3,4 et 4,8 kpb ont été clonés dans le vecteur 

pUC 19 et préparés en grande quantité. Ces fragments ont ensuite été digérés par 

les enzymes de restriction suivantes: HaeiTI, HpaiT, Mspl, Taql, Hinfi, BamHI, 

Pstl et Hindlll, dans le but de sous-cloner un fragment de plus petite taille 

possédant la séquence homologue de notre sonde. La migration électrophorétique 

est représentée sur la figure 33. Après transfert et hybridation avec la sonde 

Nd erg, les différents fragments présentant un signal autoradiographique sont 



Figure 33 : Electrophorèse des produits de digestion des 
fragments Eco RI de 3,4 kpb (pistes a à h) et 4,8 kpb 
(pistes j à p) par les enzymes de restriction H aelll 
(a, j), Hpall (b, k), Mspl (c, 1), Taql (d, rn), Hinfl 
(e, n), BamHI (f, o), Pstl (g, p) et Hindlll (h). 
i : Marqueur de taille À EcoRI/Hindlll. 

Figure 34 : Révélation autoradiographique après hybridation du 
transfert correspondant à l'électrophorèse de la 
figure 33, avec la sonde Nd erg. 
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identiques pour les différentes digestions des fragments de 3,4 et 4,8 kpb 
(Figure 34). Ces deux inserts de 3,4 et 4,8 kpb portés par des phages différents, 

appartiennent donc au même gène et se recouvrent partiellement. 
Dans le but de vérifier que les différents phages isolés avec la sonde 

Nd erg étaient bien spécifiques de cette sonde et donc pour confirmer les résultats 

précédemment obtenus avec l'oligonucléotide Nd-OL3, le fragment EcoRI de 
3,4 kpb a été marqué et hybridé avec le transfert précédent. Tous les phages se 

sont hybridés avec la sonde EcoRI-3,4 kpb en condition de forte stringence. Nous 
sommes donc en présence de phages dont les séquences clonées se recouvrent en 
partie et appartiennent au même gène. 

A partir des fragments de 3,4 et 4,8 kpb, deux inserts ont été 
sous-clonés dans le vecteur pUC 18 : un fragment de 1,2 kpb obtenu après 
digestion par l'enzyme Mspl et un fragment de 0,8 kpb obtenu après digestion par 
l'enzyme Haelll (Figure 34). Le clonage a été vérifié par hybridation de l'insert 

ressorti du vecteur avec la sonde Nd erg marquée par la technique à la 
digoxigénine. 

D - Séguençaa:e 
La stratégie de séquençage est résumée dans le schéma ci-dessous: 

M 

E M 

H .. 
pUC "forward" 

H 

~ vecteurpUC 19 
ll'2ii!ZI sonde Nd erg 
E = EcoRI ; M = Mspl ; H = Haelll 

M 

~ 
pUC "reverse" 

Fragment 1,2 kpb-Mspl 
dans pUC 19 

H , .. _. .............. _. ...... _. .............. :~~{·:. ~;J~oi~ kpb-Haem 

~ 
pUC "reverse" 

M H 
Ill 1 
~ 
Nd-OlA Fragment 3,4 kpb-EcoRI 

dans pUC 19 



aaagaaaagaacaacatgctagaataaaaaattctatcatattcactatt 
----,__ 

ttatttatatcattcttatttctgatttgca GGG AGT GGA CAA ATC CAG 
G S G Q 1 Q 

CTG TGG CAA 
L W Q 

AAC TAC GAC 
N y D 

GCG CTG CGC TAC TAC TAC GAC 
A L R y y y D 

ACG AAG GTG CAC GGC AAA CGT 
T K v H G K R 

TTT GAC TTT GCT GGG TTG GCC 
F D F A G L A 

ccc TCT ACC ACA GAC CCA GCG 
p s T T D p A 

CAG ACA AGA CCT ACT CAT GTC 
Q T R p T H v 

ACT TCA AAG TTG AAC 
T s K L N 

La séquence ombrée correspond à la sonde Nd erg. 
~ :site accepteur d'épissage. 

AAA CTG TCC CGA 
K L s R 

AAA AAC ATT ATG 
K N 1 M 

TAC GCT TAC AAG 
y A y K 

CAG GCC ATG CAG 
Q A M Q 

GCC TAC AAA TAC 
A y K y 

TGG GTA CAT CAC 
w v H H 

Figure 35 : Séquence nucléotidique de Nd erg et séquence prédite 
en acides aminés. 
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L'extrémité 5' du fragment, par rapport à la sonde Nd erg, a été 

obtenue par le séquençage du fragment Mspl de 1,2 kpb avec l'amorce "reverse" 

dupUC. 
Le séquençage du fragment Haelll de 0,8 kpb avec les amorces 

"reverse" et "forward" du pUC, a permis de compléter la séquence Nd erg vers 

l'extrémité 3'. 
Un oligonucléotide (Nd-OL4) correspondant à une partie de la 

séquence Nd erg a été synthétisé. Sa localisation et son orientation au sein de la 

séquence Nd erg sont figurées par un encadré (cf. page 80) et présentées sur la 
figure 29B. Utilisant le fragment 3,4 kpb-EcoRI comme matrice, cet 
oligonucléotide a permis de confirmer et de compléter la séquence de l'extrémité 

3'. 

La totalité de la séquence nucléotidique obtenue ainsi que la séquence 

prédite en acides aminés est présentée sur la figure 35. 

V - Analyse des produits de l'amplification de l'ADN 
génomique par les oligonucléotides D-OLl et D-OL2 
Parallèlement au criblage de la banque Â DASHII avec la sonde Nd erg, 

d'autres séquences présentant des homologies avec les membres de la famille ETS 

ont été recherchées dans les produits de PCR effectuée sur l'ADN génomique. Huit 

clones ont été repiqués et des préparations d'ADN plasmidiques ont été effectuées. 
Ces préparations ont servi de matrice à une PCR effectuée avec les 

oligonucléotides D-OL1 et D-OL2. L'analyse des produits de PCR sur un gel 

d'agarose à 3% a montré une légère différence de taille entre les différents 
produits d'amplification (Figure 36). Les préparations e et i présentent une bande 

à environ 220 pb alors que les autres préparations présentent toutes une bande de 

même taille (environ 180 pb). Il n'a pas été obtenu d'amplification avec la 

préparation h. La piste a correspond à la sonde Nd erg. 
Après migration électrophorétique, les produits de PCR ont été transférés 

sur une membrane de nylon chargé qui a été mise en hybridation en condition de 

forte stringence avec la sonde Nd erg marquée à la digoxygénine (Figure 37). La 

révélation immunologique nécessitée par la technique présente l'avantage de 

pouvoir définir un ordre d'apparition de la coloration en fonction du temps, 

permettant ainsi de le corréler au degré d'homologie avec la sonde. Le but de cette 

manipulation était d'essayer de mettre en évidence des fragments plus ou moins 

homologues de la sonde et de les séquencer pour vérifier s'ils pouvaient 

correspondre à des membres de la famille ETS. L'échantillon i, qui est le témoin 



Figure 36 : Electrophorèse des produits d'amplification par PCR 
de préparations d'ADN plasmidiques recombinés 
avec un insert de 180 pb ou 220 pb. 
a = sonde Nd erg. 

Figure 37 : Révélation immunologique après hybridation du 
transfert correspondant à l'électrophorèse de la 
figure 36, avec la sonde Nd erg marquée à la 
digoxigénine. 
L'ordre des pistes est inversé par rapport à la 
figure-36 (a = i; b = b ... ). 
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(sonde Nd erg) s'est révélé en premier, suivi du f, du a puis duc et au bout d'une 

nuit du e. Les échantillons b et g ne présentent pas de signal d'hybridation. 

Ces différentes préparations ont été séquencées. Aucune des séquences n'a 
présenté d'homologie avec la sonde Nd erg, ni avec aucun des membres de la 

famille ETS. Par contre, dans chacun des cas, les oligonucléotides D-OLl et 

D-OL2 ont été repérés. Les préparations f et c présentent le même insert. 
L'amplification avec les oligonucléotides D-OLl et D-OL2 sur l'ADN 

génomique produit donc des fragments de taille attendue pour une amplification 
de membres de la famille ETS, mais les inserts séquencés ne présentent aucune 
homologie avec les séquences ets. 

VI - Recherche de fragments d'ADNe codant des membres de la 
famille ETS 

A - Recherche par la technique de rétrotranscrjption 
associée à la PCR CRT PCRl 
Dans le but d'isoler un ou plusieurs ADNe correspondant à des 

homologues de la famille ETS, des manipulations de RT PCR ont été entreprises. 

Ces manipulations ont été effectuées sur des ARN messagers isolés des différentes 
parties du corps de l'animal : 

- le prostomium, 
- le métastomium, 

- des régénérats de pygidium coupés à des temps différents. 

Disposant des oligonucléotides D-OLl et D-OL2 permettant 

d'amplifier une partie du domaine ETS qui est le mieux conservé au cours de 

l'évolution et à travers les différents membres de la famille ETS, plusieurs 
expériences ont été réalisées dans le but d'isoler à la fois l'extrémité 3' et 

l'extrémité 5' des ADNe. 

Avant d'entreprendre les manipulations sur les différentes parties du 

corps de l'animal, une manipulation test a été effectuée sur une préparation 
d'ARNm de régénérats coupés à différents temps. 

Le premier brin d'ADN complémentaire a été synthétisé de trois 

façons: 
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-en utilisant comme amorce un oligo(dT)18, 

ARNm 5' --------------(A)n 3' 

1er brin d'ADNe •---------------.._ 
(dT)18 

- en utilisant comme amorce l'oligonucléotide D-OL2, 

ARNm 5' --------------(A)n 3' 
1er brin d'ADNe., ____________ ,..... .... 

D-012 

- en utilisant un multiamorçage au hasard, 

ARNm 5' --------------(A)n 3' 
1er brin d'ADNe -<J---<1---<dt---<c::J::J---•d::::l-

amorces multiples 

Une fois la synthèse terminée, la partie ARN de l'hybride ADN/ARN 
est éliminée par action de l'ARNase H. Pour tester le bon fonctionnement de ces 
manipulations et afin de vérifier la présence d'ADN complémentaires 
correspondant aux membres de la famille ETS, une PCR utilisant comme amorces 
les oligonucléotides D-OLl et D-OL2 a été effectuée sur les trois types de 
préparations d'ADNe. Un deuxième cycle d'amplification a été réalisé puis les 
produits obtenus ont été déposés sur un gel d'agarose à 2% (Figure 39). 
L'amplification de fragments de bonne taille (180 pb) a eu lieu pour les 
préparations d'ADNe initiés avec l'amorce oligo(dT)18 et avec l'oligonucléotide 
D-OL2 (pistes a et b respectivement). Par contre, pour la préparation d'ADNe 
initiés par multiamorçage au hasard, aucune amplification n'est obtenue (piste c ). 

Pour la synthèse des ADNe à partir des ARNm extraits des 
différentes parties du corps de l'animal, le multiamorçage au hasard a été 
abandonné. 

Les principales étapes suivies pour l'obtention des différentes 
extrémités des ADNe et leur amplification sont résumées dans le schéma suivant : 
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Extraction des ARN messagers des différentes parties du corps 
de l'animal (régénérat, métastomium, prostomium) 

Synthèse du 1er brin d'ADNe 
à partir d'un oligo(d1)18 

Synthèse 
d'une queue 
polyA en 3' 

Amplification 
parPCRavec 

D-OL1 et 
oligo (d1)18 

Amplification par PCR avec 
D-OL2 et oligo(d1)18 

Synthèse du 1er brin d'ADNe 
à partir de l'oligonucléotide D-OL2 

Synthèse 
d'une queue 
polyA en 3' 

Amplification par 
PCR avec D-OL1 

etD-OL2 

Amplification par PCR avec 
D-OL2 et oligo(d1)18 ou 

D-OL1 etD-OL2 

Ne sachant pas si le domaine de liaison à l'ADN, pour les ADNe 
recherchés, se trouve dans la partie 5' ou dans la partie 3' du gène, différentes 
manipulations ont été réalisées à partir des ARN messagers isolés des différentes 
parties du corps de l'animal. 

Pour chaque préparation d'ARN messagers (prostomiums, 
métastomiums, régénérats), le premier brin d'ADN complémentaire est synthétisé, 
d'une part avec l'oligo(dT)18 et, d'autre part, avec l'oligonucléotide D-OL2. 

A partir de là, le matériel a été séparé en deux parties pour chaque 
type d'ADNe. 

- Sur une moitié du matériel, les ADN complémentaires ont servi 
directement de matrice dans des PCR de deux types, utilisant soit les 
oligonucléotides D-OLl et oligo(dT)18, soit les oligonucléotides D-OLl et D-OL2 

(Figure 38, a et b ). 



a 1er brin d'ADNe 3' -------~-------(dT)n 5' 

~ PCRD-0LIIoligo(dT)I8 

---------------(dT)n 5' 3' 
~··········· 

D-OL1 
··········~ (dT)I8 

b 1er brin d'ADNe 3' -----------------------~ 5' 1. D-OL2 
VPCR D-OL1/D-OL2 

5' 3' 
D-OL2 

~······ 
D-OL1 

······~ 
D-OL2 

C 1er brin d'ADNe 3' (dA)n -------~-------- (dT)n 5' 
~ PCRD-OL2/oligo(dT)I8 

(dA)n --------------- (dT)n 3' 

5' ~·········································· 
(dT)I8 
.............................. _... 

D-OL2 

d 1er brin d'ADNe 3' (dA)n __________ ....,. ... 5' 
D-OL2 

PCR D-OL2/oligo( dT) 18 

(dA)n----------.-
D-OL2 

5' ~······························· 3' 
(dT)I8 

D-OL2 
5' ~·····3' 

D-OL1 
·······························~ ·····~ D-OL2 D-OL2 

Figure 38 Représentation schématique des différentes manipulations de 
R T PCR effectuées sur des préparations d' ARN rn extraits des 
différentes parties du corps de l'animal. 
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- Sur l'autre moitié du matériel, une queue poly A est ajoutée à 
l'extrémité 3' des ADN complémentaires par la terminale transférase. Ces ADNe 

ont servi de matrice dans des PCR utilisant soit les oligonucléotides D-OL2 et 

oligo(dT)t8, soit les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2 (Figure 38, cet d). 

De toutes ces expériences, seules les PCR effectuées avec les 

oligonucléotides D-OLl/oligo(dT)t8 et les oligonucléotides D-OL1/D-OL2 ont 

donné des produits d'amplification. Les PCR utilisant les oligonucléotides D-OL2 

et oligo(dT)t8 n'ont jamais donné de résultat d'amplification, même en faisant 

varier les paramètres des amplifications et la quantité de matériel. 

Pour les amplifications utilisant les oligonucléotides D-OL1 et 

oligo(dT)t8, visant à isoler l'extrémité 3' des ADNe, plusieurs fragments ayant des 

tailles de 200 à 600 pb sont visualisés après migration des produits d'amplification 

dans un gel d'agarose à 2 % (Figure 40). 

Pour les amplifications utilisant les oligonucléotides D-OL1 et 

D-OL2, deux bandes d'environ 180 et 220 pb sont obtenues après migration des 

produits de PCR dans un gel d'agarose à 3 %, quel que soit le type d'ADNe utilisé 

comme matrice (Figure 41). 

Ces résultats montrent qu'il y a bien une expression de gènes de la 

famille ETS puisqu'une amplification de fragments de taille correspondant à celle 

attendue est obtenue avec les oligonucléotides situés dans le domaine ETS et que 

cette expression semble avoir lieu dans toutes les parties du corps de l'animal. Par 

contre, le fait de ne pas obtenir d'amplification lors de la réaction avec les 

oligonucléotides D-OL2 et oligo(dT)t8 reste inexpliqué. Peut-être les conditions 

de PCR ne sont-elles pas adaptées malgré toutes les modifications de cycle qui ont 

été effectuées, le fragment pouvant être de grande taille. 

B - Clona~:e des fra~:ments d'ADNe et séguença~:e 

1 - Clonage des produits correspondant à l'amplifi­
cation des ADNe avec les oligonucléotides D-OLl 
et D-OL2 
Les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2 possèdent à leur extrémité 

5' un site de restriction pour l'enzyme Xbal. 
Les deux fragments de 180 et 220 pb correspondant aux 

amplifications obtenues par R T PCR à partir des différentes parties du corps de 

l'animal ont été extraits du gel et dialysés sur une membrane de microdialyse 



Figure 39 : Electrophorèse des produits d'amplification par R T 
PCR d'ARNm extraits de régénérats, avec les oligo­
nucléotides D-OL1 et D-OL2. 
a : La synthèse du premier brin d'ADNe est initiée 

avec l'oligonucléotide oligo(dT)ts. 
b : La synthèse du premier brin d'ADNe est initiée 

avec l'oligonucléotide D-OL2. 
c : La synthèse du premier brin d'ADNe est initiée 

par multiamorçage au hasard. 
d et f : Fragments témoins de 180 pb. 
e : Témoin blanc (la PCR est réalisée sans ADNe). 

Figure 40 : Electrophorèse des produits d'amplification par RT 
PCR d'ARNm extraits de régénérats (pistes a et d), 
de métamères (pistes b et e) et de prostomiums 
(pistes c et f), avec les oligonucléotides D-OL1 et 
oligo(dT)ts. 
g et h : Témoins de 180 pb. 

Figure 41 : Electrophorèse des produits d'amplification par RT 
PCR d'ARNm extraits de régénérats (piste a), de 
métamères (piste b) et de prostomiums (piste c), 
avec les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2. 
d et e : Témoins de 180 pb. 



;oo pb...,. 

00 pb ..... 

abcdef 

Figure 39 

abcdefg h 

~180 pb+ 

Figure 40 

a 

...... 180 pb 

b c 

Figure 41 

91 

d e 

..... 
220 pb 



92 

(Millipore). Une digestion enzymatique par l'enzyme Xbal a été réalisée, puis 

pour chaque type de préparation (régénérats, métamères, prostomiums ), les 

fragments ont été clonés dans le site unique Xbal du pUC 19. Après 
transformation dans la souche bactérienne JM 83, de nombreuses colonies ont été 

obtenues. 

Trois extractions de plasmides ont été effectuées pour chacun des 

deux clonages, soit trois préparations de plasmides contenant un insert de 180 pb 

et trois préparations contenant un insert de 220 pb pour chaque préparation 

initiale de régénérats, métamères et prostomiums. 
Par PCR utilisant les oligonucléotides "reverse" et "forward" du 

pUC, la taille des fragments amplifiés a pu être vérifiée après migration 
électrophorétique (Figure 42). 

Un transfert des produits de cette migration a été effectué, suivi 

d'une hybridation avec l'oligonucléotide Nd-OL3, cet oligonucléotide 

correspondant à une séquence de 18 nucléotides de la sonde Nd erg. Il a été choisi 

de façon à être spécifique de notre sonde, car cette séquence se situe dans la région 

charnière qui est moins bien conservée, au sein du domaine ETS. Cette 

manipulation a été réalisée dans le but de rechercher, par l'intermédiaire de 

l'oligonucléotide Nd-OL3, des séquences homologues de la sonde Nd erg et de 

montrer ainsi leur expression dans les différentes parties du corps de l'animal, 

mais aussi dans le but de rechercher d'autres membres de la famille ETS 

(fragments ne s'hybridant pas forcément voire faiblement avec l'oligonucléotide 
Nd-OL3). 

L'autoradiographie est représentée sur la figure 43. Parmi les 

clones isolés, certains s'hybrident fortement avec l'oligonucléotide alors que 

d'autres ne s'hybrident pas, et cela pour les deux types de clonages. Ce résultat 

semblait conforter l'idée qu'il y a bien, dans les différentes parties du corps de 

l'animal, une expression de membres de la famille ETS dont certains seraient 

fortement homologues de la sonde Nd erg. Quelques-uns des clones isolés ont été 

séquencés en utilisant l'amorce universelle du pUC/M13 (pistes marquées par un 

astérisque) : 

-les clones a et c correspondent à des produits d'amplification de 180 pb de 

régénérats, qui s'hybrident fortement avec l'oligonucléotide Nd-OL3, 

-les clones d et e correspondent à des produits d'amplification de 220 pb de 

régénérats qui ne s'hybrident pas avec l'oligonucléotide Nd-OL3, 

- les clones h et i correspondent à des produits d'amplification de 180 pb de 

métamères. Le clone h s'hybride fortement avec l'oligonucléotide Nd-OL3, le 

clone i ne s'hybride pas, 



Figure 42 : Electrophorèse des produits d'amplification des 
préparations de plasmides contenant un insert de 
180 pb ou 220 pb. 

a, b, c : lnsert de 180 pb provenant de la RT PCR 
d, e, f : Insert de 220 pb 

sur des ARNm extraits de régénérats. 

g : Témoin de 180 pb. 

h, i, j : lnsert de 180 pb provenant de la RT PCR 
k, 1, m : lnsert de 220 pb 

sur des ARNm extraits de métamères. 

n, o, P : Insert de 180 pb provenant de la RT PCR 
r, s, t : Insert de 220 pb 

sur des ARN m extraits de prostomiums. 

q : Témoin de 180 pb. 

La migration éléctrophorétique correspondant aux 
pistes h à t a été légèrement décalée vers le haut. 

Figure 43 : Autoradiographie correspondant au transfert de la 
migration électrophorétique de la figure 42, et 
hybridation avec l'oligonucléotide Nd-OL3. 
Les pistes marquées par un astérisque correspondent 
aux fragments qui ont été séquencés. 
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- les clones k et 1 correspondent à des produits d'amplification de 220 pb de 

métamères. Le clone k s'hybride fortement avec l'oligonucléotide Nd-OL3, le 

clone 1 ne s'hybride pas, 

-les clones o et p correspondent à des produits d'amplification de 180 pb de 

prostomiums. Le clone o s'hybride fortement avec l'oligonucléotide Nd-OL3, 

le clone p ne s'hybride pas, et 
- les clones r et s correspondent à des produits d'amplification de 220 pb de 

prostomiums, qui ne s'hybrident pas avec l'oligonucléotide Nd-OL3. 
Aucun de ces fragments n'a montré d'homologie avec les 

séquences nucléotidiques des membres de la famille ETS. Pour les clones 

s'hybridant avec l'oligonucléotide Nd-OL3, des séquences proches de cet 

oligonucléotide ont été retrouvées, présentant au moins 50% de nucléotides 

homologues. 

2 - Clonage des produits correspondant à l'amplifi­
cation des ADNe avec les oligonucléotides D-OLl 
et oligo(dT)u 
L'amplification des ADN complémentaires des préparations de 

prostomiums, metastomiums et régénérats avec les oligonucléotides D-OL1 et 

oligo(dT)18 a produit plusieurs fragments de tailles de 200 à 600 pb. Les produits 

d'amplification des différentes préparations ont été dialysés sur une membrane de 
microdialyse puis phosphorylés par la kinase du phage T4 et clonés dans le vecteur 

pUC 19 préalablement digéré par l'enzyme de restriction Smal et déphosphorylé. 

Après transformation bactérienne, 15 colonies ont été sélectionnées pour chaque 
type de clonage (prostomiums, metastomiums, régénérats) et des mini­

préparations de plasmides ont été effectuées. Par PCR avec les oligonucléotides 

"reverse" et "forward" du pUC, la taille des fragments amplifiés a pu être estimée 

(Figures 44 et 46). Des fragments de tailles très diverses ont été obtenus. 

Un transfert de ces différents fragments amplifiés a été effectué 

puis la membrane mise en hybridation avec la sonde Nd erg marquée à la 

digoxigénine. Les lavages ont été réalisés en condition de forte stringence afin de 
pouvoir déceler des variations d'hybridation dues à une différence d'homologie. 

La révélation immunologique a montré le résultat présenté sur les figures 45 et 

47. 

Plusieurs fragments ont été séquencés (pistes marquées par un 

astérisque) : six fragments s'hybridant fortement avec la sonde (deux fragments 

issus de préparations de métamères, deux fragments issus de préparations de 



Figure 44A, 44B et 46C : Electrophorèse des produits d'amplifi­
cation de préparations de plasmides issus du clonage 
des produits de RT PCR avec les oligonucléotides 
D-OLl et oligo(dT)ts. 
Différents fragments de tailles comprises entre 200 
et 600 pb sont obtenus, pour les préparations de 
prostomiums, métastomiums et régénérats. 

Figure 45A, 45B et 47C : Autoradiographie correspondant au 
transfert des migrations électrophorétiques des 
figures 44A, 44B et 46C, suivi de l'hybridation avec 
la sonde Nd erg. 
Les pistes marquées par un astérisque correspondent 
aux fragments qui ont été séquencés. 
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régénérats et deux fragments issus de préparations de prostomiums) et un 
fragment témoin ne s'hybridant quasiment pas, provenant d'une préparation 
d'ARNm de régénérats (cette faible intensité étant considérée comme du bruit de 
fond). 

Pour les différents fragments s'hybridant fortement avec la 
sonde, aucune homologie n'a pu être trouvée avec les différents membres de la 
famille ETS. Mais, pour chacun des fragments l'oligonucléotide D-OL1 et parfois 
même l'oligonucléotide D-OL2 ont été retrouvés, ce qui permet d'expliquer les 
forts signaux d'hybridation. En fait, l'amplification par PCR serait aspécifique. 

Mise en évidence de l'expression du gène Nd ets 
Par contre, le fragment de 400 pb considéré comme témoin 

négatif a montré, après comparaison de sa séquence prédite en acides aminés avec 
les différents domaines ETS, une homologie très importante avec les membres de 
la famille ETS. Le fragment présentant l'homologie a une taille de 140 pb et il 
semble s'être accolé, sûrement lors du clonage, avec un autre fragment n'ayant 
aucun rapport avec les séquences ets. L'homologie porte sur 40 acides aminés du 
domaine ETS. L'homologie la plus importante est trouvée avec les membres des 
sous groupes ETS-1 et ETS-2 de la famille ETS (85 % d'homologie). Les 
séquences nucléotidique et protéique de ce fragment sont les suivantes : 

5' CTC CTG GAG CTG CTG ACC GAC AAG AAC TGT 
L L E L L T D K N c 

CAG CAC TTC ATC TCG TGG TCC GGG GAC GGC 
Q H F 1 s w s G D G 

TGG GAA TTC AAA TTA GCC GAC CCG GAC GAG 
w E F K L A D p D E 

GTG GCC CGG CGG TGG GGT ATC AGA AAG AAG 3' 
v A R R w G 1 R K K 

Cette séquence obtenue à partir d'ARNm de régénérats de Nereis 
d.iversicolor a été appelée Nd ets. 



Figure 48 : "Northern" d'ARN messagers extraits de régénérats 
coupés à différents temps et hybridation avec la 
sonde Nd erg. 
Un signal à 2,5 kpb est visible sur la piste a. 

Figure 49 : Traduction d'ARN messagers en lysat de réti­
culocytes de lapin. 
a : Traduction d'ARNm de sangsue (témoin). 
b : Traduction d'ARNm de néréis. 
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ARNm 5' 

5' 

------------------- (A)n 3' 
+mm 
Nd-013 

~ Synthèse du !er brin d'ADNe avec Nd-OL3 

-------------------(A)n 3' 
................ 

1 ARNaseH 

~ Synthèse de la queue poly (dC) 

-----------------------------------------
3' (dC)n ················································ ············ 5' 

PCR avec les amorces "Anchor" et Nd-013 

3 ' ( dC)n œ• =· =::;:;:=:==::;:;:=====:;:;:=:;:;:~~~~~~~~ 5' 

~~-~··································· "An ch or" 

····································~ 
Nd-013 

Figure 50 : Principe d'amplification par la technique "5' RACE System" 
(Gibco BRL). 
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VII - Recherche de l'expression des gènes correspondant aux 
sondes Nd erg et Nd ets 

A - Recherche par "Northern blot" 
Les premiers essais de "Northem blots" ont été effectués avec des 

préparations d'ARN totaux extraits des différentes parties du corps de l'animal 
(prostomiums, métastomiums et régénérats). 

Ne disposant alors que de la sonde Nd erg, les hybridations sur les 
différents "Northems" d'ARN totaux n'ont été effectuées qu'avec cette sonde. 
Aucun signal d'hybridation n'a pu être mis en évidence, même après un temps 
d'exposition très long. Cette manipulation a été répétée plusieurs fois avec 
différentes préparations d'ARN totaux extraits par différentes techniques mais 
aucun résultat n'a été obtenu. 

Par la suite, des préparations d' ARN messagers ont été réalisées à 
partir des différentes parties du corps de l'animal, et pour les régénérats les 
extractions ont été effectuées soit sur un ensemble de régénérats coupés à 

différents temps, soit sur des régénérats coupés à quatre temps spécifiques 
marquant la progression du phénomène de régénération (3 jours, 7 jours, 

15 jours et 3 semaines). 

Avec la sonde Nd erg, un signal d'hybridation a été obtenu sur un 
transfert de 8 Jlg d'ARN messagers d'un ensemble de régénérats à différents 
temps. Le signal se situe à environ 2,5 kpb (Figure 48). Pour affiner la 
manipulation, la même quantité d'ARNm de régénérats prélevés aux temps 3 j, 

7 j, 15 j et 3 semaines a été transférée et hybridée avec la sonde. La manipulation 
a été répétée plusieurs fois sur différentes préparations d'animaux. Le même 
signal autoradiographique correspondant à un transcrit d'environ 2,5 kpb a de 
nouveau été obtenu pour chaque type de préparation de régénérats (3 j, 7 j, 15 j 

et 3 semaines). Cependant, le signal est très faible malgré une exposition longue 
(1 mois) et n'a pas été obtenu à chaque fois. Sur les autres parties du corps de 
l'animal, aucun transcrit n'a pu être mis en évidence. 

Ces mêmes transferts ont aussi été hybridés avec la sonde Nd ets et, 
pour l'instant, aucun signal d'hybridation n'a été obtenu pour cette sonde. 

B - Recherche par RT PCR 
Les manipulations de R T PCR ont été effectuées avec un 

oligonucléotide spécifique de la sonde Nd erg, le Nd-OL3 qui dirige la synthèse 

vers l'extrémité 5', dans le but de montrer une expression du gène correspondant. 



A 

B 

5' 3' .................... ~ ARNm 

l Amorce Notlloligo( dT) 

5' 3' .................... ~ 
I'l'ITI'l/Notl 

l Synthèse du 1er brin d'ADNe 

5' 3' .................... ~ 
-------• 'ITITIT/Natl 

l Synthèse du 2ème brin d'ADNe 
Purification sur colonne 

========;;.j;l:~:.:: ADNe double brin 

~! 
l 

"'-Site No tl 

AdaptateursEcaRI \]~ 

l Digestion Notl 
Purification sur colonne 

l 
Ligation dans le vecteur A. gtllD déphosphorylé EcoRI/Notl 

Figure 51 : Représentation schématique du procédé de construction de la 
banque d'ADN complémentaire dans le vecteur Â gtllD (A) 
et carte physique du phage Â gtllD (B). 
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Des préparations d'ARN totaux et d'ARN messagers ont été utilisées 
comme matrice. 

Le premier brin d'ADN complémentaire est donc initié avec 
I'oligonucléotide spécifique. Puis, après dégradation du brin d'ARN de l'hybride 
ADN/ARN ainsi constitué, une queue poly A est ajoutée par la terminale 
transférase. Cette expérience a aussi été réalisée avec un "kit" permettant 
l'amplification rapide des extrémités 5' des ADNe (5' RACE, Gibco BRL) dont le 
principe est schématisé sur la figure 50. Dans ce cas une séquence spécifique est 
ajoutée à l'extrémité 3'. 

Ensuite, dans les deux cas, le deuxième brin est synthétisé suivi des 
cycles de PCR. Le principe est le même que celui décrit dans la partie VI. Aucune 
de ces manipulations n'a donné de résultat même après deux cycles 
d'amplification. 

C - Recherche par hybridation in situ 
Des expériences d'hybridation in situ ont été réalisées sur des coupes 

effectuées à partir des différentes parties du corps de l'animal (prostomium, 
métastomium et régénérat coupé à différents temps). Les sondes Nd erg et Nd ets 

ont été utilisées pour cette étude, mais jusqu'à présent aucun signal distinct n'a pu 
être détecté. 

VIII - Recherche des transcrits des gènes correspondant aux 
sondes Nd erg et Nd ets dans une banque d'ADN 
complémentaire 

A - Crjbla2e de la bapgue ayec les sopdes pucléotjdigues 
Une banque d'ADN complémentaire a été construite dans le vecteur 

phagique Â. gtllD commercialisé par la firme Pharmacia. La qualité des ARN 
messagers utilisés pour la construction de la banque a été vérifiée après traduction 
des ARN messagers in vitro en lysat de réticulocytes de lapin (Figure 49). Le 
clonage des ADN complémentaires est orienté dans le vecteur: la synthèse du 1er 
brin d'ADN complémentaire est initiée avec un oligonucléotide oligo(dT) flanqué 
d'un site de restriction Notl et du côté 3' un adaptateur EcoRI est ajouté. 
L'insertion des ADN complémentaires ainsi synthétisés s'effectue dans le vecteur 
déphosphorylé Â. gtllD EcoRI/Notl (Figure 51). Après encapsidation, la banque a 



Figure 52 : Electrophorèse des produits de PCR réalisée sur la 
banque d'ADNe. 
a et b : Amplification avec les oligonucléotides 

D-OL2 et Nd-OL4 (1 et 5 fll de banque, 
respectivement). 

c : Marqueur de taille pBR322 digéré par 1' enzyme 
Hinfl. 

d : Témoin de 180 pb. 
e et f : Amplification avec les oligonucléotides 

D-OL1 et D-OL2 (1 et 5 f..LI de banque, 
respectivement). 

g et h : Réamplification des produits (e) et (f) avec 
les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2. 

Figure 53 : Electrophorèse des produits de PCR réalisée sur la 
banque d'ADNe. 
a, b; f, g et k, 1 : Amplification avec les oligonu-

cléotides Nd-OL3 et "forward" À gt11 (1 et 5 fll 
de banque, respectivement). 

c, d; h, i et rn, n : Amplification avec les oligonu­
cléotides Nd-OL4 et "reverse" À gt11 (1 et 5 f..LI 
de banque, respectivement). 

e et j : Marqueur de taille pBR322/Hinfl. 

Figure 54 : Electrophorèse des produits de RT PCR réalisée avec 
les oligonucléotides OL 785 et D-OLl. 
a et c : ARNm de régénérats. 
b et d : ARN rn de métamères. 
e : Marqueur de taille pBR322/Hinfl. 
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un titre de 1.106 phages. L'amplification dans la souche bactérienne Y1088 donne 
un titre final de 3.109 phages/ml. 

Pour la recherche des transcrits codés par les gènes Nd erg et Nd ets, 
l'étalement d'un million de phages a été réalisé. Les étalements ont été répliqués 
sur des filtres de nitrocellulose en deux exemplaires. Chaque série de filtres a été 
ensuite hybridée, soit avec la sonde Nd erg, soit avec la sonde Nd ets. 

Plusieurs séries d'étalements ont été réalisées, correspondant en tout à 
quatre millions de phages sans n'avoir jamais pu obtenir le moindre signal pour 
aucune des deux sondes. Plusieurs indices laissent ici à penser que la non obtention 
de signaux est plutôt due à un problème d'ordre technique plutôt qu'à un problème 
de représentativité de la banque (voir ci-après). 

B - Cribla2e de la banque par PCR ayec les oli2o­
nucléotides D-OLl et D-OL2 
Afin d'essayer de montrer la présence de transcrits de membres de la 

famille ETS, des essais de PCR ont été réalisés sur des aliquotes de la banque 
d'ADN complémentaire avec les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2. Les résultats 
présentés sur la figure 52 (pistes e, f, g et h) montrent une amplification de 
fragments ayant une taille d'environ 180 pb et de fragments plus petits pour les 
pistes f et g. Cette première manipulation tendait à montrer l'existence de 
transcrits de gènes de la famille ETS dans la banque, en y mettant des réserves 
connaissant l'aspécificité potentielle de l'amplification avec les oligonucléotides 
dégénérés D-OL1 et D-OL2. 

Ne pouvant attribuer ces produits d'amplification aux transcrits du 
gène Nd erg, d'autres manipulations ont été effectuées. 

C - Cribla2e de la bapque par PCR avec des oli2o­
nucléotides spécifiques du 2ène Nd err 
La mise en évidence de transcrits dans la banque d'ADN 

complémentaire, par PCR, n'a pu être effectuée que pour les transcrits 
correspondant au gène Nd erg car nous ne possédions que des oligonucléotides 
spécifiques de ce gène. 

Le principe de la manipulation est schématisé sur la figure 55 : sur 1 
et 5 J.Ll de la banque amplifiée, un premier cycle d'amplification par PCR est 
réalisé en prenant comme amorces, d'une part l'oligonucléotide Nd-OL3 et, 
d'autre part, l'oligonucléotide Nd-OL4. L'oligonucléotide Nd-OL3 dirige la 
synthèse du côté 5' alors que l'oligonucléotide Nd-OL4 dirige la synthèse du 

côté 3'. 



Q) 

Eco RI No tl ... 
/... gtll "forward" 

~~ 
Nd-OL3 Nd-OlA 

~ 

/... gtll "reverse" 

~ Vecteur/... gtllD 
c::::J Insert 

1er cycle d'amplification Nd-OL3 
Nd-OL4 

Eco RI No tl 

··················~ 
Nd-OL3 

·······················-~ 
······························-~ 

Eco RI No tl 

~--······ 
Nd-OlA 
~ ........... . 
~--················ 

2ème cycle d'amplification : Nd-OL3 - "Forward" 
Nd-OL4 - "Reverse" 

Eco RI No tl 

·························~ 
Nd-OL3 

~--······················ 
/... gtll "forward" 

Eco RI No ti 

~·-·············· 
Nd-OlA 
············-~ 

/... gtll "reverse" 

Figure 55 Principe d'amplification par PCR des ADNe correspondant 
au gène Nd erg, à partir de la banque d'ADNe. 
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Pour cette première sene d'amplifications, le cycle classique 

préalablement défini a été utilisé en augmentant le temps d'élongation à 

2 minutes 30. 
Ensuite, sur 1/5 du produit d'amplification obtenu pour chaque test, 

un second cycle d'amplification est effectué en utilisant les amorces "reverse" et 

"forward" du vecteur À gt11 commercialisées par la firme Promega. Pour les 

produits obtenus par réaction avec l'oligonucléotide Nd-OL3, le deuxième cycle 
d'amplification est effectué avec l'oligonucléotide Nd-OL3 et l'amorce "forward" 

du À gt11. Pour les produits obtenus avec l'oligonucléotide Nd-OL4, le deuxième 
cycle d'amplification est réalisé avec l'oligonucléotide Nd-OL4 et l'amorce 

"reverse" du À gt11, selon le cycle habituel. 
Une aliquote des produits d'amplification de chaque type de 

préparation a été testée en électrophorèse sur un gel d'agarose à 2% (Figure 53). 

La manipulation a été répétée trois fois et a donné à chaque fois le même résultat. 
Les pistes a, b, f, g, k et 1 représentent l'amplification avec les oligonucléotides 

Nd-OL3 et "forward" sur respectivement 1 et 5 Jll de banque. Les pistes c, d, h, i, 
rn et n représentent, elles, l'amplification de respectivement 1 et 5 Jll de banque 
avec les oligonucléotides Nd-OL4 et "reverse". 

Pour les amplifications initiées avec l'oligonucléotide Nd-OL3, cinq 
fragments sont obtenus de tailles de 270, 400, 450, 480 et 500 pb environ. Pour 
les amplifications initiées avec l'oligonucléotide Nd-OL4, quatre fragments sont 
obtenus (240, 290, 320 et 400 pb) dont un est plus représenté (400 pb). 

Une autre manipulation a aussi été effectuée pour pouvoir confirmer 
ou infirmer la présence de transcrits codés par le gène Nd erg, alors que le 
criblage traditionnel avec la sonde nucléotidique a échoué. 

Deux aliquotes de la banque (1 et 5 Jll) ont été utilisées dans une PCR 

avec les amorces oligonucléotidiques Nd-OL4 et D-OL2. 
Après deux cycles d'amplification, les produits de la réaction ont été 

déposés sur un gel d'agarose à 2,5 %. Pour chaque préparation, un fragment de 

90 pb est obtenu (Figure 52, pistes a et b ). La taille de ce fragment correspond à 
la taille attendue pour l'amplification. 

Ces deux types d'expériences vont dans le sens de l'existence de 

transcrits codés par le gène Nd erg dans la banque d'ADN complémentaire, bien 

que cela ne sera réellement confmné qu'après clonage et séquençage des différents 
fragments obtenus. 
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Figure 56 Position et orientation des oligonucléotides OL 
(bleu), OL 785 (orange) et OL 793 (vert) 
rapport à la séquence de l'ADNe correspondant 
p68C-ets-1 du poulet (Leprince et al., 1988). 
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IX - Recherche par RT PCR de transcrits correspondant au gène 
Nd ets 
Le fragment Nd ets a été obtenu préalablement par RT PCR. De façon à 

essayer d'isoler un ou des transcrits plus grands, des manipulations de R T PCR ont 
été effectuées sur des ARNm extraits de métamères et de régénérats en utilisant 

des oligonucléotides spécifiques de l'ets-1 du poulet, fournis par D. LEPRINCE de 
l'Institut Pasteur de Lille. Les oligonucléotides utilisés sont localisés de la façon 
suivante sur l'ADNe ets-1 de 1,5 kpb du poulet (Figure 56). 

Les réactions suivantes ont été essayées : 

OL 789 - OL 785 

OL 789 - OL 793 
D-OL1- OL 785 

D-OL2 - OL 789 

Seule la PCR utilisant les oligonucléotides D-OL1 - OL 785 a permis de 
visualiser l'amplification d'un fragment de 210 pb après migration dans un gel 
d'agarose à 2% (Figure 54). Ce produit n'a été obtenu que pour les préparations 
d'ADNe de régénérats. Ce fragment a une taille correspondant à celle attendue. 

Cependant, il est localisé dans une trainée, ne permettant pas de l'isoler pour le 
cloner. Le fragment a été extrait du gel, puis des PCR ont été effectuées en 
augmentant la température d'hybridation. Cependant, jamais un fragment amplifié 
bien isolé n'a pu être obtenu. 

Ces expériences n'ont donc pas encore permis d'isoler un ADNe de plus 
grande taille correspondant au gène Nd ets. 
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DISCUSSION 
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La famille des protéines Ets est une famille de plus en plus importante 
de facteurs de transcription possédant un domaine de fixation à l'ADN hautement 
conservé. La famille ETS est largement représentée dans diverses espèces de 

Vertébrés comme chez des Métazoaires primitifs, montrant ainsi l'ancienneté de 

ses représentants. 
Quand ce travail de recherche a été initié, quelques séquences 

cellulaires homologues de v-ets avaient été identifiées chez certains Vertébrés 
(poulet, homme et souris). Chez les Invertébrés, la recherche d'homologues 
n'avait été effectuée que chez la drosophile (D ets-2) (Pribyl et al., 1988) et 
l'oursin (Su ets-2) (Chen et al., 1988). La richesse de cette famille de gènes 

n'avait pas encore été montrée, ni la fonction, ni le rôle et l'ancienneté. 
Dans ce cadre, nous avons recherché un homologue des gènes de la 

famille ETS chez un Invertébré, Métazoaire Cœlomate primitif, le ver marin 
N ereis diversicolor. 

1 - Identification du gène Nd erg chez N ereis diversicolor 
Ne parvenant pas à isoler un membre de la famille ETS par les techniques 

classiques de criblage de banque, une autre stratégie, utilisant la PCR, a été 
entreprise. 

Les oligonucléotides A et B conçus pour amplifier spécifiquement la 
région codant une partie du domaine ETS des protéines Ets-2, n'ont pas permis 
d'obtenir de produits d'amplification de séquences d'ADN génomique, même 
après modification des conditions expérimentales. Cet échec peut être attribué au 
fait que les séquences nucléotidiques recherchées chez la néréis sont sensiblement 
différentes de celles des oligonucléotides utilisés, qui sont peu dégénérés. 

Par contre, l'amplification par PCR avec les oligonucléotides D-OL1 et 

D-OL2 utilisés par Chen et al. (1992) pour obtenir différents gènes de la famille 
ETS chez la drosophile, a permis d'isoler un produit d'amplification d'environ 

180 pb. 
La séquence prédite en acides aminés de ce fragment a montré une forte 

homologie avec les domaines ETS des protéines de la famille ETS et 
principalement avec les domaines des membres du groupe ERG, comprenant les 
protéines Erg, Fli, D Ets-3 et D Ets-6 (Tableau 6). 

La séquence ainsi isolée a servi de sonde pour le criblage d'une banque 
d'ADN génomique construite dans le vecteur Â. DASHll. Cette banque Â. DASHII 



HuEts-1 Hu Ets-2 Hu E:r-g_-2 Hu ErgB/Fli-1 MoFli-1 D Ets-6 Su Erg_ 

Hu Ets-1 100 % 95,6% 68,1 % 68,1 % 68,1% 67,4% 68,1 % 

Hu Ets-2 100 % 70,3% 70,3 % 70,3% 66,3% 70,3% 

HuErg-2 100 % 96,7 % 97,8% 83,7% 94,5% 

Hu ErgB/Fli-1 100 % 98,9% 82,6% 93,4% 

Mo Fli-1 100 % 83,7% 94,5% 

D Ets-6 '. 100 % 85,8% 

Su Erg 100 % 

Nd Erg 

Tableau 6 : Pourcentages d'homologie entre les domaines ETS des 
protéines Hu Ets-1, Hu Ets-2, Hu Erg-2, Hu Erg-B/Fii-1, 
Mo Fli-1, D Ets-6, Su Erg et Nd Erg. 

Nd Erg. 

67 %' 

68,1 % 

89 % 

89 % 

89 % 

82,6% 

91,2 % 

100 % 
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a donné un titre initial de 5.105 phages et s'est avérée être stable. La souche 
bactérienne utilisée pour la construction de la banque est la souche SRB 
commercialisée par Stratagene. Elle a été mutée au niveau de certains gènes, 
permettant ainsi le clonage de fragments difficilement clonables et instables. 
Notamment, cette souche a été mutée dans des gènes synthétisant les enzymes 
dégradant l'ADN méthylé (mer A, mer CB et mrr). 

L'utilisation de la souche SRB a permis d'obtenir une banque stable et qui 
semble beaucoup plus représentative du génome de la néréis que la première 
banque construite dans le vecteur Â. EMBL4 et la souche bactérienne DP 50. 

Un fragment de 3,4 kpb-EeoRI a été isolé. Ce fragment contient toute la 
séquence réputée commune aux protéines du groupe ERG, c'est-à-dire renfermant 
le domaine BTS et un domaine qui lui est contigu, le domaine R, défini par 
Lautenberger et al. (1992) (Figure 10). 

La séquence que nous avons obtenue à partir d'ADN génomique de Nereis 
diversieolor a été appelée Nd erg. Cette séquence, traduite en acides aminés 
(Nd Erg), présente une homologie importante avec les domaines ETS et R des 
protéines Erg. Ces domaines sont contigus chez la néréis et semblent codés par le 
même exon. 

A - Domajpe ETS de Nd Er& 
Le domaine BTS est le domaine de liaison à l'ADN caractéristique de 

toutes les protéines de la famille ETS, leur conférant une activité transactivatrice. 
Wang et al. (1992) ont montré que ce domaine peut être divisé en 

trois régions: une hélice a prédite du côté N-terminal et un domaine riche en 
acides aminés basiques du côté C-terminal, séparés par une région charnière. 
L'analyse de la composition en acides aminés de l'hélice a et du domaine basique a 
montré que ces deux régions sont bien conservées pour les différents membres de 
la famille ETS alors que la région charnière est plus divergente. 

Comparée à la séquence de la protéine Ets-1 humaine, la séquence 
Nd Erg présente 78,5 %, 47,8% et 67,3% d'homologie avec respectivement les 
régions en hélice a, charnière et le domaine basique. La même comparaison 
effectuée avec le domaine ETS de la protéine Erg-2 humaine montre 
respectivement pour ces trois régions 92,3 %, 65,2% et 100% d'homologie. 
Ceci montre la bonne conservation de la région en hélice a et du domaine basique 
pour des phyla éloignés ainsi que la forte homologie de notre séquence avec la 
protéine Erg humaine. 
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La séquence Nd Erg présente les particularités des domaines ETS des 

protéines du groupe ERG. On retrouve les acides aminés conservés pour tous les 

membres de la famille ETS décrits dans la figure 9, et surtout les acides aminés 

particulièrement bien conservés dans les protéines du groupe ERG (Figure 57). 

La séquence Nd Erg présente cependant une particularité par rapport aux 

séquences des protéines Erg jusqu'ici publiées, une valine et une alanine (acides 

aminés 46 et 47) sont respectivement remplacées par une thréonine et une valine. 

Au sein du groupe ERG, les pourcentages d'homologie de notre 

séquence avec les différents domaines ETS vont de 89% à 91,2% alors que 

l'homologie n'est que de 67 à 68% vis-à-vis des protéines Ets-1 et Ets-2 

humaines (Tableau 6). L'homologie la plus importante est trouvée avec l'Erg 

d'oursin (91,2 %). Chez d'autres Invertébrés, on ne connaît des séquences 

appartenant au groupe ERG que chez la drosophile (D Ets-3 et D Ets-6) et chez un 

ver Nématode. La connaissance du D Ets-3 est incomplète ce qui ne nous permet 

pas de faire des comparaisons de séquences. Le D Ets-6 est le plus éloigné de tous 

les membres du groupe ERG. Par contre, chez un ver Nématode, Degnan et al. 
(1993) ont publié une séquence de 33 acides aminés identique à celle de la néréis 

(excepté les résidus thréonine et valine 46 et 4 7) avec les deux mêmes acides 

aminés modifiés (une leucine et une valine). Cette observation est cohérente car les 

Nématodes constituent un groupe de Métazoaires assez proche des Annélides 

Polychètes. Cependant, la séquence publiée par Degnan et al. (1993) est 

insuffisante pour pouvoir en faire une étude plus approfondie. Nous pouvons aussi 

noter que la leucine en position 38 est conservée dans la lignée des Protostomiens 

chez le ver Nématode, la néréis et chez la drosophile. 

Enfin, l'homologie plus grande avec Su Erg peut s'expliquer par la 

proximité de la néréis et de l'oursin du point de vue évolutif. 

B - Domaine R de Nd Er2 
Le domaine appelé R par Lautenberger et al. (1992) est contigu au 

domaine ETS et s'étend jusqu'à l'extrémité carboxy-terminale des protéines du 

groupe ERG. La séquence en acides aminés de ce domaine est assez bien conservée 

dans le groupe des protéines Erg (Figure 58). Nous avons calculé les pourcentages 

d'homologie entre les domaines R actuellement connus des différentes protéines du 

groupe ERG (Tableau 7). Contrairement à ce qui est ici observé pour les protéines 

Erg, on ne retrouve pas pour les autres protéines Ets d'homologie au niveau de la 

séquence en acides aminés de la région carboxy-terminale jouxtant le domaine 

ETS. 
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Une forte homologie (de 68 à 98%) est observée entre les domaines R 
des protéines Erg et Fli de Vertébrés. 

Chez les Invertébrés, seul le domaine R de l'oursin est connu. 
L'alignement des séquences Nd Erg et Su Erg montre qu'elles sont relativement 
proches l'une de l'autre mais qu'elles sont, par contre, un peu plus éloignées des 
domaines R de Vertébrés. En effet, l'homologie entre les domaines R des 
protéines Erg de Vertébrés et le domaine R de Su Erg ne dépasse pas 40%. Par 
contre, l'homologie calculée entre la partie connue du domaine R de Nd Erg et la 
partie correspondante du domaine R de Su Erg est de 50%. D'autre part, cette 
région amino-terminale est moins homologue entre les protéines de Vertébrés et 
Su Erg, par rapport à la région carboxy-terminale. La moins bonne homologie 
entre les domaines R de Vertébrés et d'Invertébrés peut être en relation avec une 
fonction différente de ce domaine au sein de ces deux grands groupes zoologiques. 

Les protéines Erg et Fli humaines possèdent dans leur partie carboxy­
terminale un domaine transactivateur, le domaine CTA, avec une homologie de 
plus de 80 % entre les deux protéines. Ce domaine CT A correspond à la moitié 
carboxy-terminale du domaine R. L'analyse de la composition en acides aminés du 
domaine CT A a montré qu'il est particulièrement riche en résidus proline 
(17,5% pour Fli-1 et 21% pour Erg) et sérine (16% pour Fli-1 et 12% pour 
Erg) (Rao et al., 1993; Siddique et al., 1993). L'analyse de la structure 
secondaire de la séquence peptidique du domaine CT A des protéines Erg et Fli 
prédit une structure de type tour-boucle-tour. Cette structure pourrait être 
impliquée dans des mécanismes d'activation de la transcription par interactions 
intermoléculaires avec d'autres protéines. 

Le domaine fonctionnel CTA ne correspond qu'à l'extrémité 
C-terminale du domaine R. Or, l'extrémité N-terminale du domaine R est elle 
aussi bien conservée chez les Vertébrés d'une part et chez les Invertébrés d'autre 
part, comme le confirme la séquence Nd Erg. Cette extrémité N-terminale 
pourrait donc correspondre à un domaine fonctionnel non encore décrit. 

C - Extrémité 5' de la séquence Nd er~ 
A l'extrémité 5' de la séquence Nd erg, flanquant la région codant le 

domaine ETS, existe une séquence particulièrement riche en adénine et thymine 
(80% de A-T). Entre cette séquence et la séquence codant le domaine ETS, nous 
observons un site accepteur d'épissage conforme aux séquences consensus publiées 
par Mount (1982). Ce site consensus d'épissage délimite le début de l'exon codant 
le domaine ETS pour tous les membres de la famille ETS. 



Hu Erg-2 Hu Erg B/Fli-1 Mo Hi-1 Su Erg 

HuErg-2 100 % 70,4% 68,2% 40 % 

Hu Erg B/Fli-1 100 % 95,4% 40,9% 

MoHi-1 100 % 34,7% 

Su Erg 100 % 

Tableau 7 : Pourcentages d'homologie entre les domaines R 
des protéines Hu Erg-2, Hu Erg-B/Fii-1, Mo Fli-1 
et Su Erg. 
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La présence d'un intron très riche en A-T n'est sans doute pas 

aléatoire mais la littérature ne donne pas d'information à ce sujet, à notre 

connaissance. Pour les autres gènes ets, les introns ne possèdent pas cette 

caractéristique. Seul l'intron situé à l'intérieur de la séquence codant le domaine 

ETS du gène D ets-3 de drosophile est, lui aussi, riche en A-T. 

II - Recherche d'autres gènes de la famille ETS 
Les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2 ont été choisis pour leur haute 

conservation à l'intérieur du domaine ETS, pour les différents membres de la 

famille ETS. 

Par PCR sur de l'ADN génomique de néréis, ces oligonucléotides nous ont 

permis d'isoler une séquence (Nd erg) appartenant au groupe ERG. Cependant, du 

fait de leur situation dans une zone hautement conservée, ces oligonucléotides sont 

susceptibles d'amplifier par PCR d'autres membres de la famille ETS. Plusieurs 

clones provenant du clonage des produits de 180 pb correspondant à 

l'amplification de l'ADN génomique par les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2, 

ont été isolés. Huit de ces clones ont été sélectionnés et six ont été séquencés. Sur 

les six clones séquencés, deux ont une séquence identique, mais aucun n'a montré 

d'homologie de leur séquence traduite en acides aminés avec des membres de la 

famille ETS. 

Degnan et al. (1993) ont mis en évidence par la technique de PCR, des 

membres de la famille ETS chez de nombreuses espèces de Métazoaires, 

Triploblastiques et Diploblastiques. Les oligonucléotides utilisés par cette équipe 

sont des oligonucléotides dégénérés conçus à partir de séquences en acides aminés 

appartenant aux domaines ETS des protéines humaines Ets-1 et Ets-2. 

Sur les 171 clones séquencés à partir des produits d'amplification obtenus 

pour 12 espèces d'Invertébrés marins, 52 clones comportant 16 séquences ets 
différentes ont été obtenus, les autres clones correspondent à une amplification 

aspécifique. 

Le fait de ne pas avoit obtenu d'autre séquence chez la néréis est peut-être 

dû à un nombre statistiquement insuffisant de clones séquencés. Disposant de 

nombreux autres clones, leur séquençage pourra être envisagé par la suite. 

Chen et al. ( 1992), ont été beaucoup plus chanceux dans leurs expériences 

de PCR en utilisant les oligonucléotides D-OL1 et D-OL2. En effet, 

l'amplification d'ADN génomique de Drosophila melanogaster avec ces 

oligonucléotides a donné des produits de 180 pb, 250 pb et des produits de plus 
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grande taille. Sur cinq clones portant un insert de 250 pb, un seul clone avait une 

origine inconnue et quatre correspondaient au D ets-2 (leD ets-2 possède dans la 

région codant le domaine ETS un intron de 63 pb expliquant la taille de 250 pb 
du produit d'amplification). Sur 14 clones portant un fragment de 180 pb, deux 
clones correspondaient à la séquence de I'E74, un clone correspondait au gène elg 

et les 11 clones restant possédaient deux nouvelles séquences apparentées aux 
gènes ets: D ets-3 et D ets-4. De même, des expériences de PCR sur une banque 

d'ADN complémentaire suivies du clonage des produits obtenus et de leur 
séquençage leur ont permis de retrouver 19 séquences identiques à celles 
précédemment citées et 15 séquences représentant un nouveau membre, D ets-6, 

sur les 51 clones séquencés. 

Ces résultats confirment que le nombre de clones séquencés chez la néréis 
n'est sûrement pas suffisant pour pouvoir trouver de nouveaux membres de la 
famille ETS. Les paramètres des cycles d'amplification que nous avons effectués 
sont les mêmes que ceux utilisés par Chen et al. (1992); le rendement qu'ils ont 
obtenu est cependant supérieur au nôtre. 

III - Recherche de l'expression des gènes de la famille ETS et 
identification du gène Nd ets 
La recherche d'un proto-oncogène chez une Annélide Polychète n'avait 

jusqu'ici jamais été entreprise. Ayant mis en évidence l'existence de séquences 
géniques appartenant à la famille ETS, nous avons recherché leur éventuelle 
expression dans différents tissus. 

L'Annélide Polychète Nereis diversicolor est un ver marin caractérisé par 
une succession de segments identiques, les métamères. Seuls les segments antérieur 
(prostomium) et postérieur (pygidium) sont morphologiquement différents. 
L'extrémité pygidiale est précédée d'une zone en constante prolifération, 
aboutissant à terme à l'édification de métamères. La néréis est capable de 
régénérer, mais uniquement en direction caudale et sous influence endocrine 

(Durchon, 1967). Le processus de régénération implique des phénomènes de 
cicatrisation et de prolifération cellulaire, pour lesquels de nombreux gènes sont 

susceptibles d'être impliqués et notamment ceux codant des facteurs de 
transcription. 

Nous avons donc recherché l'expression de membres de la famille ETS et 
notamment au cours du processus de régénération. La régénération caudale 
comprend trois phases : la cicatrisation, la mise en place d'un blastème de 
régénération se différenciant ensuite en pygidium, et enfin l'allongement du 
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régénérat et son organisation en segments sétigères. L'ensemble de ces processus 
peut mettre jusqu'à 60 jours. 

Nous avons choisi différents temps de régénération correspondant à des 
stades où les phénomènes de prolifération sont importants, pensant détecter une 
expression plus importante des proto-oncogènes de la famille ETS. Ces temps sont 
de : 3 jours caractérisant la cicatrisation, 

7 jours caractérisant l'édification du blastème de régénération, 

3 
15 j~urs caractérisant l'organisation et l'allongement du régénérat. 

se mames 
Des régénérats de ces différents stades ont été préparés en vue de la 

confection de coupes pour l'étude de l'expression in situ et de préparations 
d'ARNm pour les études en "Northem blot" et en RT PCR. 

Parallèlement, des préparations de métamères et de prostomiums ont été 
utilisées pour les mêmes études. 

Nous avons donc recherché une éventuelle expression des membres de la 
famille ETS dans ces trois parties du corps de l'animal. 

A - Recherche de l'expression par RT PCR 
Des manipulations de RT PCR ont été menées de différentes façons 

dans le but d'isoler des séquences correspondant à des transcrits des membres de la 
famille ETS. 

Les expériences de R T PCR effectuées avec les oligonucléotides 
D-OLl et D-OL2 sur des ARNm extraits des différentes parties du corps de 
l'animal ont permis d'obtenir l'amplification de fragments de taille attendue 
( 180 pb) et de fragments de 220 pb. Plusieurs clones correspondant aux deux 
types de fragments ont été sélectionnés et 12 d'entre eux ont été séquencés. 
L'analyse de la séquence de ces clones, traduite en acides aminés, n'a montré 
aucune homologie avec des membres de la famille ETS, bien que certains d'entre 
eux s'hybridaient fortement avec l'oligonucléotide Nd-OL3. 

D'autres manipulations de RT PCR ont été effectuées dans le but 
d'isoler les extrémités 5' et 3' des transcrits des membres de la famille ETS 
( oligonucléotides D-OLl et D-OL2) ou l'extrémité 5' du ou des transcrits du gène 
Nd erg ( oligonucléotide Nd-OL3). 

Une amplification de fragments de 200 à 600 pb a été obtenue, 
uniquement avec les oligonucléotides D-OLl et oligo(dT)I8 pour des RT PCR 
effectuées sur des préparations d'ARNm extraits des différentes parties du corps 
de l'animal. Après clonage, différentes préparations de fragments ont été réalisées. 
L'hybridation avec la sonde Nd erg a montré des fragments pouvant présenter une 
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forte homologie. Sept fragments, dont six qui s'hybridaient fortement avec la 

sonde Nd erg, ont été séquencés : seule la séquence du fragment s'hybridant 

faiblement, traduite en acides aminés, correspond à un nouveau membre de la 

famille ETS. Ce fragment est issu d'une préparation d'ARN messagers effectuée à 

partir de régénérats de pygidium. 

Cette séquence a été appelée Nd Ets car elle présente une grande 

homologie en acides aminés avec les domaines ETS des membres du groupe ETS. 

Elle comporte 40 acides aminés, homologues à plus de 85 % aussi bien avec la 

protéine Ets-1 humaine qu'avec les séquences en acides aminés des protéines 

Su Ets-2 et D Ets-2 (Figure 59). Comme pour la séquence D Ets-2 de 

drosophile, le même acide aminé isoleucine est observé en position 55. Cette 

iso leucine existe aussi chez quelques autres Invertébrés (Mollusques, Cnidaires) 

(Degnan et al., 1993). De même, la sérine en position 27 est remplacée par une 

histidine, aussi bien dans la séquence Nd Ets que pour l'Ets-2 d'oursin. 

Disposant d'une séquence proche des membres du groupe ETS, nous 

avons cherché à isoler par RT PCR les séquences en 3' et en 5' du fragment 

Nd ets. Pour cela, nous avons utilisé des oligonucléotides spécifiques de la 

séquence c-ets-1 aviaire fournis par D. LEPRINCE (Institut Pasteur de Lille). Les 

différentes combinaisons possibles de ces oligonucléotides entre eux et avec les 

oligonucléotides D-OL1 et D-OL2 dégénérés ont été essayées. Seule la réaction 

utilisant l'oligonucléotide OL-785 et l'oligonucléotide D-OL1, tous deux situés 

dans le domaine ETS, a donné l'amplification d'un fragment de taille attendue 

mais uniquement à partir de préparations de régénérats. 

En résumé, quelle que soit la partie du corps de l'animal utilisée, les 

expériences de RT PCR, même après un nouveau cycle d'amplification, n'ont pas 

toujours donné de produit d'amplification. Avec les oligonucléotides D-OLl et 

D-OL2, l'amplification de fragments d'une taille attendue a été obtenue, mais les 

séquencages effectués suivis de la traduction en acides aminés n'ont pas montré 

d'homologie avec les domaines BTS. 

Les manipulations réalisées pour isoler l'extrémité 5' des transcrits de 

Nd erg (Nd-OL3) et d'autres membres de la famille BTS (D-OL2) n'ont donné 

aucun produit d'amplification. Cependant, cette expérience nécessite l'addition 

d'une séquence homopolymérique susceptible de diminuer le rendement de la 

manipulation. Les expériences visant à isoler l'extrémité 3' des transcrits avec les 

oligonucléotides D-OLl et oligo(dT)I8 ont donné des produits d'amplification. 
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L'ensemble de ces résulats nous amène à faire plusieurs remarques : 

- l'utilisation d'oligonucléotides dégénérés a l'avantage d'étendre nos 

investigations à la plupart des membres de la famille ETS. Cependant, chez la 

néréis, d'une part les séquences nucléotidiques recherchées peuvent être plus 

éloignées, d'autre part la dégénérescence des oligonucléotides utilisés diminue 

le rendement des cycles d'amplification. 

- une seule séquence, Nd ets, a été obtenue. Cependant, le nombre de 

séquençages effectués est très faible par rapport à la diversité des types de 

manipulations réalisées. 

- pour les RT PCR qui ont donné des produits d'amplification, plusieurs 

remarques peuvent être formulées : avec les oligonucléotides D-OL1 et 

oligo(dT)18, les mêmes produits d'amplification sont obtenus quelles que soient 

les parties du corps de l'animal testées. Cependant, ne connaissant pas la taille 

attendue des fragments, nous ne pouvons pas conclure de façon précise sur la 

nature d'une éventuelle expression. Par contre, avec les oligonucléotides 

D-OL1 et D-OL2 les amplifiats obtenus ont toujours une taille d'environ 

180 pb ; il est donc raisonnable de penser que certains de ces fragments 

correspondent à des membres de la famille ETS. 

- les RT PCR montrent qu'il y a une expression des gènes de la famille ETS 

quelle que soit la partie du corps de l'animal étudiée. Les études de 

l'expression des protéines de la famille ETS ont montré qu'elles sont en effet 

représentées dans une grande variété de tissus. Un gène du groupe ETS 

(Nd ets) s'exprime dans des régénérats de pygidium. L'amplification d'un 

fragment de 210 pb avec les oligonucléotides D-OL1 et OL-785 a été mise en 

évidence dans les régénérats et nous pouvons penser qu'il appartient au même 

gène Nd ets. Cependant, cette expression n'est pas nécessairement spécifique du 

phénomène de régénération. 

B - Recherche de J'expression par "North erp blots" et 
bybrjdatjop in situ 
Nous avons montré l'existence de gènes de la famille ETS chez la 

néréis : Nd erg obtenu à partir d'ADN génomique et Nd ets isolé d'ARN 

messagers de régénérats de pygidium de l'animal. 

Ne connaissant pas le (ou les) type(s) de tissu(s) où ces proto­

oncogènes peuvent s'exprimer chez la néréis, nous avons recherché l'expression 

des gènes Nd erg et Nd ets dans le prostomium qui contient le cerveau, dans les 

métamères, et dans l'extrémité caudale en cours de régénération. 
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Les expériences de "Northem blots" avec la sonde Nd erg ont permis 

de mettre en évidence un ARN messager d'environ 2,5 kpb sur une préparation 

d'ARNm de régénérats à différents temps. Ce résultat a été confrrmé par la suite 
sur des préparations d'ARNm de régénérats coupés aux quatre temps spécifiques 

marquant la progression du phénomène de régénération, mais le signal obtenu est 

de très faible intensité. Par contre, aucune expression n'a pu être montrée avec la 

sonde Nd ets, dans les différentes parties du corps de l'animal. 

De même, les expériences d'hybridation in situ n'ont pas donné de 

résultat permettant de repérer un signal distinct. 

La néréis ne possède pas d'organes différenciés nous permettant 

d'extraire des ARN messagers en quantité suffisante et correspondant à une 

fonction métabolique particulière, c'est pourquoi nos préparations d'ARNm ont 

été effectuées sur des parties du corps de l'animal. 
Pour les régénérats de pygidium, l'extraction d'environ 4 J.Lg d'ARN 

messagers est obtenue à partir de 100 mg de tissus, qui nécessitent la section et la 
régénération d'environ 400 animaux. Pour les métamères et le prostomium, le 

facteur limitant n'est pas tant la quantité de matériel que l'impossibilité d'isoler les 

cellules exprimant potentiellement le gène étudié. 

L'expression généralement faible des proto-oncogènes, notamment 

ceux de la famille ETS, et la faible quantité d'ARNm obtenue par extraction, nous 

amènent à penser que l'expression des gènes recherchée est très faible et ne peut 

être aisément détectée par les techniques utilisées. 
La question de la localisation tissulaire de l'expression de gènes de la 

famille ETS chez la néréis, montrée par "Northem blot" pour erg et par RT PCR 

pour ets, reste donc posée. La littérature ne donne que peu d'informations sur la 

localisation de l'expression des gènes du goupe ERG. A ce jour, les transcrits du 

gène erg humain ont été détectés dans des lignées de cellules lymphoïdes (COLO 

320 et Molt 4) (Rao et al., 1987) et n'ont pas été mis en évidence dans les muscles, 

l'intestin, le cœur, la langue et le cerveau. Des travaux plus récents indiquent que 

la protéine Erg-2 codée par le gène erg, dont l'expression a été recherchée dans 

différentes lignées myéloïdes, érythroïdes et lymphoïdes, est trouvée dans un 

nombre limité de lignées cellulaires mais est présente en plus grande quantité dans 

les cellules myéloïdes que dans les cellules lymphoïdes (Murakami et al., 1993). 

Les gènes du groupe ETS ont été particulièrement bien étudiés dans 

les lignées lymphoïdes de Vertébrés. Les gènes ets-1 sont exprimés à un haut 

niveau dans les cellules lymphoïdes alors que les gènes ets-2 ont une expression 

ubiquitaire mais qui est faible. Chez les Annélides Polychètes il est possible de 
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comparer ces types cellulaires à certaines catégories de cellules cœlomiques, les 

granulocytes. 

Les granulocytes appartiennent à différents types cellulaires, dont 

trois sont bien identifiés. Les granulocytes de type 1, que certains comparent aux 

éosinophiles et aux neutrophiles sanguins des Mammifères, synthétisent notamment 

une métalloprotéine, la MP ll (Dhainaut-Courtois et al., 1987) ayant une activité 

antibactérienne (Dhainaut et al., 1989). Les granulocytes de type ll jouent un rôle 

dans la cicatrisation et ceux de type III dans la reconnaissance du "non-soi". Les 

trois types de granulocytes coopèrent au cours des phénomènes d'encapsulation des 

corps étrangers introduits dans le liquide cœlomique (Porchet-Henneré et al., 

1987). 

Ainsi, les cœlomocytes de Nereis diversicolor sont des cellules 

diverses, spécialisées, jouant un rôle important chez l'animal, particulièrement 

dans les phénomènes immunitaires et de cicatrisation. 
Connaissant l'implication des gènes ets et erg dans le système 

immunitaire des Vertébrés, il sera intéressant de préciser l'importance et le rôle 

éventuel de ces gènes dans un système immunitaire primitif tel que celui des 

Annélides Polychètes. 

IV - Recherche des transcrits des gènes Nd erg et Nd ets 

A - Cribla2e d'une bapgue d'ADNe ayec les sondes Nd ere 
et Nd ets 

Une banque d'ADNe a été construite dans le vecteur déphosphorylé 

À gt11D à partir d'ARNm extraits de régénérats de pygidium et de métamères. La 

banque a un titre initial de 1.106 phages, puis de 3.109 phages/ml après 

amplification. Plusieurs criblages de 600 000 phages ont été effectués avec les 

deux sondes. Aucun signal d'hybridation n'a été obtenu. Cet échec peut être 

attribué soit à un manque de représentativité de notre banque, soit à un problème 

technique inhérent à la manipulation. Cette deuxième solution semble 

vraisemblable, vu les résultats obtenus ultérieurement par PCR. 

B - Crjbla2e d'une bapgue d'ADNe par PCR 
Des amplifications par PCR ont été réalisées sur des aliquotes de 

banque d'ADNe. Une première série d'amplifications utilisant soit 

l'oligonucléotide Nd-OL3, soit l'oligonucléotide Nd-OL4 a été réalisée, suivie 
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d'une deuxième série utilisant respectivement les oligonucléotides Nd-OL3 et 
"forward" À gtll d'une part, et Nd-OL4 et "reverse" À gtll d'autre part. 

L'expérience a été répétée trois fois et a toujours mis en évidence les 
mêmes types de produits d'amplification. Bien que reproductibles ces résultats ne 
seront confirmés qu'après clonage et séquençage des différents fragments. 

Afin de vérifier la qualité de notre banque, d'autres amplifications 
avec les oligonucléotides D-OL2 et Nd-OL4 ont été effectuées. Une amplification 
de fragments de la taille attendue de 90 pb a été obtenue. D'autre part, des 
amplifications ont aussi été réalisées avec les oligonucléotides D-OLl et D-OL2 : 
un produit d'amplification d'environ 180 pb a été mis en évidence ; une 
réamplification avec les oligonucléotides D-OL2 et Nd-OL4 a montré le fragment 
de 90 pb attendu. L'ensemble de ces résultats laisse à penser que la banque 
d'ADNe contient bien des transcrits correspondant au gène Nd erg et 
vraisemblablement à d'autres membres de la famille ETS. 

V - Notion d'évolution et situation phylogénique de Nd Erg et 
Nd Ets 
Nous avons isolé deux séquences de la famille des gènes ets. Après 

restitution de la séquence en acides aminés, le traitement informatique de la 
séquence Nd Erg, effectué par V. LAUDET (Institut Pasteur de Lille) montre 
qu'elle est proche des protéines Erg et Fli de Mammifères. Pour la séquence 
Nd Ets nous obtenons une forte homologie avec les protéines du groupe ETS. 

A - Eyolutjop phyloeépjgue des domajnes ETS 
Deux publications récentes, celle de Lautenberger et al. ( 1992) et 

celle de Laudet et al. (1993) ont proposé une phylogénie des domaines ETS. Ces 
études ont été complétées par les travaux de Degnan et al. (1993), notamment chez 
des Métazoaires primitifs. 

1 - Analyse phylogénique selon Lautenberger et al. 
(1992) 
Lautenberger et al. (1992) ont aligné 21 séquences de domaines 

ETS appartenant à six espèces (homme, souris, poulet, xénope, oursin et 
drosophile). Chez les Invertébrés ils n'ont inclus dans leur étude que les protéines 
D Ets-2, D Elg, E74 de drosophile, et la protéine Su Ets-2 d'oursin. 

Ces séquences ont été traitées selon deux techniques : 
- la méthode de Fitch et Margoliash (1967) (Figure 60a); 



117 

- la méthode de Swofford (1984) utilisant le programme PAUP ("Phylogenetic 

Analysis Using Parsimony") (Figure 60b). 

Dans l'analyse de l'évolution des gènes erg et ets, les deux 

méthodes s'accordent pour partir d'un ancêtre commun à ces deux gènes qui, 
après duplication, serait à l'origine de deux lignées, l'une menant au groupe ETS, 

l'autre au groupe ERG. Cet évènement de duplication se serait produit avant 

l'apparition des Echinodermes et des Cordés, il y a 500 millions d'années, car les 

gènes ets et erg sont distincts chez l'homme et l'oursin. 
Au sein du groupe ERG, quelle que soit la technique utilisée, on 

observe le même évènement de duplication : une divergence entre Hu erg, 

Hu ergB!Mo fli-1 et Su erg, confirmant la parenté entre l'erg d'oursin et les erg 

ou fli de Vertébrés. 
Les études de Lautenberger et al. ( 1992) sont discordantes dans 

l'analyse de l'évolution du groupe ETS : elles situent différemment la divergence 

ets-1/ets-2. La première méthode utilisée, celle de Fitch-Margoliash, indique 

d'abord l'existence d'un ets ancestral qui aurait pu donner leD ets-2 et le Su ets-2, 

la divergence ets-1/ets-2 s'étant produite plus tard, avant l'apparition des 
Amphibiens, puisque l'on trouve un ets-1 et un ets-2 individualisés à la fois chez le 

xénope, le poulet et l'homme. La deuxième méthode utilisée implique l'existence 

d'un ets ancestral qui aurait donné les ets-2 de Vertébrés ; la duplication de cet 

ets-2, après divergence aurait donné D ets-2, Su ets-2 et les ets-1 de vertébrés car, 
pour ces auteurs, les ets d'Invertébrés (oursin ou drosophile) s'apparenteraient aux 

ets-1 de Vertébrés. Ainsi, en utilisant le programme PAUP, la divergence 

ets-1/ets-2 précèderait la divergence InvertébrésNertébrés. Cependant, les 

observations de Lautenberger et al. (1992) qui apparentent les ets d'Invertébrés 

aux ets-1 sont admises pour l'ets d'oursin, qui avait été appelé Su ets-2 par Chen et 

al. (1988) qui avaient initialement observé une forte homologie avec I'ets-2 

humain, mais sont contestables pour leD ets-2 qui reste habituellement considéré 

comme un ets-2. 

Pour Lautenberger et al. (1992), donc, la divergence ets-1/ets-2 

reste en suspens : soit avant la divergence InvertébrésN ertébrés, soit après, selon 

la technique d'analyse utilisée. 

2 - Analyse phylogénique selon Landet et al. (1993) 
Les études de Laudet et al. (1993) ont porté sur l'alignement de 

27 séquences de domaines ETS ; en ce qui concerne les Ets d'Invertébrés, D 

Ets-3, D Ets-4 et D Ets-6 sont ajoutés aux études précédemment faites par 
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Lautenberger et al. (1992). Ils ont utilisé la technique présentée par Saitou et Nei 

(1987) ("Neighbor-Joining, NJ method") et la méthode UPGMA. 

Comme Lautenberger et al. (1992), Laudet et al. (1993) 
montrent l'émergence d'un groupe ETS et d'un groupe ERG, à partir d'un ancêtre 

commun. L'évolution du groupe ERG n'est pas en contradiction avec le travail de 

Lautenberger et al. (1992), mais il est complété par D Ets-3 et D Ets-6 : ces 
derniers auraient divergé à partir d'un ancêtre erg, qui aurait aussi donné le 

Su erg, ce gène se dupliquant ensuite pour donner les erg et les fli de Vertébrés. 

Dans le groupe ETS, leD ets-2 apparaît comme un ancêtre de 

ets-1/ets-2, la divergence de ce gène ayant donné le ets-2 de Vertébré d'une part, 

et les ets-1 de Vertébrés et Su ets-2 d'autre part. Le Su ets-2 est ainsi très proche 

des ets-1 de Vertébrés. La duplication ets-1 /ets-2 se serait ainsi faite après la 

divergence Arthropodes/Vertébrés, donc la séparation Protostomiens/ 
Deutérostomiens, mais avant l'apparition de la lignée des Amphibiens, puisque 

chez le xénope les gènes ets-1 et ets-2 sont déjà séparés. 

Notons que les analyses de Lautenberger et al. (1992) et Laudet 
et al. (1993) se réfèrent exclusivement à la phylogénie de la séquence en acides 

aminés des domaines ETS et non pas à l'étude complète des protéines. 

3 - Contribution de Degnan et al. (1993) à la 
phylogénie des domaines ETS 
Les travaux de Degnan et al. (1993) ont permis, par PCR avec 

des oligonucléotides dégénérés, d'isoler des séquences ets de nombreux organismes 

Invertébrés. Ces auteurs ont montré que les gènes ets constituent une famille de 

gènes qui existeraient déjà chez les Métazoaires primitifs. 

Chez les Deutérostomiens, leurs travaux ont porté sur un 

Tunicier, l'ascidie Styela montereyensis, et un Echinoderme, Patiria miniata : 

chez ces deux organismes ils ont montré la présence d'un membre du groupe ETS, 

homologue à 100 % de la protéine Ets-1 humaine. Cependant, leurs séquences ne 

correspondant qu'aux acides aminés 39 à 72 du domaine ETS, il n'est pas possible 

de savoir s'il s'agit de Ets-1 ou de Ets-2, ou de l'ancêtre de ces deux gènes. Les 

gènes ets-1 et ets-2 se dupliquant et se différenciant avec l'avènement des 

Vertébrés, il serait intéressant de poursuivre ces travaux afin de savoir si la 

duplication ets-1 /ets-2 s'est déjà produite chez un Cordé primitif tel que l'ascidie. 

Chez les Protostomiens, Degnan et al. (1993) ont mis en 

évidence la présence de membres du groupe ETS chez le Crustacé Cancer 

antennarius, les Mollusques Haliotis rufescens et Hinnites gigante us et l'Annélide 
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Chaetopterus variopediatus. Chez deux Nématodes dont les espèces ne sont pas 
précisées, ils ont noté la présence des groupes ETS et ERG. 

Ces auteurs ont enfin montré que la famille ETS était déjà 
diversifiée chez les Métazoaires Diploblastiques. En effet, chez le Cténaire 
Pleurobranchia brachei ils observent la présence d'une séquence proche de 
D Ets-4; chez le Cnidaire Anthropleura elegantissima ils ont isolé des membres 
des groupes ETS et ELG; chez les éponges Haliclona sp et Tethya aurantia ils ont 
mis en évidence des séquences pouvant appartenir aux groupes ETS et ELK. 

Le groupe D ETS-4 n'était jusqu'ici représenté que chez la 
drosophile : la présence d'un membre de ce groupe chez un Cténaire peut laisser 
penser que ce type de gène n'est donc pas apparu avec les Arthropodes, mais 
pourrait être beaucoup plus primitif. 

Cependant, ils n'ont pu détecter de membres de la famille ETS 
chez des organismes autres que les Métazoaires. Les recherches chez le 
Protozoaire cilié Tetrahymena thermophila, le Dinoflagellé Alexandrium 
fundyense, le champignon Aspergillus nidulans, l'amibe Trichoshaerium, et une 
plante, le pois, n'ont permis d'amplifier aucune séquence. 

La famille ETS pourrait donc s'être rapidement diversifiée avec 
l'apparition des Métazoaires (Figure 61). Les protéines Ets seraient ainsi 
essentielles à l'établissement de l'environnement cellulaire imposant la nécessité de 
coordonner le taux d'expression génique dans l'espace et le temps, et l'agencement 
d'un cytosquelette exigé pour la construction d'un organisme multicellulaire. 

L'existence de séquences apparentées aux groupes ETS et ELK 
chez l'éponge Tethya aurantia laisse supposer une divergence de ces deux groupes 
dès l'apparition des premiers Métazoaires Diploblastiques. La présence des 
groupes ETS et ELG chez l'anémone Anthropleura elegantissima permet de faire 
une hypothèse identique pour ces groupes. L'existence de séquences pouvant être 
placées dans les groupes ETS, ELK, ELG et D ETS-4, chez les Métazoaires 
Diploblastiques, montre que ces quatre groupes étaient différenciés avant la 
divergence Protostomiens/Deutérostomiens. Degnan et al. (1993) suggèrent qu'il 
existerait un gène "D ets-4 like" chez les Vertébrés, et un gène "elk like" chez la 
drosophile, qui resteraient donc à découvrir. 

Ces données nous montrent que seules les divergences erglfli et 
ets-1/ets-2 seraient récentes, apparaissant vraisemblablement avec l'émergence des 
Vertébrés. Si nos observations ne se limitent pas au domaine ETS, on observe que 
les protéines Erg et Fli sont fortement homologues sur toute leur longueur, alors 
que les protéines Ets-1 et Ets-2 sont plus divergentes, tout particulièrement au 
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niveau de leur région centrale. On peut donc penser que si les deux duplications 

erglfli et ets-1/ets-2 se situent dans le même Embranchement, la duplication erg/fli 
est vraisemblablement plus tardive dans l'évolution. 

Enfin, chez un ver N ématode et chez le ver Plathelminthe 

Notoplana acticola, Degnan et al. (1993) ont identifié des séquences qu'ils n'ont 
pu, après traduction en acides aminés, classer dans aucun des groupes de la famille 

ETS. On trouve dans ces deux séquences un tryptophane conservé dans les autres 

membres de la famille ETS et on observe qu'elles ont une homologie de 67 % 

avec la protéine Ets-1 humaine. Les séquences isolées par ces auteurs sont 
cependant trop courtes pour nous indiquer s'il s'agit d'un fragment de gène 
pouvant être effectivement fonctionnel chez ces organismes. 

B - Sjtuatjon phylogépjgue des gèpes er~ et ets de la néréjs 
Les séquences Nd Erg et Nd Ets ont été analysées par la technique 

précédemment utilisée par Landet et al. (1993) (Figure 62). 

La séquence Nd Erg apparaît comme très proche des autres séquences 
Erg d'Invertébrés actuellement connues (Su Erg d'oursin, D Ets-3 et D Ets-6 de 
drosophile). La néréis étant située à proximité de la divergence entre 

Protostomiens et Deutérostomiens, l'Erg de néréis est proche de l'Erg ancestral de 
ces deux lignées évolutives (Figure 62). 

L'étude de Nd Ets permet de montrer sa parenté avec l'Bts de 

drosophile, les deux gènes ets de drosophile et de néréis ayant un ancêtre commun. 
Nous pouvons faire l'hypothèse qu'il y aurait eu une première divergence d'un ets 
ancestral, sans duplication, donnant I'ets de la lignée Annélides-Arthropodes, ou 

I'ets de la lignée Echinodermes-Vertébrés, I'ets d'oursin étant le précurseur de 
I'ets-1 des Vertébrés. Une duplication avec divergence serait à l'origine de I'ets-2 
apparu avec l'émergence des Vertébrés (Figure 63A). Cependant, on ne peut 

exclure l'existence potentielle d'un ets-2 chez l'ousin, situant ainsi la duplication 

ets-1/ets-2 avec l'émergence des Echinodermes (Figure 63B). 
Ces analyses confortent et complètent les travaux antérieurs 

concernant la phylogénie du domaine ETS et laissent présager qu'il n'existerait 
qu'un seul gène erg et un seul gène ets chez les Annélides Polychètes. 

Degnan et al. (1993) ont mis en évidence la présence d'un gène ets 
chez les Métazoaires Diploblastiques mais n'ont pas montré l'existence d'un gène 

erg chez ces organismes. On ne peut cependant pas exclure l'existence d'un gène 

erg chez les Diploblastiques, le nombre de séquençages effectués par ces auteurs 
ne prenant pas systématiquement en compte la totalité des membres pouvant être 
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amplifiés par PCR. Dans ce cas, la divergence etslerg à partir d'un ancêtre 

commun se serait produite avec l'apparition des Diploblastiques, voire 

antérieurement. Il est aussi possible d'envisager qu'il n'existe pas de gène erg chez 

les Diploblastiques. Dans ce cas, c'est lors de la séparation 

Protostomiens/Deutérostomiens que se serait produite la divergence ets/erg, les 
gènes ets et erg de néréis étant les ancêtres de gènes qui se sont diversifiés ensuite. 

La diversification de la famille ETS s'est en partie déjà faite chez les 

Métazoaires Diploblastiques, comme le montrent les travaux de Degnan et al. 
(1993). Chez les Deutérostomiens la diversification la plus tardive s'est dans doute 
produite lors de l'avènement des Vertébrés, avec l'apparition des erg etfli mis en 

évidence chez les Mammifères (homme et souris) et des ets-1 et ets-2 sans doute 
présents chez tous les Vertébrés. Des résultats non publiés indiquent qu'il 
existerait un gène fli chez le xénope (Stiegler et al., 1993). Dans l'état actuel de 

nos connaissances, ces quatre sous-groupes de gènes erg,fli, ets-1 et ets-2 

n'existent donc pas chez les Invertébrés. 
Chez les Protostomiens, on peut s'interroger sur la présence de deux 

membres du groupe ERG chez la drosophile, D Ets-3 et D Ets-6. Etant donné que 

D Ets-6 est le plus éloigné des membres du groupe ERG, on peut faire deux 
hypothèses: soit le gène erg s'est dupliqué chez les Insectes, ou même dans 
l'Embranchement des Arthropodes, l'un des deux gènes ayant rapidement 
divergé ; soit le gène D ets-6 est en fait un membre ancien de la famille ETS que 
l'on doit retrouver dans des organismes Protostomiens plus primitifs. Dans ce cas, 
son homologue doit exister chez la néréis. 

Des observations analogues peuvent être faites pour les gènes 
D ets-4, E 74, D elg et pokkurilyan de drosophile. 

Le gène D ets-4 existe chez la drosophile et Degnan et al. (1993) ont 

montré son existence chez les Métazoaires Diploblastiques. Il existerait donc un 
"D ets-4 like" à découvrir chez la néréis. 

Le gène pokkurilyan présent chez la drosophile n'a pas d'homologue 

dans d'autres organismes. Ce gène peut être, d'après les études phylogéniques, 

considéré comme un membre primitif de la famille ETS et a aussi 

vraisemblablement un homologue chez les Annélides. 

Les gènes E74 et elg de la drosophile possèdent respectivement les 

gènes e/f et GABPa comme homologues chez les Vertébrés: leurs ancêtres chez 

la néréis restent donc à découvrir. 
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Dans l'étude de la phylogénie de la famille des gènes ets, les 
Annélides Polychètes apparaissent situées à un carrefour important du point de 
vue évolutif. La recherche des éventuels homologues des gènes D ets-4, D ets-6, 
D elg, pokkurilyan, E74 et des autres membres de la famille, est un élément dans 
la compréhension de la diversification de cette famille de facteurs de transcription, 
dans le phylum des Protostomiens. La connaissance complète des produits des 
gènes Nd ets et Nd erg contribuera à la compréhension de l'évolution des 
différents domaines fonctionnels des protéines Ets de Vertébrés. 

Ces observations reposent cependant sur l'état actuel de nos 
connaissances de la famille ETS et restent spéculatives. Ainsi, la diversité de la 
famille ETS observée chez les Arthropodes peut être en relation avec les exigences 
de ces organismes, et les gènes découverts chez la drosophile n'ont pas 
nécessairement un homologue dans des organismes plus archaïques ou appartenant 
à d'autres lignées évolutives. 

L'évolution de la famille des proto-oncogènes src montre bien les 
limites d'une recherche prospective basée sur les analyses phylogéniques. Comme 
dans la famille ETS, les gènes src sont apparus dès les Métazoaires 
Diploblastiques, puisque Ottilie et al. (1992) ont trouvé quatre membres de la 
famille SRC chez l'éponge Spongilla lacustris. Or, l'éponge est un organisme plus 
primitif que le Cœlentéré Hydra où on ne connaît qu'un membre de la famille 
SRC, ou que la drosophile qui ne possède que deux gènes de la famille SRC. Les 
gènes src de l'éponge ont donc divergé à l'intérieur même du phylum des éponges, 
à partir d'un gène src, ancêtre des gènes src de drosophile et de Vertébrés, et les 
quatre gènes src de Spongilla lacustris n'ont pas donné naissance à autant de 
familles de gènes chez les organismes supérieurs. 

Enfin, si la famille ETS est une famille ancienne de facteurs de 
transcription, déjà diversifiée chez les Métazoaires Diploblastiques, on peut 
s'interroger sur la date d'apparition de ces gènes. Degnan et al. (1993) n'ont pu les 
mettre en évidence chez les Protozoaires ou chez une plante, le pois. Cependant, le 
choix des oligonucléotides qu'ils ont utilisés pour rechercher par PCR ces 
séquences ne permet peut être pas d'isoler des ancêtres lointains de gènes qui ont 
ensuite fortement divergé et se sont diversifiés. Pour notre part, nous serons donc 
plus prudents que Shenk et Steele (1993) qui affirment que les résultats négatifs de 
Degnan et al. (1993) sont aussi solides que les résultats positifs. Nous pensons que 
cette recherche de l"'ets ancestral" devrait être approfondie en modifiant les 
conditions expérimentales. 
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A l'appui de cette hypothèse, on peut faire référence aux travaux 

concernant le proto-oncogène myb : cette famille de facteurs de transcription 

existe chez les Protozoaires et les plantes (Paz-Ares et al., 1987). Le domaine de 

liaison à l'ADN des protéines Ets a une stucture apparentée à celui des protéines 

Myb, consistant en la répétition de motifs renfermant des résidus tryptophane. Les 

caractéristiques structurales des domaines de liaison à l'ADN des protéines Ets, 

Myb et HMG, ont été récemment étudiées par Laget et al. (1993). Les deux 

familles de protéines Ets et Myb (et peut être aussi la famille des protéines HMG), 

pourraient être issues d'un ancêtre commun ne contenant qu'un motif avec des 

résidus tryptophane, ce motif subissant une duplication ou une triplication pour 

donner les structures des domaines ETS et MYB. Mais une autre hypothèse permet 

de considérer ces familles de gènes comme résultant d'une évolution convergente 

nécéssitée par la fonction du domaine de liaison à l'ADN. L'une ou l'autre de ces 

hypothèses ne pourra être vérifiée que par l'éventuelle mise en évidence de 

membres de la famille ETS chez les Protozoaires, les champignons et les plantes. 
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CONCLUSION 
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Les produits des proto-oncogènes de la famille ETS sont des protéines 
faiblement activatrices de la transcription qui agissent généralement en 
coopération avec d'autres protéines dans différents types cellulaires, chez les 
Vertébrés et les Invertébrés. Les protéines Ets ont en commun un domaine de 
liaison à l'ADN, le domaine ETS, particulièrement bien conservé du point de vue 
de la séquence protéique et qui permet de les classer en différents groupes de . 
protéines (Laudet et al., 1993). 

Dans le cadre d'une étude phylogénique nous avons recherché les 
homologues du proto-oncogène ets chez l'Annélide Polychète Nereis diversicolor. 

Les Annélides Polychètes sont des Cœlomates primitifs où des caractères 
archaïques tels que la métamérie et les cavités cœlomiques persistent dans 
l'organisme adulte. 

Chez Nereis diversicolor nous avons identifié deux gènes appartenant 
aux groupes ETS et ERG de la famille BTS. 

L'étude phylogénique montre qu'il n'existerait qu'un seul membre du 
groupe ETS et qu'un seul membre du groupe ERG chez les Annélides Polychètes, 
comme chez l'oursin; ces deux groupes de gènes existent déjà chez les 
Métazoaires Diploblastiques mais n'ont pas été mis en évidence chez les 
Protozoaires (Degnan et al., 1993). La diversification de la famille ETS s'est 
ensuite faite chez les Protostomiens d'une part, et chez les Deutérostomiens d'autre 
part, la plupart des groupes de la famille ETS étant déjà présents chez les 
Invertébrés. 

La partie identifiée de l'Ets de néréis présente une homologie de plus de 
85% avec les séquences en acides aminés des protéines Ets-1 humaine, Ets-2 de 
drosophile et Ets-2 d'oursin. 

Nous avons une connaissance plus complète de l'erg de néréis. Le 
fragment d'ADN séquencé montre qu'il contient dans le même exon la région 
codant la totalité du domaine ETS et une partie de la région codant le domaine R 
caractéristique des protéines Erg. Le domaine ETS présente une forte homologie 
avec les domaines ETS des protéines Erg et Fli de Vertébrés et d'Invertébrés. 
L'homologie la plus importante est trouvée avec l'Erg d'oursin (91,2% 
d'homologie) et avec une séquence de 33 acides aminés d'un ver Nématode 
publiée par Degnan et al. (1993). Le domaine R présente de l'homologie avec 

celui des protéines Erg et Fli de l'homme, de la souris et de l'oursin, seuls 
organismes où ce domaine est actuellement connu. L'homologie est cependant plus 
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importante entre les domaines R d'Invertébrés d'une part et de Vertébrés d'autre 

part. 
L'expression des gènes ets et erg de néréis a été mise en évidence dans 

des régénérats de l'extrémité caudale, mais elle semble très faible et n'est pas 

nécessairement restreinte à cette partie du corps de l'animal. De fait, l'étude de 

l'expression de ces deux gènes devra être précisée. L'expression et l'activité des 

protéines Ets ont surtout été recherchées chez les Vertébrés : les protéines Ets-1 

sont exprimées préférentiellement dans les tissus et cellules lymphoïdes et la 

protéine Erg-2 humaine dans les tissus lymphoïdes et myéloïdes. Les granulocytes 

des Annélides Polychètes sont habituellement considérés comme l'équivalent des 

cellules lymphoïdes des Vertébrés. Il sera important de caractériser les protéines 

Ets et Erg de néréis et de rechercher leur éventuelle expression dans les 

granulocytes. 

La situation phylogénique particulière des Annélides Polychètes, à 
proximité des Cœlomates primitifs qui ont évolué pour donner les organismes que 

nous connaissons aujourd'hui, en font un matériel de choix pour la compréhension 

de l'origine des différents groupes de protéines de la famille ETS, de leurs 

relations fonctionnelles et du rôle des différents domaines de ces protéines. 

Dans les protéines Erg et Pli, chez la néréis comme chez l'oursin et les 

Vertébrés, le domaine ETS est contigu au domaine R, ces deux domaines étant 

codés par un même exon, chez la néréis. 

Comme l'ont montré des expériences in vitro concernant les protéines 

Erg et Fli humaines (Rao et al., 1993 ; Siddique et al., 1993), la partie carboxy­

terminale du domaine R est un domaine transactivateur qui pourrait être impliqué 

dans les mécanismes d'activation de la transcription par des interactions 

intermoléculaires avec d'autres protéines. Nous montrons une bonne conservation 

de la partie amino-terminale du domaine R de l'Erg de néréis, particulièrement 

avec l'oursin, semblant indiquer que la partie fonctionnelle de ce domaine ne se 

trouve pas uniquement localisée à la région transactivatrice, et qu'un autre 

domaine fonctionnel doit être caractérisé à l'extrémité amino-terrninale du 

domaine R. 

La plupart des gènes eucaryotes sont constitués de petits exons séparés 

par de longues séquences introniques. La diversification des protéines résulterait 

d'un réassortiment des exons, ce qui explique que le domaine ETS puisse être en 

position amino ou carboxy-terminale, selon les protéines. Parallèlement à ce 

mouvement d'exons se produisent des duplications de gènes ou d'exons, puis leur 
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divergence. Dorit et al. (1990) estiment que seulement 1000 à 7000 exons seraient 

ainsi nécessaires à la construction de toutes les protéines. Chaque exon codant 

partiellement ou totalement les domaines fonctionnels des protéines, comme pour 

les domaines ETS et R, l'étude phylogénique dans différents organismes permettra 

de préciser le rôle des domaines fonctionnels et de comprendre leur évolution. 

Cette hypothèse nous amène à souligner que jusqu'ici les études 

phylogéniques de la famille ETS proposées (Lautenberger et al., 1992 ; Laudet et 

al., 1993) concernent plus précisément l'évolution phylogénique du domaine ETS. 

Le mode d'action des proto-oncogènes ets reste problématique et la 

connaissance que nous en avons repose sur des études faites in vitro. Des 

organismes plus simples que les Vertébrés, tels que les Métazoaires 

Diploblastiques et les Coelomates primitifs peuvent aider à comprendre le mode 

d'action des proto-oncogènes. Dans cette optique les Annélides Polychètes 

disposent de fonctions particulièrement intéressantes à étudier : un système 

immunitaire primitif, qui se développera ensuite chez les Vertébrés où une 

expression des protéines Ets est bien décrite ; une possibilité de régénération qui 

sera ensuite perdue au cours de l'évolution, les organismes supérieurs ne 

conservant que la capacité de cicatrisation. L'étude de l'expression des gènes ets et 

de leurs produits lors de ces phénomènes biologiques contribuera à la 

compréhension du mode d'action des proto-oncogènes. 

De nombreuses molécules sont parfaitement conservées dans différents 

ph y la de Métazoaires (Shenk et Steele, 1993 ). Les gènes de la famille ETS ont été 

identifiés chez la néréis en utilisant la PCR avec des oligonucléotides 

judicieusement choisis d'après les séquences hautement conservées des protéines. 

Cette même démarche peut être appliquée au criblage de familles de gènes 

d'organismes variés et a d'ailleurs été récemment utilisée pour montrer la 

diversification et l'extension de la famille des gènes H ox au cours de l'évolution 

des Cordés (Pendleton et al., 1993). La connaissance de ces gènes pourra 

permettre de relier leurs caractéristiques structurales à des événements précis de 

leur histoire évolutive. Ce type d'étude peut avoir la prétention d'améliorer la 

compréhension des mécanismes moléculaires de l'évolution animale ayant permis 

la conservation et la diversification des domaines fonctionnels des protéines. 



128 

, 
METHODES 



129 

1 - Extraction des acides nucléiques 

A - Extraction de l'ADN 2énomigue 
L'ADN est extrait à partir des vers marins entiers. Les animaux sont 

lavés plusieurs fois dans du tampon PBS (NaH2P04 0,05 M; Na2HP04 0,05 M; 
NaCl 0,96 M; pH 7,5). 

Les animaux sont ensuite plongés dans de l'azote liquide puis 
conservés à -70°C s'ils ne sont pas utilisés immédiatement. 

Protocole d'extraction 
Les animaux congelés sont broyés manuellement dans un mortier en 

présence d'azote liquide. Le broyage s'effectue jusqu'à l'obtention d'une fine 
poudre blanche en présence de TNE (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; NaCl 0,1 M; 
EDTA (0,2 M) et de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) à 0,5 % final. 

La majorité des protéines et des contaminations est éliminée par une 
extraction phénolique (phénol-chloroforme 1:1) suivie d'une extraction 
chloroformique. Après centrifugation, la phase supérieure aqueuse contenant 
l'ADN est récupérée. L'ADN est précipité par 1/10e de volume d'acétate de 
sodium 3M et deux volumes d'éthanol. Les fibres formées sont enroulées autour 
d'une pipette Pasteur à bout recourbé puis elles sont dissoutes dans du TE (Tris­
HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM). 

- Cette préparation est purifiée par action d'ARNase (50 f.lg/ml 
final) pendant 2 heures à 37°C suivie d'une incubation avec de la protéinase K 
(200 f.lg/ml final) pendant 1 heure à 37°C. Après une nouvelle extraction au 
phénol puis au chloroforme, l'ADN est récupéré comme précédemment par 
précipitation alcoolique. L'ADN dissous dans du TE est ensuite dialysé contre du 
TE 0,1X pour obtenir une meilleure purification. 

-Alternativement, la purification de l'ADN est effectuée par une 
ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium ( 1 mg pour 1 ml de 
solution) en présence de bromure d'ethidium (BET), pendant une nuit à 
214 700 g (VTi 65.1, Beckman). Le BET est ensuite éliminé par plusieurs 
extractions à l'isopropanol. La préparation est finalement dialysée contre du TE 
0,1X pendant une nuit à température ambiante (Sambrook et al., 1989). 

L'ADN est testé en électrophorèse avant et après digestion 
enzymatique. Une cinétique de digestion permet de vérifier la bonne qualité de la 
préparation. 
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B • Extraction des ARN 

1 • Précautions à prendre 
Pour éliminer toutes les traces potentielles d'ARNase, les 

solutions et la vaisselle subissent un traitement spécial. 
- Les solutions sont traitées au diéthylpyrocarbonate (DEPC) à 

raison de 0,1 %pendant une nuit, puis autoclavées à 120°C pendant 120 minutes. 
- Les plastiques sont plongés pendant 12 heures dans une 

solution d'alcool 100% contenant 0,1 % de DEPC puis autoclavés 20 minutes à 

120°C. 

- La verrerie est passée 2 heures à 200°C. 

2 • Extraction des ARN totaux 
Plusieurs techniques ont été utilisées. Les extractions ont été 

effectuées sur différentes parties du corps de l'animal: le prostomium, le 
metastomium et des régénérats de pygidium coupés à des temps différents. 

- Extraction selon la technique de Chirwin et al (1979). 

500 mg des différents extraits sont lavés dans du PBS, 

immédiatement placés dans 5 ml de tampon GT et homogénéisés à l'aide d'un 
homogénéiseur de type Dounce à température ambiante. 

Tampon GT: Isothiocyanate de guanidium 
Citrate de sodium pH 7,2 
N Lauryl sarcosinate de Na+ 
f3 mercaptoéthanol 

4M 
25 mM 
0,5 % 
0,2 M 

Ce milieu permet la dénaturation des protéines mais aussi 

l'inhibition des ARNases libérées lors de la lyse cellulaire. 
L'homogénat est centrifugé à 5 000 g (JA 20, Beckman) 

pendant 5 minutes à température ambiante. La fraction soluble est récupérée et du 
CsCl est ajouté à raison de 2 g.pour 5 ml. L'ensemble est déposé sur un coussin 

deCsa. 

Coussin de CsCl: Cs Cl 
EDTApH7,5 

5,7 M 
0,1 M 

Une ultracentrifugation est ensuite réalisée pendant 18 heures à 
148 500 g (SW 40 Ti, Beckman) à 20°C. Un gradient de densité se forme et à 
l'équilibre, les ARN sédimentent au fond du tube et sont séparés de l'ADN et des 
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protéines. Le tube est clampé et le culot d'ARN est lavé plusieurs fois à l'éthanol 

70% puis séché et repris par du tampon TE-SDS 1 %. 

Le dosage des ARN s'effectue à 260 nm et le degré de pureté est 
estimé par le rapport de la DO à 280 nm/260 nm qui doit être supérieur à 2 

(Sambrook et al., 1989). 

- Extraction selon la technique de Chomczynsky et Sacchi 

(1987). 
Cette méthode combine une déprotéinisation au thiocyanate 

de guanidium et une extraction au phénol-chloroforme. 
Les différents extraits d'animaux (environ 100 mg) sont 

broyés dans un mortier en présence d'azote liquide et de 1 ml de solution 

dénaturante. 

Solution dénaturante : Thiocyanate de guanidium 
Citrate de sodium pH 7,0 
N Lauryl sarcosinate de Na+ 
J3 mercaptoéthanol 

4M 
25 mM 
0,5 % 
100 mM 

Ensuite, 0,1 volume d'acétate de sodium 2 M pH 4,0 est ajouté, 

suivi d'une extraction au phénol-chloroforme (1 volume de phénol et 0,2 volume 

de chloroforme/alcool isoamylique ). Après une centrifugation à 10000 g pendant 

10 minutes à 4 °C, la phase supérieure qui contient les ARN est récupérée. Les 
ARN en solution sont précipités par un volume d'isopropanol à -20°C puis 

centrifugés selon les mêmes paramètres. Le culot est ensuite repris par 0,8 ml de 

solution dénaturante. Les ARN sont à nouveau précipités par 1 volume 

d'isopropanol à -20°C. Après centrifugation, le culot d'ARN, lavé à l'éthanol 

75 %, est finalement repris dans 100 J.Ll de tampon TE. 

3 • Extraction des ARN messagers 
L'isolement des ARN messagers polyA+ est réalisé avec le "kit" 

de micro-extraction "QuickPrep Micro mRNA Purification" (Pharmacia-LKB). 

Les différentes parties du corps de l'animal sont extraites dans un tampon 

contenant une forte concentration en thiocyanate de guanidium, permettant une 

inactivation rapide des ARNases endogènes. L'extrait est ensuite dilué dans un 

tampon d'élution pour permettre une liaison efficace entre les queues polyA+ des 

molécules d'ARN et les oligo(dT) couplés à la cellulose tout en conservant une 

activité inhibitrice vis à vis des ARNases. L'extrait est finalement transféré sur 

une colonne d'oligo(dT) cellulose et les ARNm polyA+ sont récupérés après 
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centrifugation. Plusieurs lavages dans des tampons de salinités différentes sont 

effectués et les ARNm polyA+ sont récupérés après passage sur une colonne de 
purification (MicroSpin Column). 

Chaque purification produit environ 6 Jlg d'ARN dont au moins 

90 % sont polyadénylés. 

4 - Traduction des ARN en lysat de réticulocytes de 
lapin 
Cette technique permet de produire in vitro les protéines à partir 

d'ARN messagers, en présence d'acides aminés radiomarqués. 
L'intérêt d'utiliser cette technique est ici de vérifier la qualité des 

ARN messagers préparés à partir du "kit" de microextraction commercialisé par 

la firme Pharmacia. 
5 Jlg d'ARN messagers sont repris par 3 Jll d'eau milliQ. 
50 J.!Ci de méthionine et de cystéine marquées au 35S sont ajoutés 

ainsi que 20 fll de lysat de réticulocytes (N90, Amersham). Le lysat représente 

80 % du volume total de la préparation. 
La réaction est réalisée pendant 1 heure à 30°C. Le 17ème de la 

préparation est déposé sur un gradient de polyacrylamide 10-25 %. La 
concentration de l'échantillon est préalablement réalisée dans un gel de 

concentration contenant 5 % de polyacrylamide. La migration est effectuée 
pendant une nuit à 3 mA. 

Le gel est ensuite coloré dans une solution de bleu de Coomassie 

(Bleu de Coomassie 0,1 %; Isopropanol 25%; Acide acétique 10 %) pendant 

45 minutes puis décoloré dans de l'acide acétique 10 %. Le gel est finalement 
séché puis mis en autoradiographie avec un film MP-Amersham. 

II - Préparation des sondes d'ADN 

A - Amplifjcatjop bactérjeppe 
Les colonies bactériennes contenant les vecteurs sont stockées dans 

leur milieu de culture en présence de glycérol à -20°C. Une aliquote des cultures 

sélectionnées est amplifiée sur un plus grand volume et l'addition de 
chloramphénicol, alors que les bactéries sont en phase de croissance exponentielle, 

permet d'augmenter la quantité de plasmides recombinés. 
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B - Préparation de 1' ADN plasmidique 
Pour préparer l'ADN plasmidique à partir de cultures bactériennes, 

plusieurs techniques ont été utilisées : 

1 - Méthode au lysozyme 
Les cultures sont centrifugées et le culot est repris dans une 

solution de GTE (Glucose 50 mM; Tris-Hel 25 mM pH 8,0; EDTA 20 mM) 

contenant du lysozyme (1 mg/ml). Du tampon de lyse (NaOH 0,2 N; SDS 1 %) et 

de l'acétate de potassium 3 M sont ajoutés, le tout est centrifugé et les surnageants 
filtrés sont précipités par un volume d'isopropanol. Une solution de chlorure de 
lithium 4 M permet de précipiter une partie des ARN. Les surnageants sont 

centrifugés après addition de deux volumes d'éthanol et les culots sont repris dans 

du TE. Après action d'ARNase (50 J.Lg/ml), 30 minutes à 37°C et de protéinase K 

(200 J.Lg/ml), 2 heures à 37°C, une extraction phénolique puis une extraction 

chloroformique sont réalisées. L'ADN plasmidique récupéré dans la phase aqueuse 

est finalement repris dans du TE après précipitation éthanolique. 

2 - Méthode de lyse alcaline 
La culture est centrifugée et le culot est repris dans une solution 

de GTE puis du tampon de lyse (Na OH 0,2 N ; SDS 1%) et de l'acétate de 

potassium sont ajoutés. Le tout est centrifugé et le surnageant est filtré. Un volume 
d'isopropanol est ajouté et après centrifugation, le culot est repris dans du TE. Les 

plasmides sont ensuite purifiés par une ultracentrifugation isopycnique en gradient 

de chlorure de césium (1 g/ml) en présence de BET pendant 16 heures à 
214 700 g (VTi 65-1, Beckman). Après récupération de la bande correspondant 
aux plasmides, le BET est éliminé par plusieurs extractions à l'isopropanol. 

L'ADN est finalement dialysé une nuit contre du TE. 

C - Préparation de l'insert 
Les plasmides recombinés sont digérés par les enzymes de restriction 

appropriées. Une unité d'enzyme permet de digérer 1 Jlg d'ADN en 1 heure à 

37°C dans le tampon correspondant à l'activité maximale de l'enzyme. 

On sépare ensuite l'insert du plasmide par migration en gel d'agarose. 

L'insert est ensuite récupéré de différentes façons. 

1 - Fenêtre en gel d' agarose à 0,3 % 
L'insert est récupéré dans une fenêtre d'agarose à bas point de 

fusion (Biorad) à 0,3 %, et ce morceau de gel est soumis à une succession de 
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congélations-décongélations afin de casser les mailles du gel. Après filtration sur 

laine de verre ou sur filtre 0,22 p.m (Millex,Millipore) et précipitation 

éthanolique, le culot d'ADN plasmidique est repris par du TE. 

2 - Membrane de DEAE cellulose (Schleicher et 
Schuell) 
Après séparation du plasmide et de l'insert, une membrane de 

DEAE cellulose est placée sous l'insert. La migration électrophorétique est 

poursuivie et l'ADN adsorbé sur la membrane est ensuite élué par chauffage à 

68°C dans un tampon salé, puis précipité à l'éthanol et centrifugé. Le culot est 
finalement repris dans du TE. 

Tampon d'élution : 

3 - Electroélution 

Tris-Hel pH 7,5 
EDTA 
NaCl 

20 mM 
1 mM 

1,5 M 

Après migration électrophorétique, le gel est découpé au niveau 

des inserts et les morceaux sont placés dans les enceintes prévues à cet effet au 

niveau de l'électroélueur (Biorad). L'appareil est mis sous tension à 100 volts 
pendant une heure. L'ADN sort du gel et est piégé dans un tampon hautement salé 

(NaCl 1 M; Tris-HCl 20 mM pH 7,4; EDTA 1 mM). Il est ensuite précipité et 

récupéré dans du TE. 

III - Marquage des sondes d'ADN 

A - Margua&e ayec up radjojsotope 

1 - Marquage de sondes double brin 
Deux techniques ont été utilisées : 

- Multiamorçage au hasard ("Random priming") 

20 à 100 ng d'ADN sont dénaturés (10 minutes à 100°C) et 
additionnés de 32p dCTP (50 p.Ci, 3000 Ci/mmole), d'oligonucléotides amorces, 

de dATP, dGTP, dTTP et d'enzyme (T7 DNApolymerase) (Prime System, 

Clontech). La réaction de polymérisation incorporant l'isotope radioactif 

s'effectue pendant 20 minutes à 37°C. Après arrêt de la réaction par addition 
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d'EDT A 2 mM final, la sonde est purifiée par gel filtration sur colonne de 

Séphadex G 50 (Pharmacia ™). 

La sonde est éluée dans du tampon TE et le comptage est 
effectué sur une aliquote par scintillation liquide. L'activité spécifique de la sonde 

est de 5 à 7.108 cpm/flg. 

- Coupure-Réparation ("Nick translation") 

100 ng de sonde sont utilisés pour le marquage en présence 
de 32p dCTP (50 f.1Ci, 3000 Ci/mmole), d'ADN polymérase (fragment de 

Klenow) et d'ADNase 1 (Nick Translation kit, Amersham). La réaction s'effectue 

à 16°C pendant 40 minutes et est stoppée par addition de tampon STE (Tris-HCl 
10 mM pH 8,0 ; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM pH 8,0) contenant ·de la 

protéinase K à 200 flg/ml. La sonde est purifiée par passage sur une colonne 
échangeuse d'ions de DEAE cellulose (Elutip, Schleicher et Schuell) après addition 

d'ADN entraîneur. L'élution s'effectue par un tampon fortement salé. La sonde 

ainsi purifiée est dénaturée par de la soude 0,6 N final puis neutralisée par de 
l'HCl 0,6 N final, le témoin de neutralisation étant le rouge de phénol. L'activité 

spécifique de la sonde est approximativement de 3.108 cpm/flg. 

2 - Marquage d'oligonucléotides 
Deux techniques ont été utilisées: 

- Marquage par la terminale désoxynucléotidyl transférase 

La terminale transférase catalyse l'addition répétitive de 

déoxynucléotides 5' triphosphates à l'extrémité 3'0H libre d'acides nucléiques, 

sans nécessiter la présence d'une matrice. Cette réaction produit une queue 
homopol ymérique. 

4 pmole d'oligonucléotide sont additionnés à 100 f.1Ci de 32p 

à 5000 Ci/mmole, de chlorure de cobalt et de 36 unités de terminale transférase, 

dans un tampon approprié. La réaction s'effectue à 37°C pendant 30 minutes puis 

l'oligonucléotide marqué est purifié par passage sur une colonne de purification 

spécifique Nensorb (Kit Oligonucléotide 3' End Labeling System, Dupont/NEN). 

L'activité spécifique est calculée après comptage d'une 

aliquote en scintillation liquide. 

- Marquage par la polynucléotide kinase du phage T4 

La polynucléotide kinase du phage T4 permet l'addition d'un 

groupement phosphate sur une extrémité S'OH. La réaction s'effectue dans un 
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tampon approprié sur 50 pmole d'oligonucléotide en présence de 250 J.!Ci de 
y32PdCTP et de 10 unités de kinase pendant 1 heure à 37°C. L'oligonucléotide est 
ensuite purifié et son activité spécifique calculée comme précédemment. 

B - Margua2e sans radiojsotope 
Les sondes d'ADN double brin homologues ont été marquées par 

multiamorçage au hasard utilisant un nucléotide sur lequel est fixé la digoxigénine 
(UTP-DIG, Non radioactive Labeling and Detection Kit, Boehringer Mannheim). 
La détection immunologique se fait à l'aide d'un anticorps anti-digoxigénine 
couplé à la péroxydase. 

IV - Méthode d'analyse des acides nucléiques 

A • Apalyse de 1 'ADN 

1 - Techniques électrophorétiques 
L'ADN est visualisé sur un gel d'agarose dont la concentration 

est fonction de la taille des fragments, en présence de bromure d'éthidium (BET) 
et après migration à voltage constant dans un tampon acétate (TAE 1 X : 
Tris acétate 40 mM; EDTA 1 mM) ou borate (TBE 1 X : Tris borate 90 mM; 
EDTA 2mM). 

Le dosage de l'ADN s'effectue par spectrophotométrie ou par 
fluorimétrie. Si la concentration d'ADN est trop faible, une évaluation peut être 
faite par comparaison avec un marqueur de taille dont on connaît la concentration. 

2 - Transfert-hybridation selon Southern (1975) 

a) Transfert 
Les transferts ont été réalisés sur des membranes de 

nitrocellulose ou de nylon chargé positivement. 

- Transfert sur membrane de nitrocellulose (Schleicher 
et Schuell). 
Les fragments d'ADN sont dénaturés dans le gel (NaOH 

0,5 M ; NaCl 1,5 M), deux fois quinze minutes puis neutralisés (Tris-HCl 0,5 M 
pH 7,5 ; NaCl 1,5 M), deux fois quinze minutes. 
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Pour les transferts d'ADN génomique, un prétraitement du 

gel dans de l'HCl 0,25 M pendant 10 minutes est nécessaire. Ce traitement permet 

une dépurination et donc casse les grands fragments qui sont plus facilement 

transférables. 

Une feuille de nitrocellulose imprégnée de SSC 2X 

(SSC 20 X: NaCl 3 M; Citrate de sodium 0,3 M pH 7,0) est placée sur le gel 

et recouverte d'un papier Whatman 3M. Du papier absorbant est déposé sur 

l'ensemble ainsi qu'un poids. Le transfert s'effectue pendant 12 à 16 heures dans 

une solution saline de SSC 20X. Le flux de tampon montant par capillarité permet 

le transfert des fragments d'ADN du gel à la membrane de nitrocellulose. L'ADN 

est ensuite fixé irréversiblement à la membrane par 1 à 2 heures de cuisson à 

80°C ou par irradiation aux ultraviolets pendant 2 minutes. La membrane peut 

être conservée à 4 oc en milieu déshydraté. 

- Transfert sur membrane de nylon chargé positivement 

(Hybond N+, Amersham) 

Le gel est directement mis en transfert, sans prétraitement, dans 

de la soude 0,4 M pendant 16 heures. Après transfert, la membrane est rincée 

dans du SSC 2X puis séchée et ainsi conservée. Le traitement à la soude ne 

nécessite pas de fixation ultérieure de l'ADN à la membrane. 

b) Hybrjdatjon pour sonde radjoactjye 
Les milieux, la température d'hybridation et la stringence des 

lavages varient en fonction: 

- de la nature homologue ou hétérologue de la sonde 

- de la nature du marquage utilisé 

1) Sonde double brin hétérologue marquée en 
"random priming" ou en "nick translation" 

La solution de préhybridation est composée de : 

ssc 
Denhardt's 
Tampon phosphate 
ADN de sperme de saumon 
Formamide 

3X 
lX 

25 mMpH7,5 
100 jlg/ml 
50% 
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Denhardt' s 50 X : Ficoll 1 % 
Polyvinylpyrrolidone 1 % 
Sérumalbumine bovine 1 % 

La préhybridation s'effectue pendant 2 heures à 42°C. 

La solution d'hybridation diffère de la solution de 

préhybridation par la concentration en SSC qui est 7X. La sonde dénaturée est 

ajoutée de façon à avoir 107 cpm par filtre de 150 cm2. L'hybridation s'effectue 

une nuit à 42°C. 

concentration saline. 

2) Sonde double brin homologue marquée en 
"random priming" ou en "nick translation" 
Dans ce cas, la stringence est augmentée en jouant sur la 

La solution de préhybridation est identique à celle citée 

précédemment. Par contre, dans la solution d'hybridation, on retrouve les mêmes 

composants mais la concentration en SSC est de 4X finale. 

La température d'hybridation est calculée en fonction de 

l'homologie, du pourcentage en bases G et C et du pourcentage de formamide 

selon la formule suivante: 

Tm = 79,8°C + (18,5 * log Na+) + (58,4°C * %G+C) -

(820/pb en duplex) - 0,5 * % formamide 

3) Sonde oligonucléotidique dégénérée ou 
homologue 
Le milieu d'hybridation adapté à l'utilisation 

d'oligonucléotides est le suivant: 

ssc 
Denhardt's 
SDS 
Tampon phosphate 
ADN de sperme de saumon 

6X 
5X 

0,1 % 
25 mMpH7,5 

200 flg/ml 

Pour un oligonucléotide dégénéré, la température est fixée 

· à 55°C, alors que pour un oligonucléotide homologue, la température est calculée 

selon la formule suivante: 

Tm= 81,5°C- (16,5 *log Na+)+ 0,41 (%G+C)- (820/pb 

en duplex) 
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c) Hybrjdatjon pour sondes frojdes 

Les solutions de préhybridation et d'hybridation utilisées 

pour la détection à la digoxygénine sont les suivantes: 

ssc 
Blocking Reagent (Boehringer) 
Formamide 
N Laurylsarcosinate de Na+ 
SDS 

d) Laya2es 

5X 
2% 
5% 

0,1 % 
0,02% 

Les conditions de lavage ne varient qu'en fonction de la 
nature homologue ou hétérologue de la sonde, quel que soit le marquage utilisé. 

La stringence est augmentée pour les sondes homologues par une diminution de la 
concentration saline et par une augmentation de la température. 

Pour des sondes hétérologues, la membrane est lavée 3 fois 
15 minutes dans du SSC 2X; SDS 0,1 % à 41 oc suivi de 2 lavages de 

15 minutes dans du SSC 0,1X; SDS 0,1 % à la même température. 

Pour des sondes homologues, la seule modification concerne 
la température qui est augmentée à 52°C. 

e) Autoradiographie 

Les membranes séchées sont mises en autoradiographie sur 
un Hyperfilm MP commercialisé par la firme Amersham. 

f) Détectjon jmmunologjgue 

Pour l'hybridation réalisée avec le système DIG 
(Boehringer), la révélation s'effectue avec un anticorps reconnaissant la 

digoxygénine, qui est couplé à la phosphatase alcaline. La coloration apparaît 

après incubation avec le NBT (nitroblue tetrazolium salt) et le X-phosphate (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate), substrat de la phosphatase alcaline. 

B • Apalyse des ARN 

1 - Gel dénaturant 
La quantité nécessaire d'ARN est reprise dans le tampon de 

dénaturation suivant: 
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Formamide 50 % 
Formaldéhyde 18 % 
MOPS 1 X 
ARN repris dans de l'eau milli Q 

MOPS lOX: MOPS 0,2 M 
(Acide 4 morpholino propane sulfonique) 

Acétate de Na 0,05 M pH 7,0 
Na2EDTA O,OlN 

L'échantillon est dénaturé pendant 5 minutes à 68°C pour 

éliminer les structures secondaires, puis placé dans la glace. Du bleu de charge 

(bleu de charge 6 X : Bleu de Bromophénol 0,25%; Xylène cyanol 0,52%; 

Glycérol 30%) et du BET sont ajoutés. Le mélange est déposé sur un gel d'agarose 

dénaturant: 

Agarose 
Formaldéhyde 
MOPS 

1,2 % 
17% 
1 x 

La migration s'effectue dans du MOPS lX à raison de 5 volts 

par cm de gel. 

2 - "Northern blot" 
Le transfert est réalisé sur membrane de nitrocellulose ou de 

nylon chargé positivement dans du tampon SSC 20X pendant 16 heures. Les ARN 

y sont ensuite fixés par cuisson du filtre pendant 1 heure à 80°C. 

3 - Hybridation 
La solution de préhybridation est composée de: 

SSPE 4X 
Formamide 50% 
Denhardt's 5 x 
SDS 0,1 % 
ARNt d'E. coli 3 Jlg/ml 

SSPE 20X Naa 3,6 M 
NaH2P04 200 mM pH7,4 
EDTA 0,5 M 



Souches bactériennes et milieux de culture pour la construction 
et le criblage des banques d'ADN génomique et complémentaire. 

Milieux de culture 

LB (milieu de Luria Bertani) 

Tryptone 10 o/oo 
Extrait de levure 

NaCl 
5 o/oo 
5 o/oo 

pH7,5 

Souche bactérienne 
DP50 
C600Hfl 

SRB 

Milieu de culture 
LB 
LB 
LB 

Génotypes 

merAl 

y 10 88 

DP50 

LB +Amp 

(F- jhu A53 dapD8 lacYl glnV44 (supE44) L1 (gal­

uvrB) 47 tyr T58 (supF58) gyrA29 (Nalf) L1 (thyA) 

57hsdS3 (rt. mk-)). 

C600Hfl (F- hsdR supE44 thr-1 leuB6 thi-l lacYl jhuA21 

mcrB hflA150 : Tn 10 (Tetr). 

SRB el4- (mrc), L1 (mcrCB-HSD SMR-mrr) 171, sbcC, reel, 

uvrC, umuC: Tn (KanT), supE44, lac, gyrA96, re/Al, 

thi-l, endAl (F' proAB lacJqzL1Ml5 ). 

Y1088 p- L1(lac) Ul69supE supF hsdR (rk-mk+) metB trpR 

jhuA21 proC: Tn5 (pMC9; Tetr Ampf). 
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L'hybridation s'effectue dans le même milieu additionné de la 

sonde à raison de 70 000 cpm/cm2 de filtre et à la température définie pour la 

sonde homologue utilisée (cf IV-A-b-2). 

4 -Lavages 
Les filtres sont lavés 3 fois 15 minutes dans du SSC 2X, 

SDS 0,1 % à 60°C puis 2 fois 10 minutes dans du SSC O,lX, SDS 0,1 % à la 

même température. 

V - Construction de banques d'ADN génomique 

A - Différentes banques construites 

Trois banques d'ADN génomique de Nereis ont été construites en 

collaboration avec Agnès BÈGUE (Laboratoire d'Oncologie Moléculaire-Institut 
Pasteur de Lille): 

- une première banque a été construite par digestion partielle de 

l'ADN par l'enzyme de restriction Sau3A dans le vecteur phagique Â EMBL4. Les 
souches bactériennes utilisées pour la propagation des phages sont la DP50 
lysogène pour le bactériophage P2 et la DP50. 

- la deuxième banque a été construite par digestion totale de l'ADN 

par l'enzyme de restriction Hindiii dans le vecteur phagique Â NM1149. La 

souche bactérienne utilisée est ici la C600Hfl. 

- la dernière banque a été construite par digestion partielle de l'ADN 

par l'enzyme de restriction Sau3A dans le vecteur phagique Â DASH II. Les 

souches bactériennes utilisées sont la SRB lysogène pour le bactériophage P2 et la 

SRB. 

B - Préparation des bras du bactériopha2e pour les pha2es 
À EMBL4 et À DASHII 
Quelques microgrammes d'ADN du phage (À EMBL4 ou Â DASHII) 

sont digérés par l'enzyme de restriction BamHI dans le tampon salé approprié. 

Une ultracentrifugation en gradient de sucrose permet de séparer la région 

centrale du génome qui contient des gènes non essentiels à la multiplication du 

phage, des bras droit et gauche qui possèdent les gènes essentiels. Les bras droit et 

gauche sont récupérés en différentes fractions par une minipompe et sont 
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précipités à l'éthanol. L'ADN des bras est repris dans du TE et dialysé contre de 

l'eau. 

Tampons pour gradient de sucrose: 

Tris-HCl 20 mM pH 7,5 
NaCl 1 M 
EDTA 5 mM 
Sucrose 10 % 

Tris-HCl 
Na Cl 
EDTA 
Sucrose 

20 mMpH8,0 
lM 
5 mM 

40% 

C - Préparation de l'ADN 2épomjque 
Pour deux des banques, une aliquote d'ADN génomique de néréis 

digéré par l'enzyme Sau3A est soumise à une cinétique de digestion. 

A partir de 75 J.Lg d'ADN purifié, une digestion partielle par 

l'enzyme Sau3A procure des fragments d'assez grande taille, qui sont séparés sur 

un gradient de sucrose par ultracentrifugation pendant 17 à 18 heures. 

Les différents fragments sont ensuite récupérés à l'aide d'une 

minipompe par fractions de 0,5 ml et testés en électrophorèse pour n'utiliser que 

les fractions contenant les fragments de 10 à 20 kpb. 

Pour la deuxième banque, l'ADN a été digéré totalement par 

l'enzyme Hindlll puis purifié par extraction phénolique et dialysé. 

D - Epcapsjdatjop in vitro 
Les fractions correspondant aux fragments de 10 à 20 kpb ou l'ADN 

digéré totalement sont précipités à l'éthanol et l'ADN est mis en ligation avec les 

bras des bactériophages (Â EMBL4 ou Â DASHII) ou avec l'ADN du 

bactériophage Â NM1149 digéré par l'enzyme de restriction Hindlll. Environ 

200 ng d'ADN sont mis en présence de 800 ng de bras, de 3 unités de ligase T4 

et du tampon approprié à 37°C pendant 2 heures. L'ensemble est ensuite précipité 

à l'éthanol et mis en encapsidation (Gigapack Gold, Stratagene). La technique 

consiste en l'encapsidation de l'ADN par deux lysats complémentaires de bactéries, 

chacun étant incapable d'encapsider à l'état isolé. La complémentation est effectuée 

en présence de l'ADN du phage. 

L'encapsidation s'effectue pendant 2 heures à température ambiante à 

l'obscurité. Le mélange est complété à 1 ml par du TMG (Tris-HCl 20 mM 

pH 7,5 ; NaCl 100 mM; MgS04 10 mM; Gélatine 0,01 %). Les 
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bactériophages recombinants sont mis en adsorption avec des bactéries DP50 (ou 

SRB) lysogènes pour P2 ou des bactéries C 600Hfl (2-5.108 bactéries) par 

fractions d'environ 50 000 phages à 42°C pendant 10 minutes. Du milieu de 

culture contenant de l'agar (4 o/oo) est ajouté dans chacun des tubes et le tout est 

étalé sur huit boîtes de Pétri contenant du milieu de culture et de l'agar (12 o/oo), 

les exigences de la souche (acide diamino pimélique 50 J..lg/ml final, thymidine 

50 J..lg/ml final pour la DP50) et du MgS04 10 mM final. Les boîtes sont 

incubées, une nuit à 37°C. 

Le lendemain, les couches supérieures molles contenant les plages de 
lyse sont récupérées dans un tube et malaxées. l/5e de volume de chloroforme est 

ajouté et les bactériophages sont récupérés par centrifugation. 

La génothèque ainsi constituée est conservée à 4°C. Une partie est 

aliquotée et stockée à -20°C dans du glycérol20% final. 

VI - Construction d'une banque d'ADN complementaire 

A - Préparatjop des ARNm 
Les ARNm ont été extraits de régénérats et de métamères avec le 

"kit" de microextraction (cf.l, B, 3) (Pharmacia). Les ARNm sont ici purifiés par 

un deuxième passage sur une colonne d'oligo(dT) cellulose. 

B - Syptbèse des brips d'ADN complémentaire (Kjt Ijme 
Sayer eDNA syptbesjs de Pbarmacial 
Le premier brin d'ADN complémentaire est synthétisé avec un 

oligonucléotide oligo(dT)12-18 possédant un site de restriction Notl à son extrémité 

5', en présence des dNTP, de BSA (Sérum Albumine Bovine) et de transcriptase 

réverse (M-MLV RT, Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse Tanscriptase). 

Après dégradation du brin ARN de l'hybride ADNc/ARN par 

l'ARNase H, le deuxième brin d'ADN est synthétisé par l'ADN polymerase 1 en 

présence des dNTP puis une purification est effectuée par passage sur une colonne. 

Des adaptateurs EcoRI sont ensuite ajoutés aux extrémités des ADNe suivi d'une 

digestion par l'enzyme de restriction Notl, générant ainsi des fragments d'ADNe 

possédant une extrémité Notl et une extrémité EcoRI. Une deuxième purification 

par passage sur colonne est effectuée. 
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C - Li2ation des ADNe dans le vecteur À 2tllD 
Deux Jlg de vecteur Â gtllD (Pharmacia) sont mis en ligation avec 

une partie des ADNe. Le vecteur est déphosphorylé et permet le clonage des 
fragments Not 1/EcoRI qui sont ainsi orientés. 

D - Encapsidation in vitro 
L'encapsidation de la moitié des produits de ligation est réalisée par 

l'intermédiaire de lysats complémentaires commercialisés par la firme Stratagene. 
L'étalement et l'amplification de la banque sont réalisés de la même façon que 
celle décrite au V-D, mais la souche bactérienne utilisée est ici E. coli Y 1088. 

VII- Criblage des banques d'ADN génomique et d'ADN 
complémentaire 

A - Titre de la banque 
La banque est préalablement titrée pour connaître la quantité de 

bactériophages par ml. Plusieurs dilutions sont effectuées et des aliquotes étalées 
après adsorption dans la souche bactérienne appropriée. 

B - Etalement et repéra2e des clones 
Le criblage de la banque s'effectue d'abord grossièrement par 

plusieurs étalements de différentes dilutions sur deses boîtes contenant le milieu 
solide adapté. Une membrane de nitrocellulose 0,45 Jlm (Schleicher et Schuell) est 
déposée sur chaque boîte et les phages se fixent à la membrane en quelques 
minutes. La membrane est ensuite dénaturée dans une solution de NaOH 0,2 N; 

NaCl 1,5 M pendant 5 minutes puis neutralisée dans une solution de NaCl 

1,5 M; Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5. La cuisson de la membrane est réalisée pendant 
1 heure à 80°C. 

C - Hybridation 
Les mêmes conditions d'hybridation que celles citées en N-A-2 sont 

utilisées, selon que l'on travaille avec une sonde homologue ou hétérologue. 

D - Isolement des clones 
Les clones potentiels répondant par un spot autoradiographique sont 

purifiés: la zone correspondante est carottée avec une pipette Pasteur puis placée 

dans du TMG. Des dilutions sont effectuées et plusieurs étalements sont réalisés. 
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Les boîtes les plus représentatives sont transférées, hybridées et mises en 

autoradiographie. Deux étapes de purification par dilution sont souvent nécessaires 

avant d'obtenir des plages de lyse isolées qui, après transfert et hybridation, se 
révèlent positives. 

E - Extraction de 1' ADN pha2jgue 
Les plages de lyse positives sont carottées avec une pipette Pasteur et 

mises en adsorption à 42°C avec des bactéries (à raison de 1.109 bactéries pour 

1.107 phages). Après adsorption, du milieu LB est ajouté et le tout est mis sous 

agitation à 37°C. 4 à 5 heures après, la lyse des bactéries par les phages est 

amorcée et le petit stock constitué sert à effectuer un stock sur un plus grand 

volume. La lyse s'effectue après environ 5 heures à 37°C. Quelques gouttes de 

chloroforme sont ensuite ajoutées ainsi que du polyéthylèneglycol 10% final et 
du NaCl 0,5 M final (qui permettent la précipitation des phages). Après une nuit à 
4 °C, la culture est centrifugée et le culot repris dans du TMN. Après extraction 
chloroformique, la phase supérieure contenant les phages est additionnée de 
chlorure de césium (à raison de 1 g pour 1 ml). Une ultracentrifugation de 

5 heures à 189 400 g (SW 50.1, Beckman) permet de récupérer la bande 

correspondant aux particules phagiques (la bande est visible à partir de 1.1012 

particules phagiques). Deux dialyses d'une demi-heure dans du TNE sont 

effectuées. L'ADN est extrait après action de la protéinase K (200 J.Lg/ml ; 

5 minutes à 37°C) et de sarcosinate de sodium 1 % (15 minutes à 37°C), suivie 

d'une extraction phénolique et enfin précipité par trois volumes d'éthanol. Pour 

une meilleure purification, une dialyse contre de l'eau Milli Q est réalisée pendant 

une nuit. L'ADN est ensuite digéré par différentes enzymes de restriction. 

VIII - Amplification enzymatique par la réaction de 
polymérisation en chaîne (PCR) 

A - Conditions d'utilisation 

1 -Amorces 
Plusieurs amorces ont été synthétisées pour les différentes 

manipulations : 

- des oligonucléotides dégénérés 

OLA 5' GG(A/C) AGT GOA CCC AT(C(f) CAA CTG 3' 
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5' TGG GGC AAG AAG AAA AAC AAG CCG 3' 

5' G CT CTA G ACT G (G/C)TGG (C/G) A(A/G) TT (C/T) 3' 

OLB 

D-OL1 

D-OL2 5' G CT CTA G ACT GA (T/C) TT (T/C/A/G) TC (A/G/G) TA 
(A/G) TTCAT 3' 

- des oligonucléotides spécifiques 
Nd-OL3 5' AAC TCG CAC ATC ATC ACC 3' 

Nd-OL4 5' CTG GTC GAC CCG GAT GAA 3' 

2 - Conditions d'amplification 
Avec des amorces dégénérées 
Les premières PCR ont été réalisées sur de l'ADN 

génomique et sur des aliquotes de la banque d'ADN génomique À DASHII, dans 
des conditions peu stringentes. 

Le milieu d'amplification contient: 

ADN 
MgS04 
dA TP ,dTTP ,dGTP ,dCTP 
Amorces 

500 ng 
4 mM 

12,5 mM 
20 ng 

Taq polymerase (Vent (exo-), Biolabs) 
Glycérol 

1 unité 
5-10% 

L'échantillon est d'abord dénaturé dans le milieu 
10 minutes à 94 oc puis 30 cycles sont effectués: 

Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

1 minute à 94 °C 
1 minute à 52°C 
2 minutes à 72°C 

Les 30 cycles sont poursuivis par une élongation finale 

des brins non terminés de 10 minutes à 72°C. 

Pour les différentes PCR effectuées, les conditions 
d'amplification ont parfois été modifiées pour augmenter la spécificité et selon les 
oligonucléotides utilisés. Ces modifications concernent la concentration en Mg2+, 

la température d'hybridation et le temps d'élongation. 

- Avec des amorces homologues 

Des amorces "reverse" et "forward" (Promega) 

complémentaires des extrémités des sites de clonage multiples des plasmides pUC 
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sont utilisées pour vérifier un clonage ou pour isoler un fragment à l'aide d'un 

autre oligonucléotide spécifique interne. 

Dans ce cas, le même cycle est effectué mais la 

température d'hybridation est augmentée à 55°C pour diminuer les réactions 

aspécifiques. 

3 - Amplification sur colonie bactérienne 
Une colonie bactérienne est reprise dans 500 J.tl d'eau et 

chauffée à 100°C pendant 5 minutes. La réaction de PCR s'effectue dans le 

tampon précédent sur 20 Jll de la solution. 

B- RI PCR 
La PCR est utilisée pour amplifier l'ADN complémentaire 

synthétisé à partir des ARN messagers. 

1 ·Synthèse des brins codant des ADN complé­
mentaires 
Les premiers brins d'ADN complémentaire sont synthétisés à 

partir d'une amorce oligo(dT)18 d'un oligonucléotide dégénéré (D-OL2) ou d'un 

oligonucléotide spécifique (Nd-OL3). 

La réaction s'effectue en présence d'1 J.lg d'ARN messagers 
préalablement chauffés 2 minutes à 70°C, de l'amorce (2 J!M), de dNTP 0,5 mM 

chacun et de 20 unités d'inhibiteur d'ARNase dans un tampon adapté (Tris-HCl 
50 mM pH 8,3 , KCl 75 mM , MgCl2 3 mM). 200 unités de transcriptase 

réverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Moloney-Murine Leukemia Virus) 

(Clontech) sont ajoutées et l'incubation dure 1 heure à 42°C. La réaction est 

arrêtée par chauffage à 94°C pendant 5 minutes. 

L'ARN des hybrides ADN/ARN est ensuite hydrolysé par 

incubation avec deux unités d'ARNase H (Gibco BRL) pendant 20 minutes à 

37°C. L'enzyme est inhibée par chauffage à 100°C pendant 10 minutes. 

2 - Synthèse d'une queue poly(A) au niveau de 
l'extrémité 3' du brin d'ADN complémentaire 
La moitié du mélange d'ADN complémentaire est utilisé pour 

la synthèse de la queue poly(A). La réaction s'effectue en présence d'ATP 5 J..LM, 

de MgC12 10 mM et de 15 unités de terminale desoxynucléotidyl transférase 

(Stratagene) pendant 1 heure à 37°C dans le tampon suivant: 



Souches bactériennes et milieux de culture pour le clonage. 

Milieux de culture 

LB (milieu de Luria Bertani) 

Tryptone 10 o/oo 

SOB 

Extrait de levure 
NaQ 

Tryptone 

Extrait de levure 
NaQ 

Milieu minimum M 9 
Na2HP04 

KH2P04 

NaQ 

Nll40 
Glucose 

5 o/oo 
5 o/oo 

20 o/oo 
5 o/oo 

0,5 o/oo 

12,8 o/oo 

3 %o 
0,5 o/oo 

1 o/oo 
0,4 o/oo 

Souche bactérienne 

Plasmides JM83 
DH5a 

Phages M13 JM109 
TG 1 

pH7,5 

pH7,0 

(milieu de sélection M 9) 

Milieu de culture 

LB 
LB 

SOB 

SOB 



Cacodylate de K + 
CaCb 
DTT 

100 mM pH 7,2 
2mM 

0,2 mM 
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La réaction est arrêtée en ajoutant de l'EDT A 40 mM pH 8,0 

smvte d'une extraction chloroformique et d'une précipitation éthanolique. 

L'ADNe est finalement repris dans 50 J.d de TE. 

3 - Amplification enzymatique par PCR 
La PCR est réalisée selon le cycle décrit en VIII-A sur le 

quart de la préparation d'ADNe, en utilisant comme amorces l'oligo(dT)18 et un 

de nos oligonucléotides selon les cas envisagés. 

4 - 5' RACE "Rapid Amplification of eDNA 5' Ends" 
Le système RACE génère des ADNe en utilisant la PCR pour 

amplifier des copies de la région désirée entre une séquence dans le transcrit et 

l'extrémité 3' ou 5'. 

Pour l'extrémité 5', la transcription inverse est effectuée en 

utilisant une amorce spécifique du gène. Un homopolymère est ensuite ajouté aux 

extrémités des produits de la réaction de synthèse du premier brin. Finalement, la 

réaction d'amplification est réalisée en utilisant l'amorce hybride préalablement 

décrite et une seconde amorce spécifique du gène située en amont de la première. 

IX - Techniques de clonage. 

A - Clona~:e et sous clona~:e d'in sert 
Le clonage d'insert consiste à intégrer dans un vecteur plasmidique 

un fragment d'ADN au niveau d'un site de restriction unique et à sélectionner, 

après transformation bactérienne, les vecteurs recombinés. 

1 - Préparation des inserts 
Les inserts à cloner proviennent de fragments plus importants 

digérés par des enzymes de restriction. En fonction de la nature des extrémités du 

fragment, différentes stratégies sont utilisées. 

Si les fragments portent des extrémités cohésives compatibles 

avec celles retrouvées dans les sites multiples de clonage du plasmide, les 

fragments sont clonés tels quels dans le vecteur préparé à cet effet (voir ci-après). 



Génotypes 

JM83 

DH5a 

JM109 

TG 1 

F- araL1(lac-proAB) rpsL (Strf) (80dL1 (lacZ) Ml5)). 

supE44 L1lac Ul69 (80 lacZL1Ml5) hsdR17 recAl endAl 

gyrA96 thi-l re/Al. 

F traD36 lacJQL1(lacZ)Ml5 proAB/recAl endAl gyrA96 
(Nalf) thi hsdR17 (rk-mk+) supE44 re/Al L1(lac-proAB). 

supE hsdL15 thi L1(lac-proAB) F (traD36 proAB+ lacJQ 

lacZ..1M 15 ). 
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Si les fragments portent des extrémités franches, ils sont clonés 

dans le polylinker au niveau d'un site à coupure franche comme Smal ou Hi nell. 

Enfin, si le fragment ne possède pas d'extrémités compatibles 
avec les sites uniques de restriction des sites multiples de clonage, celui-ci est 

préparé comme suit : 

- lorsque les enzymes utilisées produisent une extrémité 5' 

protubérante, le large fragment de Klenow en présence de dNTP crée, par 

remplissage, des extrémités franches. La réaction s'effectue sur 1 J..Lg d'ADN en 

présence de 2 unités du large fragment de Klenow et de dNTP à 0,5mM chacun 

pendant 30 minutes à 37°C. 
- dans le cas d'enzymes produisant des extrémités 5', la nucléase 

S 1 est alors utilisée pour digérer les portions d'ADN simple brin et fournir des 

extrémités franches. 

Après ces divers traitements, l'insert est purifié par une 
électrophorèse sur un gel d'agarose à bas point de fusion et élué comme décrit en 

II-C-1. 

2 • Préparation des vecteurs 

a) Dj~estjons enzymatiques 
Les vecteurs utilisés pour la majeure partie des clonages sont 

les pUC 18 et 19, le pGEM 3 Z(-) notamment pour la synthèse de sondes ARN et 

l'ADN RF (forme réplicative) du phage M13. 

Les plasmides comme l'ADN du phage M13 sont digérés par 

la ou les enzymes appropriées à raison de 1 unité par microgramme de vecteur 

pendant 1 heure à 37°C dans le tampon adapté. 
Si le vecteur doit être digéré par deux enzymes de restriction, 

une extraction choroformique est effectuée après action de la première enzyme. 

La deuxième enzyme est alors ajoutée dans son tampon. Le vecteur est finalement 

purifié par électrophorèse sur un gel d'agarose (cf. II-C-1). 

Après digestion enymatique, l'enzyme est éliminée par une 

extraction chloroformique suivie d'une précipitation éthanolique ou inhibée par 

chauffage à 65°C pendant 10 minutes. 

b) Déphosphorylatjon 
Les plasmides linéarisés par une enzyme de restriction sont 

déphosphorylés par la phosphatase alcaline bactérienne (BAP). Cela permet 

d'augmenter la probabilité de ligation de l'insert dans le vecteur en interdisant la 
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recircularisation du vecteur sur lui-même. La BAP élimine le groupement 5' 
phosphate des ADN linéaires. 250 unités de BAP sont ajoutés à 0,5 J.lg d'ADN 
plasmidique dans le tampon suivant (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; MgCh 10 mM). 

La réaction s'effectue pendant 1 heure à 60°C. 

Du SDS 0,5 % et de l'EDT A 5 mM permettent de stopper la 

réaction. De la protéinase K (200 Jlg/ml) est ajoutée et le mélange est incubé 

pendant 30 minutes à 37°C. Après extraction chloroformique et précipitation 

éthanolique, l'ADN plasmidique est repris dans du TE de façon à avoir une 

concentration finale de 50 Jlg/ml. 

3 - Ligation 

) L . t" d' ~ "t ~ h ~ 0 a1ga Ion extrem1 es co es1yes 
Pour une efficacité maximale de cette réaction, il faut utiliser 

un rapport de 1 mole de vecteur pour 4 à 5 moles d'insert. 

comprend: 
Le volume réactionnel adéquat est de 10 à 20 Jll et 

de la T4 ADN Ligase 
du vecteur 
de l'insert 
du tampon de ligation 

Tampon de ligation 10 X: 

1 unité Weiss 
30 à 60 ng 

1 x 

Tris-HCl 
Mg02 
DTT 
BSA 

0,5 M pH 7,6 
100mM 
100mM 
500 J.lg/ml 

L'incubation s'effectue à 16°C pendant 3 à 4 heures. 
L'enzyme est inhibée par chauffage à 65°C pendant 10 minutes. 

b) Ligation d'extrémités franches 
La ligation d'extrémités franches est plus délicate et requiert 

des conditions particulières (faible concentration en ATP, absence de polyamines, 
forte concentration en ligase et en extrémités franches). 

Le milieu réactionnel est donc adapté: de l'héxamine cobalt 
est ajouté à raison de 1J.1M (cette molécule augmente considérablement la capacité 

de ligation des extrémités franches) et la quantité de ADN ligase du phage T4 est 

augmentée à 5 unités. 
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4 - Transformation bactérienne 
Les sondes, pour être utilisées, doivent être amplifiées. Pour 

cela, les plasmides recombinés sont intégrés dans des bactéries rendues 
compétentes. 

a) Bactéries compéteptes 

Technique au chlorure de calcium 
1 colonie est incubée une nuit sous agitation dans son milieu 

de culture à 37°C. 5 ml de cette culture sont ajoutés à 50 ml de milieu de culture 

et incubés environ 2 heures à 37°C jusqu'à l'obtention d'une DO de 0,5 à 600 nm 
(soit environ 108 cellules/ml). 

La culture est centrifugée à 2 500 g (GP centrifuge, 

Beckman) pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est repris dans 40 ml de CaCb 

50 mM froid et laissé 20 minutes dans la glace. Après une centrifugation selon les 

mêmes paramètres, le culot est repris par 0,4 ml de CaCb 50 mM. Les bactéries 
ainsi rendues compétentes sont utilisables pendant 48 heures par aliquotes de 
300 fll pour chaque transformation. 

Alternativement, le culot peut être repris par 0,4 ml de 

CaCb 50mM contenant 20% de glycérol. Les aliquotes de bactéries peuvent alors 
être conservées plusieurs mois à -70°C. 

Technique au chlorure de rubidium 
Une colonie est reprise dans 5 ml de milieu de croissance et 

incubée à 37°C jusqu'à l'obtention d'une DO de 0,3 à 550 nm. 

Milieu de croissance: Bactotryptone 
Extrait de levure 
NaQ 
KQ 
MgS04 

2% 
0,5 % 
10 mM 

2,5 mM 
0,4% 

100 ml de milieu inoculés avec 1 ml de la préculture sont 
incubés à 37°C jusqu'à l'obtention d'une DO de 0,48 à 550 nm. Après une 

centrifugation de 5 minutes à 200 g (JA 14, Beckman) à 4°C, le culot est repris 

dans 30 ml de tampon TfB 1 et placé dans la glace pendant 20 minutes. 



Tampon TfB 1: RbCl2 
MnCl2 
CaCl2 
KAc 
Glycérol 

100 mM 
50 mM 
10 mM pH5,8 
10 mM 
15 % 
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Les cellules sont à nouveau centrifugées selon les mêmes 

paramètres, puis elles sont reprises dans 4ml de tampon TfB2. 

Tampon TfB2: MOPS 
RbC12 
CaC12 
Glycérol 

10 mM pH7,0 
10 mM 
75 mM 
15 % 

Les bactéries rendues compétentes sont stockées à -70°C par 

aliquotes de 200 Jll. 
Par cette technique, la fréquence de transformation peut être 

supérieure à 5.108 colonies transformées par microgramme d'ADN plasmidique 

superenroulé. 

Technique utilisée pour les bactéries JM109 ou TGl 
en vue d'une transformation par l'ADN RF du phage 
M13 
Quelques colonies bactériennes sont inoculées dans 30 ml de 

milieu SOB contenant 20 mM de MgS04 à 37°C jusqu'à l'obtention d'une DO de 

0,8 à 600 nm. 

La culture est centrifugée à 2 500 g (GP centrifuge, 

Beckman) pendant 10 minutes à 4°C et le culot est repris dans 20 ml de milieu 

FSB. 
MilieuFSB: AcK 10 mM pH7,5 

MnC12 45 mM 
CaC12 50 mM 
KCI 100 mM 
Hexamine CoCl 3 mM 
Glycérol 10 % 

Le mélange est laissé 10 minutes dans la glace puis est 

centrifugé selon les mêmes paramètres. Le culot est repris dans 4 ml de milieu 

FSB auxquels sont ajoutés 140 Jll de DMSO (Diméthyl Sulfoxide). Après 15 

minutes dans la glace, 140 Jll de ~ Mercaptoéthanol 2,25 M sont ajoutés, et la 

suspension est placée 5 minutes dans la glace. Après avoir ajouté à nouveau 
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140 J.ll de DMSO, les bactéries ainsi rendues compétentes sont aliquotées par 
fractions de 50 J.ll et conservées à -70°C jusqu'à utilisation. 

b) Transformation bactérjenne 
L'ADN plasmidique est introduit dans les bactéries 

compétentes par choc thermique (perméation temporaire de la paroi des 
bactéries). 

Transformation par un plasmide 
La moitié du mélange de ligation est ajoutée à une aliquote de 

bactéries compétentes. Le tout est laissé 20 minutes dans la glace. Le choc 
thermique est effectué en plaçant ensuite le mélange 90 secondes à 42°C puis 
immédiatement 2 minutes dans la glace. 

1 ml de milieu de culture supplémenté de 16 J.ll de glucose 
10% est ajouté. L'incubation dure 1 heure à 37°C. Différents volumes sont 
ensuite étalés sur un milieu gélosé contenant les facteurs de sélection (Ampicilline 
50 mg/ml, X-Gal 0,005% et IPTG 0,05 M). 

Les boîtes sont incubées retournées pendant une nuit à 37°C. 

Transformation par l'ADN RF du phage M13 
Des bactéries TOI ou JM109 sont rendues compétentes par la 

technique de Hanahan (1983 ). 
La moitié du mélange de ligation est utilisé pour la 

transformation. Après le choc thermique effectué comme cité ci-dessus, 200 J.ll de 
bactéries indicatrices (culture d'une nuit), sont ajoutés. Différentes dilutions sont 
étalées en présence de X-Gal et d'IPTG sur milieu du gélosé LB. 

5 - Sélection des colonies et vérification du clonage 

a) Plasmjdes 
Les colonies transformées par un plasmide recombiné 

apparaissent blanches, car l'insertion modifie le cadre de lecture du gène lacZ et 

empêche la synthèse de l'enzyme ~ galactosidase. Les vecteurs non recombinés 
permettent la synthèse de cette enzyme qui peut ainsi dégrader son substrat 
(X-Gal) entraînant l'apparition de la couleur bleue. 

Quelques clones mis en culture sont testés par la méthode dite 
de Boiling (mini-préparation) (Sambrook et al., 1989) qui permet un isolement 
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rapide de l'ADN plasmidique pour s'assurer de la présence des plasmides 

recombinés. 

Les plasmides sont alors testés par des digestions 

enzymatiques appropriées puis visualisés sur un gel d'agarose. 
La présence du plasmide recombiné peut aussi être testée par 

PCR, directement sur colonie bactérienne en utilisant les oligonucléotides 

""reverse" et "forward" du pUC (cf VIII-A-2). 

Si le clonage s'avère bon, une préparation plus importante et 

plus pure des plasmides est alors effectuée (cf 11-B). 

b) ADN RF du pha2e Ml3 
Une minipréparation de la forme double brin du phage M13 

va permettre de vérifier que l'insert est bien cloné. 
Une plage repiquée dans 2 ml de milieu de culture est 

incubée pendant 4 heures à 37°C en présence de 50 f..ll de bactéries (culture de 

8 heures) sous agitation. La culture est centrifugée à 15 000 g (Microfuge, 
Beckman) pendant 5 minutes à température ambiante. Les bactéries infectées sont 

culottées alors que les particules phagiques se trouvent dans le surnageant. 

Le culot cellulaire est repris dans 100 f..Ll de solution 1 
(Glucose 50 mM; EDTA 10 mM pH 8,0; Tris-HCl 25 mM pH 8,0) et 100 f..ll 

de solution 2 (NaOH 0,2 N; SDS 1 %). Après une incubation de 5 minutes à 

température ambiante, 150 f..ll d'acétate de potassium 3 M sont ajoutés et le 

mélange est laissé 5 minutes dans la glace. Une centrifugation de 5 minutes à 
15 000 g (Microfuge, Beckman) à 4°C est réalisée. Le surnageant est extrait par 

un volume de phénol/chloroforme ( 1/1) puis précipité par 2 volumes d'éthanol. 

Après une nouvelle centrifugation, le culot est lavé à l'éthanol 

75% puis repris dans 50 f..Ll de TE. De l'ARNase Tl est ajoutée à raison de 

20 f..Lg/ml et des digestions enzymatiques sont effectuées afin de ressortir le 
fragment cloné. 

B - Clooa2e des produits de PCR 
Pour les amplifications enzymatiques réalisées avec des 

oligonucléotides synthétisés avec un site de restriction au niveau de l'extrémité 5', 

les produits de PCR sont dialysés sur une membrane 0,022 J.lm (Millipore) contre 

du TE pendant 2 heures. Une digestion enzymatique par l'enzyme de restriction 

(Xbal) est effectuée et le produit de PCR est finalement cloné dans un vecteur 

pUC digéré par la même enzyme et déphosphorylé (cf. IX-A-2). La 

transformation bactérienne est ensuite réalisée comme décrit en IX-A-4. 
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Pour les amplifications enzymatiques réalisées avec des 

oligonucléotides ne possédant pas de site de restriction, les produits de PCR sont 

dialysés puis un groupement phosphate est ajouté au niveau de l'extrémité 5'. La 
réaction s'effectue sur 500 ng de produits de PCR dans un tampon supplémenté en 

ATP 1 mM pendant 45 minutes à 37°C avec 20 unités de polynucléotide kinase du 

phage T4. La réaction est arrêtée en chauffant 10 minutes à 60°C. Une extraction 

chloroformique puis une précipitation éthanolique sont effectuées et l'ADN est 

repris dans du TE. Le clonage dans un vecteur digéré par l'enzyme Smal 
(extrémités franches) et la transformation bactérienne sont réalisés comme cité au 
paragraphe IX-A. 

X - Séquençage selon Sanger et al. (1977) 
Cette méthode de séquençage est basée sur la terminaison base spécifique 

de réactions d'extension d'amorces catalysées par l'ADN polymérase du phage TI. 
Quatre réactions sont menées parallèlement, chacune contenant l'amorce, la 

matrice et les quatre désoxynucléotides, et un didéoxynucléotide différent qui 

termine spécifiquement l'extension. 

A - Séguença2e d'une matrjce sjmple brin 

1 - Préparation de matrices simple brin d'ADN de 
phage M13 
Les fragments à séquencer sont clonés au niveau d'un site unique 

de clonage de la forme double brin de l'ADN du bactériophage M13. Ces ADN de 

phages recombinés sont ensuite introduits dans des bactéries comme décrit en 

IX-A. 

Culture des phages M13 recombinés 
Une colonie bactérienne est relancée dans le milieu de culture 

SOB jusqu'à une DO de 1 à 600 nm. Cette culture est diluée au cinquantième dans 

un volume de 12,5 ml et inoculée avec une plage de M13. L'incubation dure 

environ 5 heures à 37°C sous agitation. Les bactéries sont ensuite culotées par 

deux centrifugations successives de 10 minutes à 5 000 g (JA 20, Beckman) à 

4°C. 
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Isolement de la matrice simple brin 
Aux 10 ml de surnageant sont ajoutés 2 ml de PEG 20% et 

NaCl 2,5 M pour précipiter les phages. La solution est placée 30 minutes dans la 

glace. Les phages précipités sont collectés par une centrifugation de 15 minutes à 

5 000 g (JA 20, Beckman). Après élimination du surnageant, le culot est séché 

puis repris par 500 J..Ll de TE. Deux extractions au phénol/chloroforme suivies de 

deux extractions au chloroforme sont réalisées, puis l'ADN est précipité par 

0,1 volume d'acétate de sodium et deux volumes d'éthanol pendant une demi­

heure à -20°C. Après une centrifugation de 30 minutes à 15 000 g (Microfuge; 

Beckman,), le culot est séché et repris par 50 J..Ll de TE. Cette méthode produit 

environ 80 J..Lg d'ADN. 

2 - Séquençage d'une matrice simple brin M13 
1,5 à 2 J..Lg d'ADN simple brin sont nécessaires pour la réaction 

de séquence. L'amorce utilisée pour la réaction peut être soit le Primer Universel, 

soit un oligonucléotide spécifique du fragment à séquencer. 

L'amorce est hybridée à la matrice et à cette solution est ajouté 

un mélange de marquage, le nucléotide marqué au 35S et l'ADN polymérase du 

phage T7. Le tout est réparti dans les quatre tubes contenant les dNTP et 

respectivement un didéoxynucléotide. 

Une aliquote de chacun des échantillons est déposée sur un gel de 

polyacrylamide dénaturant. 

B - Séquepçaa:e d'une matrice double brjp 
Un fragment cloné dans un vecteur plasmidique tel que le pUC peut 

être séquencé directement en utilisant les amorces "reverse" et "forward" 

spécifiques du pUC ou un oligonucléotide spécifique du fragment à séquencer. 

Préalablement à la réaction d'hybridation de l'amorce, le vecteur 

double brin doit être dénaturé par de la soude à 0,2 N finale pendant 10 minutes 

à température ambiante. 1,5 à 2 J..Lg d'ADN sont ici aussi nécessaires pour la 

réaction de séquence qui se poursuit coinme décrit en IX-A 

C - Electrophorèse 
La migration des échantillons s'effectue sur un gel de polyacrylamide 

6 %-urée 7 M à 1400 volts. Le gel est ensuite séché puis directement mis en 

autoradiographie pendant 1 ou 2 jours. 
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XI - Hybridation moléculaire in situ 
L'hybridation in situ permet de détecter et de localiser des séquences 

nucléotidiques (ADN et ARNm) au niveau d'une coupe de tissus, d'étalement 
cellulaires ou de préparation chromosomiques. Elle repose sur la spécificité de 
l'appariement entre deux séquences nucléotidiques complémentaires, celle à 
détecter et celle de la sonde (ADN ou ARN). 

Les précautions d'utilisation définies pour le travail des ARN sont à 
prendre pour la fabrication et la manipulation des coupes ainsi que pour la 
préparation des sondes et l'hybridation. 

Les lames sont traitées par une solution de TESPA (3 Amino-Propyl­
Tri-Ethoxy-Silane) à 2% dans de l'acétone et les lamelles siliconées. 

A - Préparation du matériel histolo&igue 
Les différentes parties du corps de l'animal utilisées pour la 

préparation de coupes sont: 
- des tronçons de métamères 
-des régénérats de pygidium à 3, 7, 12 et 21 jours 
- des prostomiums 

Les différentes pièces sont lavées plusieurs fois dans du PBS puis 
fixées dans du PAF (paraformaldéhyde à 4 % dans du tampon PBS) pendant 16 
heures à 4 °C. Elles sont ensuite lavées plusieurs fois dans du PBS puis 
déshydratées par une série de bains dans l'éthanol à 70%, 96% et 100 %, suivie 
d'un bain dans du butanol. 

Les pièces sont finalement incluses dans du Paraplast (paraffine et 
DMSO). Les blocs ainsi constitués peuvent être conservés plusieurs mois à 
température ambiante. 

Les coupes sont effectuées au microtome avec une épaisseur de 7 Jlm 
et récupérées sur les lames passées au TESPA. Elles sont ainsi conservées jusqu'à 
utilisation à 4 °C. 

B - Margua&e radioactif de sondes ARN sens et antisens 
La sonde est clonée dans le vecteur pGEM 3Zf(-) qui contient les 

promoteurs des ARN polymerases des bactériophages SP6 et T7 dans des 
orientations opposées et flanquant la région des multiples sites uniques de clonage. 

Ce vecteur possède le gène lacZ qui permet une sélection des clones recombinés 
par la coloration blanc-bleu. 
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Ce vecteur permet la synthèse sélective d'ARN à partir de l'un ou 

l'autre des deux brins d'ADN en fonction de la polymérase utilisée. 

Le marquage de la sonde se faisant avec un précurseur radioactif, l' 
ATP 35S, la réaction est effectuée dans des tubes siliconnés et en présence de 

dithiothréitol 10 mM (DIT). 

Le plasmide recombiné est linéarisé par une enzyme de restriction 

appropriée, avant d'être marqué. 

Le mélange réactionnel est le suivant: 

Tampon de transcription 
(Riboprobe Gemini System Il, Promega) 

DTT 
ATP 
GTP 
UTP 
RNase Block II (Stratagene) 
ARNt d'E. coli 
Plasmide linéarisé 
ATP 35s (lOOOCi/mmole) 
ARN polymérase SP6 (Stratagene) 
ARN polymér3:_se T7 (Stratagene) 

1 x 

30 mM 
0,4 mM 
0,4 mM 
0,4 mM 

1 u 
200 J.Lg/ml 

2J.Lg 
200 J!Ci 

8U 
2,5 u 

Le mélange réactionnel est incubé 1 heure à 37°C. 8 unités d'ARN 

polymérase SP6 (Stratagene) ou 2,5 unités d'ARN polymérase T7 sont de nouveau 

ajoutées, puis une incubation de 1 heure à 37°C est réalisée. 

Le plasmide et le fragment d'ADN sont ensuite digérés par une 

ADNase (RQ1 DNase, Promega) dans du tampon RQ1 (Tris-Hel 10 mM pH 7,9; 

NaCl 10 mM; MgCl 6 mM) pendant 30 minutes à 37°C. 

Une extraction au phénol-chloroforme est effectuée, puis la sonde est 

précipitée pendant 10 minutes à -70°C dans le mélange suivant: 

Acétate de sodium 
DTT 
ARNtd'E coli 
Ethanol 

0,2 M 
0,1 M 
100 ng 

2 volumes 

Après une centrifugation de 15 minutes à 15 000 g (Microfuge, 

Beckman), la sonde est reprise par 70 J.Ll d'eau Milli Q, 20 J.Ll ARNt d'E coli 

( 5 J.Lg/ml) et 40 J.Ll de DTT 1 M. 
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C - Purification des sondes 
Les sondes sont purifiées par passage sur une colonne de purification 

des ARN radiomarqués (Sephadex fine G-50 ; Quick Spin Column, Boehringer). 

La longueur de la sonde est caractérisée sur un gel d'agarose 

dénaturant (formamide/formaldéhyde) (voir "Northern blot" en IV-B-2). 

Le dosage de la sonde est effectué sur une aliquote de 2 Jll par 

scintillation liquide. 

D - Hybridation-Lavaa:es 

1 - Déparaffinage et réhydration des coupes 
Les coupes sont plongées dans un solvant de la paraffine, le 

xylène, 2 fois 10 minutes à température ambiante, suivi d'une série de bains 

d'éthanol (96 %, 70% puis 30 %) et d'eau MilliQ pour permettre la 

réhydratation. 

2 - Elimination du paraformaldéhyde 
Cette étape permet d'éliminer le paraformaldéhyde qui peut 

inhiber la protéinase K. 

Les lames sont plongées 10 minutes à température ambiante dans 

une solution de Glycine 0,1 M; Tris-Hel 0,2 M pH 7,4. 

3 - Perméation des tissus 
Les lames sont rincées dans du tampon PK pendant 5 minutes à 

Tampon PK: Tris-Hel 
EDTA 

100 mM pH 8,0 
50 mM 

Elles sont ensuite incubées avec de la protéinase K à raison de 

1 mg/ml dans le même tampon, 15 minutes à 37°C. Les lames sont rincées 

brièvement dans de l'eau Milli Q. 

4 - Post-fixation 
Cette étape est réalisée dans du PAF pendant 15 minutes à 

température ambiante, suivie d'un lavage dans du PBS de 5 minutes. Elle permet 

un meilleur attachement du matériel sur les lames. 



5 - Acétylation 
L'acétylation est effectuée dans le tampon suivant: 

Triéthanolamine 
Anhydride acétique 

0,1 M pH 8,0 
0,25 % 
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pendant 10 minutes à température ambiante. Cela permet la 

neutralisation des charges négatives et évite l'apparition du bruit de fond. 

Les lames sont lavées brièvement dans du SSC 2X puis 2 fois 

5 minutes dans de l'eau Milli Q. 

6 - Deshydratation 
Les coupes sont déshydratées par des passages successifs de 

5 minutes chacun dans des bains d'éthanol à 30 %, 70 %, 96% et 100 %. 

7 - Hybridation 
Le mélange d'hybridation est le suivant: 

Na a 
Tris-Hel pH8,0 
EDTA 
Sulfate de Dextran 
Denhart's 
DTT 
Formamide 
Sonde 

300 mM 
20 mM 

5 mM 
10 % 

1 x 
100 mM 
50% 

1 à 20.103 cpm/Jll 

Le milieu d'hybridation est déposé sur la lame à raison de 30 fll 

par demi lame et recouvert d'une lamelle siliconée. 

L'hybridation est réalisée à 55°C dans une boîte humidifiée par 

des mouchoirs absorbants saturés par une solution de 50 % de formamide dans du 

SSC4X. 

8 -Lavages 
Les lavages permettent de décrocher la sonde fixée de manière 

aspécifique et donc de réduire au maximum le bruit de fond. 

En fonction de l'homologie de la sonde avec la séquence 

recherchée, deux facteurs interviennent, la température et la salinité. 

Les lames sont plongées dans la solution de lavage 1 pendant 

30 minutes puis 1 heure à température ambiante sous agitation puis pendant 

30 minutes à 60°C dans la solution 2. 



Solution 1: 

Solution 2: 

ssc 
DTT 

4X 
10 mM 

NaCl 0,15 M 
Tris-HCl 20 mM pH 8,0 
EDTA 5 mM 
DTT 100 mM 
Formamide 50 % 
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Une digestion par l'ARNase A est ensuite effectuée. Elle permet 
d'éliminer spécifiquement les portions simple brin des ARN mal appariés. 

Les lames sont plongées dans du tampon ARNase A contenant 

20mg/ml d'ARNase A pendant 1 heure à 37°C, puis rincées dans le tampon 
ARNase A pendant 5 minutes à 37°C. 

Tampon ARNase A : NaO 
Tris-Hel pH 7,5 
EDTA 

0,4 M 
10 mM 

0,05 M 

Les lavages sont terminés par un bain de 15 minutes à 60°C dans 
du SSC 2X suivi d'un autre bain de 15 minutes à 60°C dans du SSC 0,1X. 

9 · Deshydratation 
Les lames sont déshydratées par des passages successifs de 

5 minutes dans de l'éthanol à 30%, 70%, 96% et 100%. 

E - Autoradjoeraphje 
L'émulsion (LM1, Amersham) est fluidifiée à 45°C. 

Les lames sont plongées verticalement dans l'émulsion puis séchées et 

stockées dans une boîte contenant un agent dessicateur (Silicagel) à l'abri de la 

lumière pendant une période allant de 30 jours minimum à 3 mois. 
Les lames sont développées dans du D19b (Kodak) à 18-20°C pendant 

2 minutes et demie, rincées rapidement à l'eau puis fixées par du thiosulfate de 

sodium pendant 5 minutes. Elles sont lavées 10 minutes à l'eau courante puis 

5 minutes dans de l'eau distillée. Les lames sont finalement colorées au Bleu Azur 
II (0,1 %) et montées dans du XAM (Gurr, BDH). 
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