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RESUME

L'objectif de ce travail a été la caractérisation de la structure et de la fonction
du facteur de transcription ERM, plus particuli¢rement de son domaine de liaison 4 I'ADN et
de ses domaines responsables de la transactivation. ERM constitue avec PEA3 et ER81 le
groupe PEA3 appartenant a la famille Ets. Une région d'environ 85 acides aminés, baptisée
domaine ETS, constitue le signe de reconnaissance de cette famille. Le domaine ETS porte
l'activité de liaison a I'ADN et toutes les protéines Ets se lient & un motif riche en purine
GGA. Une relative spécificité de reconnaissance est assignée a chaque membre de la famille
par la nature des nucléotides flanquant ce noyau. Le domaine ETS ne présente aucune identité
de séquence avec les domaines de liaison a ' ADN déja caractérisés.

Grace a la méthode de "Hydrophobic Cluster Analysis", nous avons prédit que le domaine
ETS était organisé en cinq hélices comprenant peut-&tre un motif hélice-coude-hélice. Nous
nous sommes ensuite attachés a I'étude de l'effet de mutations ponctuelles dans le domaine
ETS de ERM. Puis nous avons délimité deux domaines diminuant I'activité de liaison a I'ADN
de ERM; une zone située dans la région carboxy-terminale de ERM (Ct) et l'autre localisée
dans la partie centrale (domaine nommé ADID) inhibent de maniere indépendante la fixation
a I'ADN de ERM. L'activation transcriptionnelle par ERM requiert la présence d'un peptide
correspondant aux 72 premiers acides aminés de ERM () qui recouvre le domaine riche en
résidus acides conservé entre les trois membres actuellement connus du groupe PEA3. La
transactivation par o est réprimée par l'expression du domaine transactivateur de VP16, ce qui
indique que o et VP16 possédent probablement des cofacteurs communs présents en quantité
limitante. o présente une activité intrinséque d'augmentation de la transcription au méme titre
que le second domaine transactivateur de ERM, Ct. Ct possede donc un rdle double puisqu'il

exhibe une activité d'inhibition de la liaison 4 ' ADN. Contrairement a celle de o, I'activité de



Ct n'est pas réprimée par l'expression de VP16. a et Ct fonctionnent en synergie pour
augmenter la transcription, ce qui confirme qu'ils n'agissent pas par les mémes mécanismes.
La séquence correspondant 2 o et a Ct ne semble pas conservée au sein de la famille Ets,
indiquant que la spécificité de ERM repose sur des modes de fonctionnement distincts et sur

des interactions avec des cofacteurs spécifiques.



INTRODUCTION



De la somme d'informations accumulées sur la régulation de la
transcription chez les eucaryotes émergent deux idées essentielles : la régulation de
la transcription est complexe et elle met en jeu l'action conjointe de nombreux
facteurs qui modulent de concert la transcription. Ces facteurs sont des protéines qui
se fixent de maniere spécifique a 'ADN sur un ou plusieurs éléments de réponse
(appelés également séquences cibles), en amont ou en aval du site d'initiation de la
transcription, pres de lui ou au contraire a une distance éloignée. Les facteurs de
transcription peuvent interagir directement ou non avec la polymérase et exercer un
effet activateur et/ou répresseur. Certains s'avérent incapables de se fixer de maniere
spécifique sur I'ADN mais pourront réguler la transcription en agissant sur un autre
facteur lié a sa séquence cible, en modulant par exemple la stabilité du complexe
ADN-protéine formé. Dans ces conditions, il convient de considérer le terme de
facteur de transcription comme polysémique. Liaison 3 'ADN, modulation de la
transcription, multimérisation, fixation d'un ligand ou d'un facteur modulant I'activité
de cette protéine sont autant d'exemples de fonctions portées par le facteur de
transcription.

Pour ma part, j'adopterai ce vocable pour désigner une protéine portant au minimum
les polypeptides requis pour les activités de liaison & 'ADN et de modulation de la
transcription. Ces deux fonctions sont traditionnellement attribuées a des domaines
distincts et indépendants. La nomenclature des facteurs de transcription s'est établie
sur la base de leur identité de séquence dans le domaine de liaison a ' ADN, étant
donnée la grande conservation de celui-ci. Chaque famille de facteurs de
transcription utilise la méme structure de reconnaissance de ' ADN : le doigt de zinc,
le domaine basique hélicoidal des protéines a "leucine zipper" ou a motif hélice-

boucle-hélice et le motif hélice-coude-hélice sont les motifs les plus répandus et



I'essentiel de leur structure spatiale et de leur mode d'interaction avec 'ADN est
connu. En revanche, les domaines de modulation de la transcription sont beaucoup
moins bien caractérisés : la richesse en certains acides aminés (proline, glutamine,
résidus acides ou hydroxylés...), souvent adoptée comme signe distinctif, ne
constitue pas un indicateur absolu de la présence d'un domaine responsable de la
transactivation. En outre, 1'élucidation du mode de fonctionnement de ces domaines

tient toujours en haleine la communauté scientifique.

1. Portrait de famille.

A l'origine, le proto-oncogene ets a été distingué comme I'homologue
aviaire de v-ets, partie intégrante de la fusion gag-myb-ets du rétrovirus E26
(Leprince et al., 1983). c-ets-1 qui, chez le poulet, en vertu d'un épissage alternatif,
encode deux protéines, p54 (Duterque et al., 1988) et p68 (Leprince et al., 1988),
constitue le membre fondateur d'une famille qui s'agrandit réguliérement. Avec la
découverte d'autres genes présentant des identités de séquence avec c-ets-1, il est
rapidement apparu que le domaine ETS par sa grande conservation constituait les
armoiries de la famille ETS (Karim et al., 1990).

En utilisant la technique d'amplification en chaine par polymérase (PCR) a l'aide
d'oligonucléotides dégénérés recouvrant le domaine ETS, Degnan et al. (1993) ont
montré que des membres de la famille ets étaient présents chez des invertébrés
inférieurs tels que les éponges, les cnidaires, les nématodes, etc... confirmant que les
geénes de la famille ets sont apparus avant la dichotomie diploblastes-triploblastes.
En revanche, cette méthode n'a pas permis de détecter de genes efs chez les plantes,
les champignons ni les protozaires, ce qui ne signifie pas obligatoirement qu'il
n'existent pas : il est en effet toujours plus aisé de démontrer I'existence d'un géne
que de prouver qu'il est absent.

L'analyse structurelle et fonctionnelle de I'ensemble des membres de la famille ets a

permis dans un premier temps une classification grossiére : par exemple SPI-1 qui ne
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présente que 37% d'identité de séquence en acides aminés dans le domaine ETS avec
c-Ets-1 a été catalogué comme le membre le plus éloigné (Lautenberger et al., 1992).
L'analyse du taux de divergence montre que la famille efs constitue un groupe trés
ancien de génes qui peuvent étre répartis en deux sous-familles : ETS et SPI, la sous-
famille ETS comprenant alors neuf groupes : ETS, ERG, ELG, ER71, PEA3, ELK,
ELF, DETS4 et YAN/POK (Fig. 1) (Laudet et al., 1993). Le groupe PEA3 comprend
ERM (gene isolé dans notre groupe), ER81 et PEA3. 1l est de plus probable que la
diversité observée a ce jour au sein de la famille ets existait déja avant la divergence
arthropodes/vertébrés, soit il y a plus de 500 millions d'années. En effet, les génes D-
ets-2, D-ets-3, elg et E74 sont les équivalents respectifs chez la drosophile des genes

de vertébrés c-ets-1/c-ets-2, erg/fli-1, GABP et elf-1.

SOUS-
GROUPES poAMILES
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des genes de la famille ers établi en fonction de
leur identité de séquence dans le domaine ETS selon Laudet et al. (1993).

Les geénes de la drosophile sont soulignés. Les cercles ombrés représentent les
duplications de génes ancestraux. Certains membres de la famille dont la séquence a
été publiée ultérieurement ne sont pas représentés. H, C, V, X, SU et D signifient
respectivement Homme, Poulet, Virus, Xénope, Oursin et Drosophile.



Parmi les curiosités, on peut noter la disposition en tandem des genes c-ets-1/fli-1 et
c-ets-2/erg. En effet, chez I'homme c-ets-1 et fli-1 sont tous deux localisés sur le
chromosome 11 alors que c-ets-2 et erg se situent sur le chromosome 21. La
duplication du tandem aurait donc eu lieu avant I'apparition des amphibiens puisque
le xénope possede a la fois c-ets-1 et c-ets-2.

Le second point intéressant est celui de la position du domaine ETS : pour Elk-1,
SAP-1 et ERP/NET (nomm¢ aussi SAP-2), il est en position amino-terminale, pour
Elf-1 et YAN/POK, il est central et pour le reste de la famille ets il se situe en
carboxy-terminal. Un phénoméne d' "exon shuffling" (qui correspond a un

mouvement d'exons dans le géne) serait responsable de cette disposition.

2. Le domaine ETS.
2.1. Définition.
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

HETS] GSG—--PI QUAQFLLELITIKS --CQSFISWIG-DGWEFKLS--DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI THKTA-GKRYVYRFVCIL QSILG 93
CETS] GSG—PI QUAQFLLELLITKS --CQSFISWIG-DGWEFKLS--DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI THKTA-GKRYVYRFVCIL, QSLLG 93
VETS  GSG---PI QUAQFLLELLTIKS --COSFISWIG-DGWEFKLS-~DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNVIHKTA-GKRYVYRFVCTE, QSLLG 93
XETSIA GSG---PI QLWQFLLELLTIKS --OQSFISWIG-DGWEFKLS--DPTEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNTTHKTA-GKRYVYRFVCDL QSLIG 93
XETS1B GSG-—-PI QUAQFLLELLTIKS --CQSFISWIG-DGWEFKLS--DPDEVA RRAWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNT THKTA-GKRYVYRFVCIL, QSLLG 93
HETS2 GSG---PT QUAQFLLEILSIKS ~-CQSFISWIG-DGWEFKLA--DPDEVA RRAGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNITHKTS-GKRYVYRFVCTL QNLLG 93
CETS2 GSG---PT QUAQFLLELLTIKS --CQSFISWIG-DGWEFKLA--DPDEVA RRWGRRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNI THKTS-GKRYVYRFVCIL QNLLG 93
XETS2A GSG---PI QUWQFLLELLTIKS --CQSFISWIG-DGWEFKLT--DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEXL SRGLRYYYIRNITHRTS-GRRYVYRFVCTE, HNLLG 93
XETS2B GSG---PI QUWQFLLELLITKS ~-CQSFISWIG-DGWEFKLA--DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDRNITHRTS-GKRYVYRFVCIL, HNLLG 93
SUETS2 GSG---PT QUAQFLLELLIDKT ~~CQHITSWIG-DGWEFKLS--DPDEVA RRWGKRK-NKPKMNYEKLSRGLRYYYDKNITHKTA-GKRYVYRFVCTL QSLLG 93

GSG---PT QLWQFLLEILLIKT --OQSFISWIG-DGWEFKLT--DPDEVA REWGIRK-NKPKMNYEXLSRGLRYYYTKNITHKTA-GKRYVYRFVCIL, QNLVG 93
ERG  GSG-—-QI QUAQFLLETISDSS --NSSCTTWEG-TNGEFKMT--DPCEVA RRWGERK-SKPNMNYTKLSRALRYYYDKNIMIKVH-GKRYAYKF-~IF HGIAQ 91
FLI  GSG-——QI QUAQFLLEILSDSA --NASCTTWEG-INGEFKMI--DPTEVA RRWGERK-SKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMIXVH-GKRYAYKF--IF HGIAQ 91
SUERG  ?SG---QT QUWOFLLELLSDSS --NANCTTWEG-TNGEFKMT--DPDEVA. RRWGERK-SKPNMNYTKLSRALRYY YOKNIMIRVH-GKRYAYKF~~IF AGLAQ 90
DETS3 GSG---QI QUAWQFLLETISDSN --NASCTTWEG-TNGEFKLT--DPDEVA REWGERK-SKENMNYDKLSRALR???77722222222222222222272 222?22 64
DETS4 GG---SHI HUWQFLKEULASFQ VNGTA-TRWIDRSKGIFKIE--DSVRVA KUWGRRK-NRPAMNYDKLSRSTRQYYKKGIMKKTERSQRIVYQF-CHP ~--YS 92
DETS6 GSG--G0T QUWQFLLEIIADSS ~-NANATSWEG-QSGEFRLI--DPTEVA RRWGERK-AKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMIXVH-GRRYAYKF--IF HGLMA 92
GABP  G--NNGQT QUWQFLLELLTTKD --ARDCTSWUG-DEGEFKIN--QPELVA QKWGORK-NKPTMNYEKL SRALRYYYDGDMICKVR-GKRFVYKEVCTL KTLIG 94
DELG  GSRNGV QUWOFLLEYUTICE --HITNIEWVG-TEGEFKLT--DPDRVA RUWGEKK-NKPAMNYEKLSRALRYYYDGIMISKVS-GKRFAYKFDCIX, KLLIG 96

:

PCK NIN--GRL -LINOFLOOLINCRN --DPAGLA. KLNGIQK~-NHLSMNYDKMSRALRY Y YRVNILRKVO-GERHCYOFLRNP TELKN 96
SAP1  ---MDSAT TLWOFLILIICKPQ —-NKHMICWISMDG-QFKLI--QAEEVA RLWGIRK-NKPNMNYDKLSRALRYYYVKNITRRVN-GCKFVYKFVS-Y PETIN 92
ELK -—-MDPSV TLWQFLLCIIREXG ~-NGHIISWISRDGGEFKLV--DAEEVA RUWGLRK-NKTNMNYDKLSRALRYYYDKNIIRKVS-GOKFVYKFVS-Y PEVAG 93

PEA3  PYQORRGAL QLWOFLVALILDPT --NAHFIAWIG-RGMEFKLI~~EPEEVA RUWGIOK-NRPAMNYDKLSRSLRYYYEKGIMKVA-GERYVYKFVCEP EALFS 93
ELF1 K-G--NTT YUWEFTIALILOKA T-CPKYIKWIQREKGIFKLV--DSKAVS RUNGKHK-NKPIMNYEIMGRALRYYYORGITAKVE-GGRLVYQFKEMP KOLIY 95
E74 REG--STT YLWEFLLKLILQORE Y~-CPRFIKWINREKGVFKLV--DSKAVS RLWGMHK-NKPLMNYETMGRALRYYYORGITAKVD-GORLVYQFVDVP KDITE 96
SPI1 GSKKK--I RLYQFLIDIIRSGD MK--DSTWWVIKIKGTFQFSSKHKEALA HRWGIQKGNRKKMIYUKMARALRNYGKTGEVKKVKK--KLTYQFSGEV --LGR 95
SPI2  GTRKK--L RLYQFLLGLLTRGD MR--BECVWWVEPGAGVFQFSSKHKELLA RRWGOOKGNRKRMIYUKLARAL RNYAKTGEIRKVKR--KLTYQFDSAL --LPA 95
QNS L**FL, *L * W F* * WG K M*Y * R *R*Y* K * YF

t t 4

Figure 2 : Alignement des domaines ETS de 27 membres de la famille ets selon
Laudet et al. (1993).

La ligne CONS représente les résidus strictement conservés. Les résidus conservés
dans 75% des cas ont été notés par une étoile. Les tirets et les points d'interrogation
représentent respectivement les discontinuités introduites pour optimiser
I'alignement et les acides aminés non déterminés. Les fleches désignent les trois
tryptophanes réguliérement espacés.



La compilation et l'alignement des séquences des différents génes efs
a mis en lumiere l'existence d'un domaine de 85/90 acides aminés appelé domaine
ETS qui est largement conservé au cours de 1'évolution (Fig. 2). On a commencé a
soupconner la nature de la fonction du domaine ETS quand sa partie carboxy-
terminale s'est avérée essentielle a la fixation non spécifique sur de 'ADN de thymus
de veau (Boulukos et al., 1989). L'attribution de la fonction de facteur de
transcription aux produits des geénes c-efs-1 et c-ets-2 a exhorté a une étude plus
poussée du domaine ETS (Wasylyk et al., 1990)
Par la technique in vitro de gel-retard, un peptide c-Ets-1 de 116 résidus comprenant
le domaine ETS est donné pour responsable de 1'activité de fixation a 'ADN (Wang
et al., 1992). Par des délétions successives, la limite en amino-terminal du domaine
de liaison a I'ADN a été fixée pour les protéines c-Ets-1, c-Ets-2 et SPI-1 (Wasylyk
et al., 1992; Wasylyk et Wasylyk, 1992). La longueur du domaine de liaison a
I'ADN ainsi délimité est respectivement de 112, 116 et 106 résidus. Un fragment de
95 acides aminés contenant le domaine ETS de GABP« est responsable de la liaison
spécifique a ' ADN (Thompson et al., 1991). L'étude de Elk-1 a montré que si un
fragment de 92 résidus recouvrant le domaine ETS est nécessaire et suffisant pour la
liaison spécifique a I'ADN, la délétion des cinq derniers acides aminés du domaine
ETS entrainait une diminution conséquente de la fixation (Janknecht et Nordheim,
1992). Finalement, un peptide c-Ets-1 restreint aux 85 acides aminés du domaine
ETS a été montré comme nécessaire et suffisant pour la fixation & 'ADN et la
délétion de ses dix résidus amino-terminaux abolit totalement l'activité de liaison
(Nye et al., 1992; Jonsen et al., 1994). Tels qu'ils ont été définis, ces domaines de
liaison a I'ADN recouvrent tous la totalité du domaine ETS. La seule exception et le
record a battre en matiére de plus petit peptide Ets permettant la fixation a 'ADN est
ERM pour lequel 82 résidus suffisent a la liaison a2 'ADN (Monté et al., 1994).

Signalons que par une technique plus sensible qui est celle de 'hybridation sur filtre,



il a été prouvé qu'un peptide de 37 résidus du domaine ETS était doué d'une capacité
de liaison a ' ADN, capacité trés faible cependant (Mavrothalassitis et al., 1994).

Il faut néanmoins préciser que l'ensemble des données précitées a été obtenu en
interaction avec un oligonucléotide qui est reconnu par la protéine mais qui ne
correspond pas a la séquence optimisée (point détaillé plus loin). De plus, les
conditions de manipulation sont variables d'une publication a l'autre, ce qui ne
permet pas de comparer en toute rigueur les résultats obtenus puisque les facteurs de
transcription Ets sont connus pour étre affectés dans leur modalité de liaison a I'ADN
par la salinité, par la présence de sérumalbumine bovine dans le tampon de réaction

ainsi que par le potentiel d'oxydo-réduction (Wasylyk et Wasylyk, 1993).

2.2. A chaque protéine Ets sa vérité nucléotidique?

Plusieurs éléments ont de prime abord laissé penser que chaque
protéine Ets afficherait une spécificité de reconnaissance de I'ADN qui lui est
particulieére. L'analyse des résultats d'interférence de méthylation ainsi que des
mutations réalisées dans la séquence cible du domaine ETS ont mis en évidence que
les nucléotides encadrant le noyau 5'-GGAA/T-3' reconnu par les protéines Ets
étaient nécessaires pour la fixation a I'ADN et la transactivation. Par ailleurs, il a été
montré que la présence d'une thymidine aux deux positions bornant le noyau 5'-
GGAA-3' était incompatible avec la fixation 2 'ADN de c-Ets-1 et de c-Ets-2, et que
ces deux protéines se fixaient avec une affinité variable aux diverses séquences
cibles examinées (Ascione et al., 1992). Les protéines c-Ets-1, Elk-1 et Erg affichent
également des spécificités de fixation légerement différentes (Rao et Reddy, 1992).
Enfin, au sein d'un groupe de quatre éléments de réponse naturels, c-Ets-1 et Elf-1
reconnaissent de maniere préférentielle des cibles différentes (Wang et al., 1992).
Une telle observation illustre parfaitement le fait que ces deux protéines ne sont pas
redondantes : c-Ets-1 et Elf-1, tous deux exprimés fortement dans les cellules T

pourront néanmoins aider a la transcription de genes placés sous le controle de



promoteurs différents. Enfin, SPI-1 et le produit p68 de 1'épissage alternatif de c-Ets-
1 de poulet affichent des préférences variables au sein d'un ensemble de huit cibles
dérivées du motif PEA3 de 1'élément de réponse aux oncogenes contenu dans
'amplificateur du virus du polyome (Wasylyk et al., 1992). Ce faisceau de résultats
laissait donc imaginer que le domaine de fixation, variable d'un membre de la famille
Ets a l'autre, posseéderait une spécificité de reconnaissance sans ambiguité et
qu'inversement les nucléotides entourant le quadruplet GGAA/T médieraient la
préférence de fixation des protéines Ets.

Afin de mettre a I'épreuve ce modele séduisant, la méthode de détection in vitro dé la
cible préférentielle a ét€ employée. Cette technique de TDA (pour Target Detection
Assay) consiste a incuber la protéine en présence d'une série d'oligonucléotides
dégénérés marqués radioactivement, a les isoler par immunoprécipitation ou par gel-
retard, a amplifier par PCR et a séquencer les produits obtenus. La comparaison des
résultats mene a la conclusion décevante que tous les membres de la famille Ets

testés reconnaissent des cibles similaires (Fig. 3).

7 6-5 -4 -3 -2 -+ 01 2 3 4 5 6 7

c-Ets-1 (homme) G/A C/G c/T
c-Ets-1 (souris) G/A C

c-Ets-1/2 (poulet) A (o] T

E74 (drosophile) A A C/T C

GABPO. (souris) G/A C/G

ER81 (souris) G/A cC/G

ER71 (souris) G/C C/G c

Erg-2 (homme) c/c

Fli-1 (souris) T/G N G/A A Cc G/A G/A
Elk-1 (homme) C/A

SPI-1 (souris) A A A A A/T G/C G/A G/C
SPI-B (homme) A A A A A/T G/C A/T N

~

Figure 3 : Séquence de liaison 3 1'ADN préférentielle déterminée par TDA de
quelques protéines Ets. N représente n'importe quel nucléotide.



Cest, assez logiquement, le cas pour c-Ets-1 et c-Ets-2 qui présentent 96% d'identité
de séquence dans le domaine ETS (Fisher et al., 1990; Woods et al., 1992) mais
aussi pour les protéines c-Ets-1 et Erg-2 humaines (70% d'identité de séquence).
Cette tendance a été confirmée par les données obtenues sur ER81, ER71 et GABP«
(Brown et McKnight, 1992). Un bémol est cependant apporté par la comparaison des
éléments préférentiels reconnus par c-Ets-1 et E74A (50% d'identité de séquence) :
E74A se fixe spécifiquement sur 5'-GGAA-3' et non sur 5'-GGAA/T-3". De plus le
nucléotide en position -3 est différent (Urness et al., 1990). Un second argument
allant dans le sens d'une spécificité de liaison a I'ADN est apparu dans le cas de SPI-
1 et SPI-B : a l'instar de E74 et de Fli-1 (Mao et al., 1994), ces membres de la
famille Ets reconnaissent spécifiquement le motif 5'-GGAA-3' (Ray-Gallet et al.,
1995). Au cours de ces mémes expériences de TDA, 7% et 25% des sites
sélectionnés respectivement par SPI-1 et SPI-B contenaient le noyau 5-AGAA-3'
alors que les résultats de gel-retard stipulent que les oligonucléotides contenant le
noyau 5'-AGAA-3' lient moins bien les protéines SPI que lorsque le noyau 5'-
GGAA-3' est utilisé. On peut cependant imaginer que 1'effet de cette mutation G en
A soit contrebalancée par un nucléotide extérieur au noyau.

Dans le cas de c-Ets-1, les données obtenues in vitro correspondent a peu pres au
consensus établi apres compilation des séquences des éléments promoteurs reconnus
par les protéines Ets. Seule varie la fréquence de certains nucléotides : le consensus
obtenu par TDA favorise la présence d'une thymidine en position +3 alors que parmi
11 éléments promoteurs reconnus par c-Ets-1, on ne la retrouve qu'au niveau de
I'amplificateur du virus du polyome. Dans le cas de SPI-1 et SPI-B, la séquence
optimale déterminée par TDA comporte des modifications par rapport au consensus
établi aprés compilation des séquences reconnues in vivo (Fig. 4). Il est vrai qu'on ne

prend en compte que les éléments promoteurs recensés...
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amplificateur SV40 CTGAAAGA fcTTrceeTTaA
E1AV LTR TAAAAACA §GTTAACGC
promoteur EBV LMP/TP2 TAGAAAGGE GTAGAAAG
amplificateur 3' Igk cccTTTGAR CTGAAAAC
amplificateur Igh 24 AAATAARA[ GTGAAACC
promoteur Ig Vx 19 TCAAATAA GTA A
promoteur récepteur M-CSF C G
promoteur Fcy RI A
promoteur Fcy RITIA CAAAAAGA] HIGGAAATG
amplificateur IL-4 TGAAAACA CTGAAATG
promoteur chaine J Ig AAGAAAGC HG CAGCAT
promoteur récepteur nécrophage A A A A A A A G : BG TGAAAAG
promoteur récepteur CD11b AGAAAAGGH §G TAGGAGG
consensus séquence cible AGAAAAGG GTAGGAGG

te G c G C

A

Figure 4 : Compilation de tous les sites de fixation in vivo identifiés pour SPI-1

selon Ray-Gallet et al. (1995). Les nucléotides inscrits en minuscules correspondent
aux cas les moins fréquents.

On doit émettre quelques critiques vis-a-vis de la technique de TDA. La premiére (et
la plus facile) est que les conditions in vitro ne sont pas représentatives de la réalité
“cellulaire” au moins en ce qui concerne le rapport des quantités de protéine et
d'oligonucléotides. L'illustration la plus frappante a été apportée par les travaux de
Woods et al. (1992) dans lesquels 1'un des oligonucléotides utilisés contient le site
BamHI 5-GGATCC-3' et est reconnu par c-Ets-1. Le résultat de ces expériences est
donc a prendre avec grande précaution. La seconde est que rien ne prouve que la
séquence définie comme préférentielle par la technique de TDA soit accessible dans
le type cellulaire dans lequel la protéine s'exprime. De plus, on ne connait pas la
relation entre 1'affinité pour 'ADN d'un facteur Ets et son efficacité en
transactivation de sorte qu'il est peut-€tre compréhensible d'observer une telle

disparité entre les éléments définis comme préférentiels par la technique de TDA et
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les éléments sur lesquels la protéine se fixe et transactive de maniere efficace. Enfin,
il n'est pas exclu que la spécificité de fixation des protéines Ets feléve également
d'autres mécanismes : €pissage alternatif ou régulation post-traductionnelle, sont
autant de solutions a cette situation non désespérée.

L'interaction avec un cofacteur peut aussi modifier les capacités de liaison &2 ' ADN
comme il a été élégamment montré dans le cas de la protéine X (pX) du virus de
I'hépatite B (HBV). Ni pX, ni CREB, ni ATF-2 ne se lient de maniére isolée a
I'é1ément de réponse situé sur 1'amplificateur de HBV. En revanche, les complexes
pX-CREB et pX-ATF-2 ont une activité de liaison sur cette méme séquence et
'analyse des données de protection contre la DNase I montre que la fixation sur
I'élément de réponse se réalise par l'intermédiaire de CREB ou de ATF-2 et non par
celui de pX. Le gain de l'activité de liaison a I'ADN par CREB et ATF-2 est donc
attribuable au cofacteur pX. Cette association transitoire se révele étre a bénéfice
réciproque puisqu'elle permet d'élargir le spectre d'action des deux facteurs de
transcription CREB et ATF-2 en méme temps qu'elle autorise pX a participer a la
régulation transcriptionnelle (Maguire ef al., 1991).

En outre la spécificité de liaison, quel que soit le moyen par lequel elle est acquise,
n'est pas le seul critére a prendre en compte, comme cela a été suggéré de maniere
convaincante par Hahn et Wasylyk (1994). Par la technique de TDA, ils ont montré
que, parmi les sites 2 haute affinité, v-Ets fixait un nombre de séquences différentes
plus important que c-Ets-1, en d'autres mots, v-Ets est moins sélectif que c-Ets-1. De
plus, v-Ets se fixe toujours mieux a 'ADN que c-Ets-1, que 1'on considére les sites
de faible ou de haute affinité, mais dans le cas des sites a faible affinité, la différence
entre l'intensité de la fixation de v-Ets et de c-Ets-1 est plus importante. Ces deux
constatations : moindre sélectivité de v-Ets pour les sites a haute affinité et meilleure
fixation de v-Ets sur des sites a faible affinité constituent deux explications
probables au pouvoir oncogénique de v-Ets : il se fixe sur des sites non reconnus par

c-Ets-1 et il est capable de fixer un plus large spectre de séquences; en conséquence,
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l'activité transcriptionnelle de v-Ets peut étre considérée comme un déréglement de

l'activité transcriptionnelle normale de c-Ets-1.

2.3. Modulation intramoléculaire de 1'activité de fixation a I'ADN ou I'auto-
censure.

2.3.1. c-Ets-1 et v-Ets : les fréres ennemis.

Les séquences de c-Ets-1 et v-Ets ne divergent que par quatre points :
1) v-Ets est partie intégrante de la protéine de fusion Gag-Myb-Ets (p135),
2) les 16 résidus carboxy-terminaux de v-Ets sont remplacés par 13 acides aminés
totalement différents chez c-Ets-1,
3) I'alanine 285 de c-Ets-1 (p68) est remplacée par une valine dans la p135,
4) l'isoleucine 445 (dans le domaine ETS de la p68) est remplacée par une valine.
La différence essentielle portant sur la nature de la queue carboxy-terminale, des
expériences variées ont tenté d'en déterminer I'importance dans la liaison a 'ADN.
Dans le cas de c-Ets-1 comme dans celui de v-Ets, elle n'est pas nécessaire a la
fixation. Sa délétion dans c-Ets-1 (p54) augmente considérablement la liaison a
I'ADN (Hagman et Grosschedl, 1992). D'autres arguments suggerent un role
inhibiteur dans la liaison a I'ADN de la queue carboxy-terminale de c-Ets-1 : la
délétion de la queue carboxy-terminale de c-Ets-2 conduit 2 une augmentation de la
fixation a I'ADN comme c'est le cas pour c-Ets-1 (Hagman et Grosschedl, 1992). De
plus si I'on substitue la queue carboxy-terminale de c-Ets-2 par celle de c-Ets-1, on
observe une inhibition de la liaison 2 ' ADN d'importance comparable. Ceci suggere
que l'effet inhibiteur des 13 résidus carboxy-terminaux de c-Ets-1 peut s'exercer sur
d'autres domaines ETS proches en séquence (c-Ets-1 et c-Ets-2 sont identiques a
96% dans le domaine ETS). En revanche, cette subtitution est sans conséquence dans
le cas de protéines Ets plus divergentes : l'ajout de la queue carboxy-terminale de c-
Ets-1 a SPI-1 ne modifie pas son activité de liaison 2 'ADN (Hagman et Grosschedl,

1992). 11 est intéressant de s'attarder sur les effets de l'inhibition de la liaison a
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I'ADN de c-Ets-1 par sa queue carboxy-terminale puisque cette modulation
permettrait d'expliquer la différence d'activité entre c-Ets-1 et son équivalent viral v-
Ets. Des expériences de protéolyse ménagée ainsi que l'utilisation d'un panel de
constructions de délétion ont montré que le domaine ETS de c-Ets-1 (p68), isolé de
son contexte protéique, avait une capacité de fixation accrue par rapport a la protéine
de pleine longueur et que les régions de la protéine en dehors du domaine ETS
inhibaient la liaison a I'ADN. Le mécanisme de répression de la fixation passe par
une diminution de l'accessibilité du domaine ETS et nécessite l'intervention
conjointe de la région centrale de 70 résidus ainsi que de la queue carboxy-terminale
(Lim et al., 1992). Méme si cela n'a pas été montré dans le cas de p54, on peut
supposer que les deux produits de 'épissage alternatif chez le poulet de c-ets, p54 et
p68, sont gouvernés par le méme mécanisme d'inhibition puisqu'ils ne different que
par leur partie amino-terminale. Selon Lim ef al. (1992), la plus forte fixation du
domaine ETS par rapport a la protéine de pleine longueur n'est pas due a une
augmentation de l'affinité mais a une augmentation du nombre de molécules actives.
Un modele a été proposé selon lequel la conformation inactive "fermée" due a
l'interaction des deux domaines inhibiteurs de la protéine c-Ets-1 de pleine longueur
serait modifiée (d'une maniére non élucidée pour l'instant) en une conformation
ouverte permettant la liaison a ' ADN (Fig. 5). En revanche, v-Ets qui différe de c-
Ets-1 entre autres par le remplacement de la queue carboxy-terminale de 13 résidus
par un peptide de 16 acides aminés n'est pas soumis & une inhibition intramoléculaire
similaire; il est donc constitutivement capable de lier I'ADN, ce qui pourrait
constituer une explication a son pouvoir oncogene.

Dans le contexte de la p54 (Hagman et Grosschedl, 1992) ou de la p68 (Hahn et
Wasylyk, 1994), la substitution des 13 résidus carboxy-terminaux par la queue
carboxy-terminale de v-Ets conduit 2 une augmentation de la fixation. Certains
résultats obtenus dans notre laboratoire vont cependant a 'encontre de ces données.
En effet, lorsqu'on effectue une subtitution comparable sur la p35, forme tronquée

correspondant aux 311 derniers acides aminés de la p68, on note une diminution de
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la liaison a I'ADN (Leprince et al., 1992). On peut cependant imaginer que la queue
carboxy-terminale de v-Ets ait un comportement variable selon qu'on étudie son effet

sur une protéine de pleine longueur (p54 ou p68) ou sur un peptide tronqué (p35).

‘ ETS A COOH
i E TRANSCRIPTION

Figure 5 : Conformation et liaison & 1'ADN de c-Ets-1 de pleine longueur (A, a
gauche), ou tronqué (A, 2 droite) et de v-Ets (B) selon Lim ez al. (1992).

ETS et TAD représentent respectivement le domaine ETS et le domaine transactivateur
de c-Ets-1 (vue schématique). Le domaine de 70 résidus (noté 70) et la queue

~

carboxy-terminale de c-Ets-1 (que ne posséde pas v-Ets) inhibent sa liaison a I'ADN.
Les étoiles représentent les mutations dans v-Ets.

11 est peut-étre futile de se pencher sur 1'explication possible de telles contradictions :
sans doute est-il plus judicieux de considérer le comportement des 16 résidus de la
queue carboxy-terminale dans le contexte de v-Ets, c'est-a-dire en prenant en compte

les mutations ponctuelles et la fusion avec les séquences Gag et Myb. En effet,

15



chaque mutation ponctuelle (en position 285 ou 445), introduite indépendemment
dans la p35 provoque une diminution de la liaison & 'ADN (Leprince et al., 1992;
Soudant et al., 1994) mais la double mutation a un effet moins drastique (Leprince et
al., 1992), ce qui laisse penser qu'il existe un phénomeéne de compensation des
mutations entre elles. De méme, on peut supposer que l'effet négatif de la queue
carboxy-terminale sur la fixation a I'ADN pourrait étre compensé par les mutations
ponctuelles et la fusion avec Gag et Myb. En effet, lorsqu'on introduit de maniére
indépendante, chacune des mutations ponctuelles présentes dans v-Ets au sein d'une
construction Gag-Myb-p68, on n'observe pas d'augmentation du pouvoir
transformant. De méme, une contruction Gag-Myb-p68 ot les 13 résidus carboxy-
terminaux sont remplacés par la queue carboxy-terminale de v-Ets est moins
transformante que Gag-Myb-p68. En revanche, Gag-Myb-v-Ets est plus
transformante que Gag-Myb-p68 (D. Leprince, communication personnelle), ce qui
signifie que les effets des mutations ponctuelles et de la queue carboxy-terminale de
v-Ets se contrebalancent respectivement. Il n'est donc pas certain que l'acquisition
des 16 acides aminés de la queue de v-Ets seule soit un gain : l'activation
oncogénique s'est réalisée par inversion de la queue carboxy-terminale de c-Ets-1
(Leprince et al., 1993; Lautenberger et Papas, 1993) et la queue carboxy-terminale
de v-Ets est codée par le brin non codant de 1'extrémité carboxy-terminale de c-Ets-1.
L'acquisition par v-Ets de ces 16 résidus peut donc étre considérée plus comme un
passage obligé dans la naissance du virus. Les mutations ponctuelles en position 285
et 445, et peut-étre la fusion avec Gag et Myb, apparues ultérieurement, auraient
corrigé 1'effet négatif de la queue carboxy-terminale de v-Ets et accordé au virus son
pouvoir transformant.

11 existe dans c-Ets-1 d'autres éléments de régulation de l'activité de liaison a 'ADN.
Outre la région centrale de 70 acides aminés (Lim et al., 1992; Nye et al., 1992;
Jonsen et al., 1994) (résidus 207-280 de p68), 'exon VII (résidus 288 a 374), situé
en amont du domaine ETS, s'est révélé responsable de l'inhibition de la fixation a

I'ADN (Wasylyk et al., 1992) (Fig. 6).
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207 280 48
p68 c-Ets-1 mm
288 374 459

Figure 6 : Représentation schématique de tous les domaines d'inhibition de 1la
liaison a I'ADN chez c-Ets-1.

Le domaine ETS (en noir) s'étend des acides aminés 374 & 459. L'exon VII (en gris)
comprend la région des résidus 288 a 374. Les zones hachurée et en gris clair
représentent respectivement le domaine défini par Lim er al. (1992) et les 13 résidus
inhibiteurs de la queue carboxy-terminale.

Certains indices laissent suggérer que la taille de ce domaine inhibiteur pourrait étre
réduite puisque certaines délétions aux extrémités de l'exon VII ou en son centre
n'affectent pas l'inhibition de fixation & 'ADN de maniére conséquente. Que
1'épissage alternatif soit un artifice permettant la modulation de la liaison a ' ADN est
une hypothese qui a été vérifiée sur la protéine humaine c-Ets-1. HuEts-1 est sujette
a différents épissages alternatifs I'amputant de tout ou partie de la région codée par
I'exon VII (Koizumi et al., 1990; Jorcyk et al., 1991). La construction HuEts-1 AVII
qui est dépouvue de 1'exon VII, se fixe beaucoup mieux que HuEts-1 a ' ADN ce qui
confirme que l'exon VII contient un domaine d'inhibition de la fixation a I'ADN
(Hahn et Wasylyk, 1994). Les auteurs ont de plus démontré que l'effet de 'exon VII
était supérieur 2 celui de la queue carboxy-terminale que 1'on considere la protéine
humaine (HuEts-1) ou celle de poulet (p68). C'est indirectement la preuve que
contrairement au domaine 207-280 défini par Lim et al. (1992), 'exon VII n'interagit

pas avec la queue carboxy-terminale. Si tel était le cas, I'augmentation de la fixation

a I'ADN serait la méme, que 1'on déléte 1'exon VII ou la queue carboxy-terminale.
2.3.2. Et le reste de la famille.
c-Ets-2 est soumis & un mécanisme d'inhibition similaire impliquant

une région en amont du domaine ETS qui présente 55% d'identité de séquence avec

le domaine équivalent de c-Ets-1 et la queue carboxy-terminale (Wasylyk et al.,
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1992; Hagman et Grosschedl, 1992). SPI-1, testé dans les mémes conditions, ne
présente pas de domaine d'inhibition de la fixation a I'ADN.

Les cas particuliers de Elk-1, SAP-1a et ERP/NET seront abordés plus loin.

2.4. Modulation intermoléculaire de la fixation a ' ADN.

Toutes les protéines Ets ne possédent sans doute pas de domaine
d'inhibition de la fixation ce qui permet d'imaginer que si leur activité de facteur de
transcription est régulée au niveau de leur fixation a 'ADN, elle fait intervenir un

élément extérieur.

2.4.1. Les complexes GABPa-GABPJ et c-Ets-1-CBF.

L'étude de GABP a montré que la présence d'au moins deux
polypeptides (GABP o et GABPJ) était requise pour sa fixation spécifique optimale
a 'ADN (LaMarco et al., 1991; Thompson et al., 1991). GABPa qui fait partie de la
famille Ets en vertu de son identité de séquence dans le domaine ETS est capable de
se fixer seul et avec une affinité modérée a ' ADN. GABPB1, au contraire de
GABPJ2 forme des homodimeres stables en solution. Deux molécules GABPo
recrutent un homodimére GABPB1-GABP1 qui favorise la formation du complexe
GABPa-ADN par ['établissement de contacts protéine-protéine (Fig. 7). Dans le
complexe GABPa-GABPB1-ADN, GABPfB1 ne lie pas I'ADN mais en est assez
proche pour modifier le patron de méthylation du complexe GABPa.-ADN. Les
résidus de GABPa impliqués dans l'interaction avec GABP1 recouvrent le domaine
ETS et les 37 résidus carboxy-terminaux consécutifs. Les quatre motifs "ankyrin-
repeat” de 33 résidus de GABPJ1 sont nécessaires a son interaction avec GABPa.. Il
est & noter que l'interaction GABPB1 avec GABP« est hautement spécifique puisque
GABPB1 ne se lie pas a d'autres protéines Ets comme ER81 et ER71 (Brown et

McKnight, 1992). Cette discrimination de la part de GABP au sein de la famille Ets
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constitue donc un niveau supplémentaire de régulation de l'activité de liaison 2

I'ADN.

CGGAARCGGAAR

Figure 7 : Modele d'interaction du complexe GABP avec la séquence dérivée de
I'amplificateur du géne ICP4 du virus HSV-1 selon Thompson et al. (1991). R
représente G ou A.

Les rectangles correspondent aux séquences nécessaires a 1'homodimérisation de
GABPB1.

Un second exemple de modulation de la fixation a I'ADN par
interaction intermoléculaire est celui impliquant 1'amplificateur du géne du récepteur
B des cellules T. TCRp présente deux éléments contenant chacun un site ETS sur
lequel il a été prouvé que c-Ets-1 et c-Ets-2 pouvaient se fixer, et un site de liaison
pour la protéine CBF. Si la fixation sur l'un de ces éléments de CBF et de c-Ets-1 (ou
c-Ets-2) peut se réaliser de maniere indépendante, il est intéressant de noter que la
liaison d'un partenaire protéique stabilise le complexe ADN-protéine formé avec
'autre partenaire de sorte que CBF et c-Ets-1 cooperent pour la liaison a I'ADN
(Wotton et al., 1994). Puisqu'on peut détecter une fixation coopérative de c-Ets-1 et
CBF lorsque les sites reconnus sont séparés par 33 nucléotides, 1'espacement ne
constitue pas une contrainte forte mais il apparait comme fonction combinatoire de
'affinité pour I'ADN de chaque protéine isolée : lorsque c-Ets-1 et CBF
reconnaissent des cibles pour lesquelles elles ont une plus forte affinité, la distance

maximale nécessaire a une fixation coopérative est plus importante que lorsque les

sites sont faiblement reconnus par c-Ets-1 et CBF.
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hétérodimere incapable d'activer la transcription. Puis la phosphorylation de Rb,
suite a l'activation des cellules T, entraine la dissociation de ce complexe, leve
l'inhibition exercée par Rb sur le facteur de transcription Elf-1 permettant en
conséquence l'activation du gene GM-CSF par Elf-1 (Fig. 8). Le fait que le site de
fixation Rb soit adjacent au domaine de EIlf-1 supposé responsable de la
transactivation suggeére, sans qu'on en ait la preuve, que l'inhibition de Elf-1 se joue
plus au niveau de I'activité transcriptionnelle (au moins par encombrement stérique)

qu'a celui de la fixation a ' ADN.

Phosphorylation de Rb

/ T

Figure 8 : Un modele de coopération entre Rb et Elf-1 selon Wang ez al. (1993).
RBD et TAD représentent respectivement le domaine de EIf-1 qui permet la fixation
de Rb et le domaine transactivateur. L'association avec la forme sous-phosphorylée de
Rb empéche soit la fixation a2 'ADN de Elf-1 (en haut 2 gauche) soit la transactivation
(en bas 2 gauche). La phosphorylation de Rb permet la dissociation du complexe.
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Notons qu'un autre membre de la famille dont 1'expression est restreinte aux cellules
lymphoides, SPI-1, se lie aussi directement 2 Rb. Les premiers 75 résidus du
domaine de transactivation de SPI-1 médient la fixation directe sur Rb mais,
contrairement a Elf-1, SPI-1 ne contient pas le peptide consensus de la liaison 2 Rb
(Hagemeier et al., 1993). On ignore également si SPI-1 est soumis au méme
mécanisme de régulation que Elf-1.

Les exemples de modulation intramoléculaire ou intermoléculaire des protéines Ets
indiquent que, assez contradictoirement, on a accumulé moult données sur la
régulation de l'activité de liaison a I'ADN en ignorant beaucoup de la structure du

domaine ETS et de son mode de fixation 4 ' ADN.

2.5. Anatomie du domaine ETS (a défaut d'en obtenir les coordonnées
atomiques).

2.5.1. Les prédictions classiques (une histoire d'o...rdinateur).

Des qu'il a été reconnu comme une région nécessaire a la fixation a
I'ADN, on a cherché a identifier le domaine ETS a I'une des classes de domaines de
liaison a I'ADN déja constituées. Le domaine ETS ne présente aucune identité de
séquence avec les domaines en doigt de zinc ni avec les domaines basiques
‘hélicoidaux ou les motifs de reconnaissance organisés en feuillet 3. Cependant, la
prédiction de structure utilisant 1'algorithme de Chou-Fasman a indiqué 1'existence
d'une zone organisée en un motif hélice-boucle-hélice (Reddy et Rao, 1990) (Fig. 9).
L'extension progressive de la famille Ets a permis d'utiliser d'autres méthodes
d'alignement de séquence et de prédiction de structure comme l'algorithme de
Garnier-Robson-Kyte qui met en évidence une zone de conformation hélicoidale

précédant un domaine basique (Wang et al., 1992) (Fig. 9).
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Domaine ETS

Reddy et Rao (1992)

Domaine Basique
PITFFIFIIFIIFTIFIFIZI Wang etal (1992)

Bosselut et al. (1993)

Mavrothalassitis ef al. (1994)

1
i

Galson et al. (1993)

Figure 9 : Détail des différentes prédictions de structure effectuées sur le domaine
ETS. Il est important de signaler que la prédiction de Reddy et Rao (1990) est
partielle. De plus, la prédiction de Galson et al. (1993) n'a été réalisée que sur SPI-1.

Une potentielle ressemblance avec des domaines organisés en hélice-boucle-hélice
ou en homéodomaine a été indirectement confirmée par des techniques de protection
chimique et d'interférence d'alkylation (Nye et al., 1992). En effet, il a été montré
que c-Ets-1 reconnaissait, a l'intérieur d'un oligonucléotide correspondant a la
.séquence cible de c-Ets-1, le triplet GGA, situé dans le grand sillon, qui constitue le
"noyau dur” du consensus établi a 1'époque. Une des caractéristiques majeures du
mode d'interaction des protéines a hélice-coude-hélice et des homéodomaines est
justement l'insertion d'une hélice (dont on soupgonnait le domaine ETS d'étre
pourvu) dans le grand sillon de ' ADN. Cependant la comparaison avec les résultats
d'interférence d'éthylation et de protection contre 1'attaque des radicaux hydroxyles
n'a pas été convaincante, laissant une fois de plus la place a de nouvelles
spéculations.

Plus récemment, Mavrothalassitis et al. (1994) par une méthode de prédiction de

structure non précisée proposaient l'existence d'une hélice en amino-terminal du
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domaine ETS, plus courte mais superposable a celle prédite par Wang et al. (1992)
et d'un motif hélice-coude-hélice situé au début de la zone basique. Pour appuyer
cette hypothese, il a été montré qu'un peptide de 37 résidus contenant ce motif fixe la
séquence reconnue par le domaine ETS entier mais avec une affinité cent fois
moindre (Mavrothalassitis et al., 1994). La méthode de prédiction de structure
"mpred" utilisée par Bosselut et al. (1993) qui pour plus de précision a I'avantage de
prendre en compte le domaine ETS de tous les membres de la famille suggérait une
architecture en trois hélices. Selon les affirmations de 1'auteur, ce résultat est
comparable a celui obtenu en combinant les deui méthodes de prédiction Chou-
Fasman et GOR. De plus, l'analyse du cas particulier de SPI-1 a montré qu'il existait
une chance raisonnnable que les deux derniéres hélices correspondent au motif
classique hélice-coude-hélice (Galson et al., 1993).

En dehors des prédictions classiques, un alignement de séquences entre le domaine
ETS et le domaine de fixation a2 'ADN d'un facteur de transcription de la famille
HMG a été proposé, basé essentiellement sur la conservation de trois résidus

hydrophobes (Waterman et al., 1991).
2.5.2. La longue histoire d'amour entre MYB et ETS.

Une importance a sporadiquement été accordée a la présence de trois
tryptophanes trés conservés au sein du domaine ETS (Fig. 2). Ces trois tryptophanes
sont espacés d'environ 18 acides arrﬁnés, caractéristique déja mise en lumiere dans le
domaine de fixation 2 ' ADN d'un autre facteur de transcription, Myb. En effet, cette
région de Myb, longue de 120 acides aminés environ, est constituée de la répétition
imparfaite de trois unités de 51/52 résidus. Chaque unité contient trois tryptophanes

espacés régulierement de 18/19 résidus (Frampton et al., 1991) (Fig. 10).
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Dans les deux cas, l'intervention d'une protéine extérieure (GABP[} ou CBF) permet
d'augmenter la capacité de liaison 2 I'ADN du membre de la famille Ets. Chaque
systeme présente en outre 1'avantage d'un niveau de régulation supplémentaire : dans
le cas de GABPa-GABP, c'est la spécificité du partenaire extérieur; dans celui de
c-Ets-1-CBF, c'est la présence au sein du complexe de deux domaines de fixation a
I'ADN, nécessitant la présence conjointe des deux séquences nucléotidiques
reconnues. Les deux modeles exposés ci-dessus présentent néanmoins une différence
: la capacité a lier 'ADN du partenaire de la protéine Ets. En effet, GABP] ne se lie
pas a I'ADN au contraire de CBF. On ignore aussi pour l'instant si CBF se lie
spécifiquement a c-Ets-1.

Les conséquences au niveau de l'activité de transcription de l'interaction c-Ets-1-

CBEF seront détaillées dans un chapitre ultérieur.

2.4.2. Coopération de FElf-1 et SPI-1 avec Rb.

Le produit du géne du rétinoblastome (Rb) est une protéine nucléaire
dont la phosphorylation intervient dans la régulation de la progression du cycle
cellulaire. L'identification de plusieurs protéines auxquelles Rb se lie a permis
d'établir un consensus pour le motif peptidique nécessaire a la fixation a Rb. La
partie amino-terminale de Elf-1 contient un site putatif de liaison a2 Rb et des
expériences de "pull-down" (technique décrite plus loin) ont permis de démontrer
une interaction directe entre Rb et la région des acides aminés 1 a 108 de Elf-1 in
vitro et in vivo (Wang et al., 1993). Elf-1 se fixe préférentiellement a la forme sous-
phosphorylée de Rb. On a par ailleurs constaté que l'expression d'une forme
constitutivement sous-phosphorylée de Rb inhibe la transactivation exercée par Elf-1
au niveau du promoteur GM-CSF. Un modele simple propose que, dans les cellules
T quiescentes ot la présence de Elf-1 est requise pour l'induction de la transcription

de certains geénes, Elf-1 et la forme sous-phosphorylée de Rb forment un
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hétérodimere incapable d'activer la transcription. Puis la phosphorylation de Rb,
suite a 'activation des cellules T, entraine la dissociation de ce complexe, léve
l'inhibition exercée par Rb sur le facteur de transcription Elf-1 permettant en
conséquence l'activation du géne GM-CSF par Elf-1 (Fig. 8). Le fait que le site de
fixation Rb soit adjacent au domaine de Elf-1 supposé responsable de la
transactivation suggere, sans qu'on en ait la preuve, que l'inhibition de Elf-1 se joue
plus au niveau de 1'activité transcriptionnelle (au moins par encombrement stérique)

qu'a celui de la fixation a I'ADN.

Phosphorylation de Rb
TRANSCRIPTION

Figure 8 : Un modele de coopération entre Rb et Elf-1 selon Wang et al. (1993).
RBD et TAD représentent respectivement le domaine de EIf-1 qui permet la fixation
de Rb et le domaine transactivateur. L'association avec la forme sous-phosphorylée de
Rb empéche soit la fixation 3 'ADN de Elf-1 (en haut a gauche) soit la transactivation
(en bas 2 gauche). La phosphorylation de Rb permet la dissociation du complexe.
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Notons qu'un autre membre de la famille dont 1'expression est restreinte aux cellules
lymphoides, SPI-1, se lie aussi directement & Rb. Les premiers 75 résidus du
domaine de transactivation de SPI-1 médient la fixation directe sur Rb mais,
contrairement a Elf-1, SPI-1 ne contient pas le peptide consensus de la liaison a Rb
(Hagemeier et al., 1993). On ignore également si SPI-1 est soumis au méme
mécanisme de régulation que EIf-1.

Les exemples de modulation intramoléculaire ou intermoléculaire des protéines Ets
indiquent que, assez contradictoirement, on a accumulé moult données sur la
régulation de l'activité de liaison a I'ADN en ignorant beaucoup de la structure du

domaine ETS et de son mode de fixation 2 'ADN.

2.5. Anatomie du domaine ETS (a défaut d'en obtenir les coordonnées
atomiques).

2.5.1. Les prédictions classiques (une histoire d'o...rdinateur).

Des qu'il a été reconnu comme une région nécessaire a la fixation a
I'ADN, on a cherché a identifier le domaine ETS a I'une des classes de domaines de
liaison a I'ADN déja constituées. Le domaine ETS ne présente aucune identité de
séquence avec les domaines en doigt de zinc ni avec les domaines basiques
hélicoidaux ou les motifs de reconnaissance organisés en feuillet 8. Cependant, la
prédiction de structure utilisant 1'algorithme de Chou-Fasman a indiqué 1'existence
d'une zone organisée en un motif hélice-boucle-hélice (Reddy et Rao, 1990) (Fig. 9).
L'extension progressive de la famille Ets a permis d'utiliser d'autres méthodes
d'alignement de séquence et de prédiction de structure comme l'algorithme de
Garnier-Robson-Kyte qui met en évidence une zone de conformation hélicoidale

précédant un domaine basique (Wang et al., 1992) (Fig. 9).
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Figure 9 : Détail des différentes prédictions de structure effectuées sur le domaine
ETS. Il est important de signaler que la prédiction de Reddy et Rao (1990) est
partielle. De plus, la prédiction de Galson et al. (1993) n'a été réalisée que sur SPI-1.

Une potentielle ressemblance avec des domaines organisés en hélice-boucle-hélice
ou en homéodomaine a été indirectement confirmée par des techniques de protection
chimique et d'interférence d'alkylation (Nye et al., 1992). En effet, il a ét€ montré
que c-Ets-1 reconnaissait, a l'intérieur d'un oligonucléotide correspondant a la
séquence cible de c-Ets-1, le triplet GGA, situé€ dans le grand sillon, qui constitue le
"noyau dur" du consensus établi a 1'époque. Une des caractéristiques majeures du
mode d'interaction des protéines a hélice-coude-hélice et des homéodomaines est
justement l'insertion d'une hélice (dont on soupgonnait le domaine ETS d'étre
pourvu) dans le grand sillon de ' ADN. Cependant la comparaison avec les résultats
d'interférence d'éthylation et de protection contre l'attaque des radicaux hydroxyles
n'a pas été convaincante, laissant une fois de plus la place a de nouvelles
spéculations.

Plus récemment, Mavrothalassitis et al. (1994) par une méthode de prédiction de

structure non précisée proposaient l'existence d'une hélice en amino-terminal du
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domaine ETS, plus courte mais superposable a celle prédite par Wang et al. (1992)
et d'un motif hélice-coude-hélice situé au début de la zone basique. Pour appuyer
cette hypothese, il a ét€ montré qu'un peptide de 37 résidus contenant ce motif fixe la
séquence reconnue par le domaine ETS entier mais avec une affinité cent fois
moindre (Mavrothalassitis et al., 1994). La méthode de prédiction de structure
"mpred" utilisée par Bosselut et al. (1993) qui pour plus de précision a 1'avantage de
prendre en compte le domaine ETS de tous les membres de la famille suggérait une
architecture en trois hélices. Selon les affirmations de l'auteur, ce résultat est
comparable a celui obtenu en combinant les deux méthodes de prédiction Chou-
Fasman et GOR. De plus, l'analyse du cas particulier de SPI-1 a montré qu'il existait
une chance raisonnnable que les deux dernieres hélices correspondent au motif
classique hélice-coude-hélice (Galson et al., 1993).

En dehors des prédictions classiques, un alignement de séquences entre le domaine
ETS et le domaine de fixation 8 I'ADN d'un facteur de transcription de la famille
HMG a été proposé, basé essentiellement sur la conservation de trois résidus

hydrophobes (Waterman et al., 1991).

2.5.2. La longue histoire d'amour entre MYB et ETS.

Une importance a sporadiquement été accordée a la présence de trois
tryptophanes trés conservés au sein du domaine ETS (Fig. 2). Ces trois tryptophanes
sont espacés d'environ 18 acides aminés, caractéristique déja mise en lumiere dans le
domaine de fixation a ' ADN d'un autre facteur de transcription, Myb. En effet, cette
région de Myb, longue de 120 acides aminés environ, est constituée de la répétition
imparfaite de trois unités de 51/52 résidus. Chaque unité contient trois tryptophanes

espacés régulierement de 18/19 résidus (Frampton et al., 1991) (Fig. 10).
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Rl

| * * * 1
c-Myb souris LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGTDDWKVIANYLPNRTDVQCQHR WQKVLNPE
A-Myb humain WNRVKWTRDETDKLKKLVEQHGTDDWTLIASHLONRSDFQCQHR WQKVLNPE
B-Myb humain KCKVKWTHEETEQLRALVRQFGQQODWKFLASHFPNRTDQQCQYR WLRVLNPD
Myb drosophile GRGKRWSKSEDVLLKQLVETHG ENWEIIGPHFKDRLEQQVQQOR WAKVLNPE
BAS1 levure LGYENGLEDVKTIQQSNHLSKCIA WDVLATRFKHTVRTSKDVRKRWTGSLDPN

R2
[ * * * 1
c-Myb souris LIKGPWTREEDQRVIKLVQKYGPKRWSVIAKHLK GRIGKQCRERWHNHLNPE
A-Myb humain LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPLRWSLIAKHLK GRIGKQCRERWHNHLNPE
B-Myb humain LVKGPWTKEEDQKVIELVKKYGTKQWTLIAKHLK GRLGRQCRERWHNHLNPE
Myb drosophile LIKGPWTRDEDDMVIKLVRNFGPKKWTLIARYLN GRIGKQCRERWHNHLNPN
Cl Zea mays VKRGAWTSKEDDALAAYVKAHGEGKWREVPQKAGLRRCGKSCRLRWLNYLRPN
BAS1 levure LKKGKWTQEEDEQLLKAYEEHGPH WLSISMDIP GRTEDQCAKRYIEVLGPGSK

R3
i * * * 1

c-Myb souris VKKTSWTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAETAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRKV
A-Myb humain VKKSSWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNS IKNHWNSTMRRKV
B-Myb humain VKKSCWTEEEDRIICEAHKVLGNRWAEIAKML PGRTDNAVKNHWNSTIKRKV
Myb drosophile IKKTAWTEKEDEIIYQAHLELGNQWAKIAKRLPGRTDNAIKNHWNSTMRRKY
Cl Zea mays IRRGNISYDEEDLIIRLHRLLGNRWSLIAGRLPGRTDNELKNYWNSTLGRRA

Liaison 2 I'ADN Activation Régulation Négative
1 ~ n I — 1 636
| R2 | R3 % S ' :
Domaine Myb Leucine
Zipper
Figure 10 : (A) Alignement des séquences répétées de six membres de la famille

Myb selon Frampton et al. (1991). Les étoiles signalent la présence des trois
tryptophanes espacés régulierement. Tous les membres de la famille ne contiennent
pas les trois séquences répétées mais le domaine MYB (R2R3) est suffisant pour une
fixation spécifique a ' ADN.

(B) Schéma de l'organisation fonctionnelle de c-Myb murin.

La possibilité d'une similarité de fonction entre les tryptophanes de Myb et ceux du
domaine ETS est appuyée par la trés bonne conservation au sein des familles Myb et
Ets de ces tryptophanes (Anton et Frampton, 1988; Ascione et al., 1992).

L'interprétation des données de mutagenese dirigée a mis en évidence 1'importance
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des tryptophanes de Myb et du domaine ETS dans la fixation 2 I'ADN et clarifié leur
rdle. De plus, la résolution de la structure tridimensionnelle d'une unité de répétition
Myb a montré l'importance des tryptophanes dans la constitution du noyau
hydrophobe (Ogata et al., 1992).

L'ensemble de ces résultats a relancé le débat sur la similarité de fonction entre les
tryptophanes de Myb et Ets. En usant de 1'argument que Myb et Ets coopérent pour
la transformation de cellules de la lignée érythrocytaire de poulet (Metz et Graf,
1991a), la communauté scientifique a longtemps été tentée d'imaginer une identité de
structure entre les domaines de fixation a I'ADN de Myb et Ets, jusqu'aux récents

travaux de RMN qui ont définitivement mis fin a cette idylle.

3. De l'importance du motif structural hélice-coude-hélice.

Comme nous l'avons détaillé dans un chapitre précédent, de
nombreuses interactions entre le domaine ETS et d'autres régions du facteur de
transcription ou une protéine extérieure modifient la spécificité de fixation a 'ADN.
Néanmoins, on s'autorisera a définir le domaine de fixation a8 'ADN d'un facteur de
transcription comme le peptide nécessaire et suffisant a une fixation spécifique.
Lorsqu'entre deux facteurs de transcription ces domaines sont interchangeables, ils
sont considérés comme des unités de repliement protéiques autonomes. Pour clarifier
la situation, on emploiera le mot "domaine" pour désigner une structure qui adopte
une conformation tri-dimensionnelle indépendemment de reste de la protéine et le
mot "motif" pour faire référence a une partie conservée de cette structure. A l'inverse
d'un domaine, un motif ne se replie pas de maniere indépendante, pas plus qu'il n'est
suffisant a la fixation spécifique a 'ADN. Plusieurs types de domaines de fixation a

I'ADN ont pu étre identifiés sur la base de leur identité de séquence, autorisant ainsi
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une taxonomie rendue chaque jour plus complexe par la résolution de structures
atypiques ou de domaines présentant une identité structurale avec les représentants
classiques de ce motif sans révéler aucune identité de séquence avec eux.

Ne seront détaillés ici que les domaines de fixation a 'ADN qui comprennent un
motif hélice-coude-hélice dont la connaissance est indispensable a la compréhension

de l'organisation du domaine ETS.

3.1. Définition du motif hélice-coude-hélice (a star is born).

Historiquement, c'est la comparaison de la structure tri-dimensionnelle
des domaines responsables de la liaison a I'ADN des protéines Cro et A, & premiére
vue d'organisation tres différente, qui a permis de définir le motif hélice-coude-
hélice (Anderson et al., 1981; Ohlendorf ef al., 1982; Pabo et Lewis, 1982: Pabo et
al., 1982; Ohlendorf er al., 1983; Jordan er al., 1988). En fait, les deuxieéme et
troisieme hélices de ces deux structures sont parfaitement superposables tant par
l'orientation des hélices 1'une par rapport a 1'autre que par la longueur du peptide qui
les relie. En outre, les seconde et troisie¢me hélices jouent un role équivalent dans la
liaison a I'ADN des deux protéines. Le motif hélice-coude-hélice était né.

Il est défini comme un peptide de 20 résidus comprenant deux hélices qui forment un
ahgle de 120° environ (Fig. 11). La jonction entre les deux hélices se fait par une
boucle de quatre acides aminés, le premier étant systématiquement une glycine.
Certains résidus hydrophobes de la boucle et des deux hélices sont conservés (Fig.
11) et semblent jouer un double réle dans la formation du noyau hydrophobe du
domaine de fixation a I'ADN et dans les contacts qu'entretient ce domaine avec le
reste de la protéine.

Des modeles d'interaction ADN-protéines ont été proposés puis la résolution par des
méthodes directes de complexes ADN-protéine hélice-coude-hélice a permis de
mettre en lumiere le mode d'interaction de ce motif avec sa séquence nucléotidique

cible. L'axe de la premiere hélice du motif n'est colinéaire ni a I'axe du grand sillon
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ni a I'axe de la double hélice d'ADN, elle est donc "loin" de la séquence reconnue par
le domaine de fixation. Cependant, par l'intermédiaire de ses résidus amino-
terminaux, elle établit des contacts avec I'ADN. La seconde hélice se place dans le
grand sillon, mais son axe n'est pas exactement colinéaire a celui du grand sillon
puisque sa partie amino-terminale est plus proche de 'ADN que son extrémité

carboxy-terminale.
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QAE|ILAlQK|VG[TTQOQ S|[I|IEQL EN 434Rep
OTE|lLA|TK|laAGV|IKQOQ s{IloL T EA 434Cro
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Figure 11 : (A) Alignement des séquences des motifs hélice-coude-hélice de

protéines régulatrices de phage ou de bactérie selon Pabo et Sauer (1992). Les
acides aminés apparaissant en caracteres gras dans les cadres sont les résidus
conservés dans la plupart des protéines hélice-coude-hélice.

(B) Vue schématique de 1’organisation du motif hélice-coude-hélice du répresseur
A et de ses interactions avec I’ ADN selon Jordan et Pabo (1988).
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3.2. Les homéodomaines.

3.2.1. Portrait-robot.

L'homéodomaine est un peptide de 60 acides aminés nécessaire et
suffisant a une fixation spécifique a I'ADN et que l'on retrouve dans une famille de
protéines impliquées dans la régulation des génes eucaryotes. Virtuellement présent
dans toutes les especes de la levure a 'homme, I'homéodomaine a originellement été
mis en évidence chez les facteurs de transcription intervenant dans le développement
de la drosophile.

La premiére structure élucidée a été celle de la protéine Antennapedia (Antp) (Fig.
12). Les données de RMN ont montré que I'homéodomaine de Antp était organisé en
quatre hélices (Billeter et al., 1989; Qian et al., 1990). Les hélices HI et HII sont
antiparalleles 1'une a l'autre, les hélices HIII et HIV sont perpendiculaires aux deux
premieres et forment entre elles un coude d'environ 30° (Fig. 12). L'hélice HI est
précédée d'un bras flexible qui établit des contacts avec le petit sillon. Le motif
hélice-coude-hélice correspond aux seconde et troisiéme hélices qui sont reliées par
quatre acides aminés. Les contacts entre HI, HII et HIII forment le noyau
hydrophobe de 'homéodomaine.

Contrairement a Antp, Engrailed (en) et MATx2 qui sont également des protéines a
homéodomaine possédent un domaine de fixation a ' ADN organisé en seulement
trois hélices (Kissinger et al., 1990; Wolberger et al., 1991), HIII correspondant au
couple d'hélices HII/HIV présent dans Antp. Seuls le début de HIII (pour en et
MAT®2) et I'hélice HIII (pour Antp) interviennent dans la liaison a 'ADN. La
derniere partie des homéodomaines ne semble pas correspondre a un élément de
structure bien défini : fin d'une hélice simple longue (en, MATa2) ou couple
d'hélices (Antp), ce segment correspond a un bras flexible dans le cas de fushi tarazu
(ftz) (Qian et al., 1994a). La variabilité que présente ce peptide semble donc indiquer

qu'il ne joue qu'un réle secondaire dans la fixation a I'ADN.
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R 2%

Figure 12 : Organisation spatiale de 1’homéodomaine de Antennapedia (Antp)
(en haut). Vue perpendiculaire a 1’axe de 1’hélice de reconnaissance & gauche et
dans la direction de cette hélice a droite, selon Gehring et al. (1994).

Comparaison des homéodomaines de bon ton (Antp) au milieu et de mauvais goiit
(LFB1) en bas, selon Leiting et al. (1993). L’insertion de 21 acides aminés dans le
motif hélice-coude-hélice ne modifie pas ["architecture générale de

I’homéodomaine.
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La structure de Antp, en et MAT 02 en complexe avec I'ADN (Kissinger e al., 1990;
Otting et al., 1990; Wolberger et al., 1991; Qian et al., 1993) a clairement prouvé
que les contacts avec 'ADN se réalisaient majoritairement dans le grand sillon par
I'hélice de reconnaissance (HIII ou HIII/HIV) et minoritairement dans le petit sillon
par le bras situé en amino-terminal de HI, équivalent du bras amino-terminal du
domaine de fixation a 'ADN du répresseur A. Il est intéressant de constater que
I'absence de ce bras amino-terminal ne modifie en rien l'architecture de
I'homéodomaine de Antp mais en revanche entraine une importante diminution de
I'affinité de fixation 2 'ADN (Qian et al., 1994b).

Le cas particulier du facteur de transcription de foie de rat (LFB1=HNF1) souléve un
point intéressant puisque la structure de son homéodomaine a montré que si le
nombre et 'orientation des hélices étaient conservés par rapport a en et a MAT 02,
I'homéodomaine de LFB1 présentait une insertion de 21 résidus entre HII et HIII,
avec pour conséquence directe un allongement de HII d'un tour d'hélice et le
remplacement du tour par une longue boucle qui n'est pas impliquée dans la fixation
aI'ADN (Ceska et al., 1993; Leiting et al., 1993) (Fig. 12). La dimérisation de LFB1
pourrait s'effectuer par l'intermédiaire de cette boucle supplémentaire.

L'organisation générale de 'homéodomaine et son mode d'interaction avec ' ADN ne
semblant pas modifiés dans le cas de LFB1, la communauté scientifique s'est donc
vu contrainte d'élargir la notion de motif hélice-coude-hélice. La seconde implication
de cette découverte est que la pression de sélection pour maintenir un motif de
reconnaissance de I'ADN organisé en deux hélices est forte. Ceci est confirmé par le
fait que I'hnoméodomaine de MAT 02 présente une architecture tres proche de celle
de en et Antp (la seule variation se situe au niveau de la jonction entre HI et HII) tout
en ne montrant qu'une faible identité de séquence (27% avec en et 28% avec Antp;

MATa2 est considéré comme le membre le plus divergent de la famille des

protéines 8 homéodomaine).
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3.2.2. Ni tout a fait la méme, ni tout a fait une autre...

Tous les protéines a homéodomaine reconnaissent toutes une
séquence consensus 5'-ATTA-3' et ont des propriétés de fixation apparemment trés
similaires. De plus, la forte identité structurale entre les homéodomaines pose le
probleme de la spécificité de fixation. Trois réponses peuvent étre apportées a cette
angoissante question :

1) Alors que certains contacts avec 'ADN sont identiques pour les différents
homéodomaines, les bases peuvent aussi établir des interactions avec les chaines
latérales non conservées, ce qui constituera une premiére maniere d'augmenter la
spécificité des homéodomaines.

2) La combinaison possible avec un second domaine de fixation a 'ADN qui
nécessitera donc plusieurs éléments de fixation est une seconde solution. Les
protéines POU qui possédent un second domaine dénommé domaine POU-
spécifique en constituent un exemple frappant.

3) Enfin, d'autres mécanismes comme un effet de synergie pour la fixation a
I'ADN par interaction avec un cofacteur modifieront les interactions avec les
séquences cibles. L'hétérodimérisation des protéines MATa2 et MATo1 est
essentielle au maintien du stade diploide mais MATa2 peut également former avec
la protéine MCMI1 un hétérotétramere qui contribue au maintien des mini-

chromosomes de la levure.

3.2.3. Comparaison avec les protéines hélice-coude-hélice.

Malgré l'existence d'un motif commun, les différences entre les

protéines hélice-coude-hélice et les homéodomaines sont multiples.
1) Méme si les homéodomaines comportent parfois une insertion au niveau
du coude (cas de LFB1) ou une hélice de reconnaissance coudée (Antp), la topologie

générale du domaine de fixation a I'ADN est tres homogene comparée a celle des
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protéines hélice-coude-hélice ou le motif de reconnaissance est "décoré" d'un
nombre trés variable d'hélices ou de brins 3.

2) Le motif hélice-coude-hélice de 'homéodomaine fait un angle de 90°
quand il est de 120° environ pour les protéines hélice-coude-hélice.

3) Les hélices de I'homéodomaine sont plus longues que leur analogues chez
les protéines hélice-coude-hélice.

4) Les résidus de 1'hélice de reconnaissance qui sont impliqués dans
I'interaction avec 'ADN n'occupent pas des positions équivalentes. Ils sont amino-
terminaux pour les protéines hélice-tour-hélice et centraux pour les homéodomaines.

5) Enfin, dans les protéines hélice-coude-hélice, le premier résidu du tour est
une glycine. La nature de cet acide aminé trés conservé ne semble paradoxalement
pas jouer un role primordial puisque la mutation de ce résidu en acide glutamique
dans le répresseur du phage A donne un mutant tout a fait fonctionnel (Hochschild et
al., 1983). En revanche, les homéodomaines présentent rarement une glycine a cette

position, les seules exceptions connues étant en et Invected.

3.2.4. Les fauteurs de troubles.

Pour perturber la classification bien établie entre les protéines a
hélice-coude-hélice et les protéines a homéodomaine, Hin qui appartient a la famille
des recombinases semble posséder des caractéristiques de ces deux familles
structurales et s'impose comme une transition idéale (Feng et al., 1994). A l'instar
des homéodomaines, Hin présente une organisation antiparalléle de HI et HII ainsi
qu'un bras amino-terminal qui établit des contacts avec I'ADN sur le petit sillon.
Mais la longueur des hélices et des jonctions entre hélices rappelle nettement
I'architecture d'une protéine de type hélice-coude-hélice...

De plus, le domaine paired est organisé en deux sous-domaines chacun
remarquablement superposable au domaine de fixation de la recombinase Hin (Xu et

al., 1995). Résultat troublant : I'hélice de reconnaissance de ces domaines (HIII et
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HVI) entretient des rapports beaucoup plus étroits avec le grand sillon de 'ADN que
n'importe quelle hélice de reconnaissance, protéines hélice-coude-hélice et

homéodomaines confondus.

3.3. Les protéines POU.

Les facteurs de transcription POU exercent un fonction critique dans
la mise en route et la régulation de 1'organogenése. Le domaine spécifique des
protéines POU (qui sera nommé POUs) comporte environ 70 acides aminés et il
forme une unité architecturalement indépendante de I'homéodomaine des protéines
POU en amino-terminal duquel il est placé (Herr et Cleary, 1995). Sa structure
indépendemment obtenue par deux équipes a montré qu'il consistait en quatre hélices
(Assa-Munt et al., 1993; Dekker et al., 1993). 1l présente deux particularités par
rapport aux homéodomaines qui sont un core hydrophobe trés volumineux et une
quatrieme hélice distordue par la présence d'une proline. Le motif hélice-coude-
hélice correspond aux deuxieme et troisieéme hélices et differe du motif classique par
un point : la deuxieme hélice ainsi que la boucle sont beaucoup plus longues. D'une
maniere surprenante le domaine POUs de Oct-1 présente de nombreuses similarités

avec les répresseurs A et 434.

3.4. Les protéines a hélice-coude-hélice '"type papillon".

Parmi les déclinaisons exotiques autour du motif hélice-boucle-hélice,
on peut compter, outre les exemples précédemment cités, un ensemble de structures
regroupées sous le terme de protéines a hélice-boucle-hélice de "type papillon”
(traduction libre M.P.L. de "winged helix-turn-helix") (Fig. 13). En effet, avec un
peu d'imagination, la forme de ces domaines se calque approximativement sur celle
d'un papillon pour lequel 1'hélice de reconnaissance ferait office de thorax, le reste du

domaine constituant deux grandes ailes. Cette variante zoologique comprend des
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Figure 13 : Organisation tridimensionnelle de trois représentants de la famille
des protéines a hélice-coude-hélice "type papillon” selon Brennan (1993).
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protéines d'origine diverse. En font partie la transposase Mu, le répresseur de la
biotine (Wilson et al., 1992), la protéine CAP de pleine longueur, les facteurs de
choc thermique (Harrison et al., 1994; Vuister et al., 1994a; Vuister et al., 1994b), le
facteur nucléaire hépatocytaire 3 (HNF3, nommé aussi forkhead) (Clark et al.,
1993), le domaine globulaire de 1'histone H5 (Ramakrishnan et al., 1993) et au
moins un membre de la famille Ets qu'on évoque ENFIN. La structure précise du

domaine ETS sera abordée dans la partie DISCUSSION.

4. La transactivation par les protéines Ets.

Le travail qui fait l'objet de ce présent manuscrit s'attachant
essentiellement & la caractérisation de la protéine ERM, c'est-a-dire a la
détermination des régions nécessaires aux activités de liaison a ' ADN et d'activation
de la transcription ainsi qu'a 1'élucidation du mode de fonctionnement de ce facteur
de transcription, nous avons volontairement oblitéré la question des séquences cibles
pour pouvoir nous focaliser sur l'architecture des domaines transactivateurs des
protéines Ets et nous avons développé de maniere extensive le cas des protéines c-

Ets-1 et c-Ets-2.

4.1. Délimitation des domaines transactivateurs.

4.1.1. c-Ets-1 et c-Ets-2 (un effeuillage presque achevé).

c-Ets-1 et c-Ets-2 se sont vu coller I'étiquette de facteurs de
transcription suite aux expériences établissant qu'ils étaient capables de transactiver
sur une séquence dérivée de 1'amplificateur du virus du polyome (Wasylyk et al.,

1990) et sur un élément de réponse contenu dans la longue répétition terminale du
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virus HTLV-1 (Bosselut et al., 1990; Gégonne et al., 1992). En cherchant 4 délimiter
les domaines responsables de cet effet, certains auteurs ont montré que la délétion
des 98 premiers acides aminés de c-Ets-1 (p68) diminuait de cinq fois 1'effet
transactivateur par la protéine native, suggérant donc la présence d'un premier
domaine transactivateur, et ont ensuite indiqué qu'il existait un second domaine
(acides aminés 250 a 312) nécessaire a un effet transactivateur optimal. En réalité, la
fonction d'activation de la transcription par c-Ets-1 (p68) est portée par les 71
premiers résidus amino-terminaux (région RI) ainsi que par la région RIII de 104
résidus qui est localisée juste en amont du domaine ETS (Schneikert et al., 1992) et
qui recouvre le domaine 250-312 (Fig. 14). La bien nommée région RII située entre
RI et RIII, sans exercer aucune activité de transcription altérerait la fonction de la
région RI et stimulerait celle de RIII. II est a noter que la région RI est spécifique du
produit d'épissage alternatif p68 de c-Ets-1; c-Ets-1 (p54) pour laquelle les 71
premiers acides aminés (correspondant aux exons o et {3 de c-Ets-1) sont remplacés
par un peptide totalement différent de 27 acides aminés possede donc la seule région

RIII comme domaine transactivateur (Schneikert et al., 1992).

71 174 314 374’ 460
Z:n4 iz It B
1 485
Figure 14 : Organisation des domaines transactivateurs de c-Ets-1 (p68) selon

Schneikert et al. (1992).

En outre, les travaux de Schneikert et al. (1992) ont suggéré une organisation
fonctionnelle similaire pour c-Ets-1 (p68) et c-Ets-2, ce qui a été confirmé en
particulier pour l'extrémité amino-terminale. Son organisation génomique est
identique dans c-ets-1 (p68) et c-ets-2 (Albagli et al., 1994) et elle présente une

région de forte identité de séquence étendue sur un segment hydrophobe-acide de 13
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résidus. Cette région recouvre l'exon B de c-Ets-1 (p68) et a été baptisée BEC pour

Ets-1-Beta-Ets-2 Conserved region (Fig. 15).

Ets-2 xénope 5| SSSCELPLLTPCS
Hi3] SANCELPLLTPCS
¥4 SNNCELPLLTPCS
B MECADVOLLTPSS

B{ MECADV

Ets-2 humain
Ets-2 poulet

Ets-1 (p68) poulet
Ets-1 (p68) tortue

=2 =2 2 2 <

Figure 15 : Définition du domaine BEC (encadré en gris) par alignement entre c-
Ets-1 (p68) et c-Ets-2 selon Albagli et al. (1994).

La délétion du BEC dans les domaines RI de c-Ets-1 (p68) (correspondant aux exons
o et B) et de c-Ets-2 compromet sérieusement la transactivation dans le cas de
I'utilisation d'une chimere avec un domaine de liaison a 'ADN hétérologue mais
diminue plus faiblement la transactivation dans le contexte de la protéine native. Les
extrémités amino-terminales de c-Ets-1 (p68) et de c-Ets-2 sont dorénavant
considérées comme portant des fonctions équivalentes. Pour corroborer cette identité
de comportement, il faut signaler que c-Ets-1 (p68) et c-Ets-2 ont des rdles similaires

dans la coopération avec le facteur de transcription AP-1 (Wasylyk et al., 1990).

4.1.2. Erg, Fli et les autres (J'enleéve le haut mais pas le bas!).

Un certain nombre de membres de la famille Ets ont dévoilé leurs
charmes de facteurs de transcription sans que tous les domaines responsables de
cette fonction aient été circonscrits de maniere précise.

Les différentes formes résultant de 1'épissage alternatif du géne erg codent des
facteurs de transcription contenant plusieurs domaines transactivateurs dont une

région de 46 acides aminés immédiatement en aval du domaine ETS. De plus, la
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délétion des 208 premiers acides aminés entraine une perte de 70% de I'effet
transactivateur, suggérant l'existence d'un second domaine transactivateur (Reddy et
Rao, 1991; Duterque-Coquillaud et al., 1993; Prasad et al., 1993; Siddique et al.,
1993). De maniére intéressante cette région contient une zone d'identité de séquence
que l'on retrouve dans divers membres de la famille Ets (Fli-1, c-Ets-1, c-Ets-2 et son
homologue chez la Drosophile Pnt, YAN/POK et GABPa ). Cette séquence
commune est recouverte par le domaine responsable de la transactivation chez Erg et
chez son proche parent Fli-1 (80% d'identité de séquence) mais, curieusement, elle
ne joue pas un rdle équivalent pour c-Ets-1, c-Ets-2 ni Pnt. Fli-1 posséde un second
domaine transactivateur en aval du domaine ETS mais il semble plus étendu que
I'équivalent présent chez Erg (Rao et al., 1993; Zhang et al., 1993). Erg et Fli-1
posseédent donc une organisation tres similaire.

Le facteur de transcription SPI-1 contient une région riche en résidus acides (acides
aminés 1 a 165), plus précisément la zone des résidus 75 a 93 comprend 31% de
glutamine ce qui la plagait a priori comme un domaine transactivateur. Les résultats
obtenus par différentes équipes au sujet de la délimitation exacte du domaine
transactivateur sont a premiere vue contradictoires. Selon Hagemeier et al. (1993),
les 75 premiers résidus en fusion avec un domaine de liaison a ' ADN hétérologue
sont suffisants pour la transactivation et exercent le méme effet qu'une chimere
comportant les 134 résidus amino-terminaux. Selon Shin et al. (1993), la délétion
des 70 premiers acides aminés n'a aucun effet sur la transactivation vis-a-vis d'un
¢lément de réponse naturel et tout le potentiel transactivateur est porté par la région
des résidus 75 a 93. La région amino-terminale, riche en résidus proline qui
confererait a la protéine une structure flexible apte aux interactions protéine-
protéine. Cette seconde hypotheése peut étre considérée comme la plus probable
puisque les conditions utilisées sont nettement plus proche de la réalité.

Un des membres les plus éloignés de la famille, Elk-1, contient pour l'instant comme
SPI-1 un domaine de transactivation unique (Rao et Reddy, 1992; Janknecht et al.,

1994). La région absolument indispensable 2 la transactivation est restreinte aux
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résidus 376 a 404 tandis que les acides aminés encadrant cette zone, sans étre
essentiels, augmentent par leur présence l'effet de transactivation. Cet exemple a
l'extréme avantage de montrer que la transactivation ne reléve pas d'un effet tout ou
rien mais d'un phénomeéne ot I'importance des résidus est hiérarchisée.

Le cas de facteurs de transcription du groupe PEA3 sera évoqué dans la partie
RESULTATS.

Toutes les protéines Ets n'ont pas été démontrées comme étant des facteurs de
transcription, cependant, il apparait d'ores et déja que les différents domaines
responsables de la transactivation des membres de la famille Ets ne partagent aucune
caractéristique commune contrairement au domaine ETS. Modérons néanmoins cette
assertion en soulignant que les critéres en cours, basés sur la richesse en certains
acides aminés (proline, glutamine, résidus acides ou hydroxylés...) seront sans doute
affinés dans les années a venir puisque par exemple les résidus du domaine acide
responsable de la transactivation par la protéine VP16 ne sont justement pas les

résidus acides mais les résidus hydrophobes (Cress et al., 1991).

4.2. Intervention des protéines Ets dans des complexes transactivateurs.

4.2.1. Un seul étre vous manque et tout est dépeuplé.

Les premiers éléments d'une coopération entre une protéine Ets et un
autre facteur de transcription sont apparus lorsque Wasylyk et al. (1989) ont montré
entre autres qu'une protéine Ets et le facteur de transcription AP-1 se liaient tous
deux a un élément de réponse de I'amplificateur du polyome (contenant un site Ets et
un site AP-1) et que la somme des effets des mutations sur les sites ETS et AP-1
était moins importante que 1'effet de 1a mutation simultanée des deux sites, suggérant
donc qu'une protéine Ets et AP-1 agissaient de concert pour l'augmentation de la
transactivation. L'existence d'une coopération de c-Ets-1 (ou c-Ets-2) avec AP-1 a
été indirectement mise en évidence dans le cas de la transactivation sur I'élément de

réponse de 'amplificateur du virus du polyome (Wasylyk et al., 1990). L'intégrité
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des sites ETS et AP-1 est requise pour cette synergie mais on ignore si cet effet est le
simple écho d'une coopération de fixation ou implique une "collaboration" dans la
transcription proprement dite.

Alors que c-Ets-2 ne transactive pas seul sur 1'élément de réponse de 'amplificateur
de mim-1, il coopere avec c-Myb pour ['augmentation de la transcription (Dudek et
al., 1992) et cet effet n'est pas dfi a une coopération de fixation a 'ADN. La
recherche d'hétérodimere c-Ets-2-Myb par co-immunoprécipitation s'est soldée par
un échec, ce qui laisse supposer soit que 1'association n'est pas directe et que c-Ets-2
et c-Myb s'intégrent au sein d'un complexe de transcription multimérique, soit que
l'interaction est trop faible pour étre détectée par la méthode utilisée.

L'exemple de c-Ets-1 et Spl montre que la coopération entre deux facteurs de
transcription pour la transactivation peut étre le reflet d'une simple coopération de
fixation (Gégonne et al., 1993). La formation du complexe ternaire comprenant c-
Ets-1, Spl et 1'élément de réponse contenu dans la longue répétition terminale du
virus HTLV1 dépend strictement de l'intégrité des sites de fixation des deux
protéines et des expériences de protection contre la DNase I ont clairement indiqué
que c-Ets-1 se liait d'une maniere préférentielle sur’ I'é1ément de réponse déja 1ié a
Spl.

NF-EMS5 nécessite la présence de SPI-1 1i€ au site ETS adjacent pour sa fixation a
I'élément de réponse de 1'amplificateur 3' de I'immunoglobuline ¥ (Pongubala et al.,
1992). Cependant des expériences de cofractionnement sur héparine-agarose n'ont
amené aucun indice permettant de conclure a une interaction directe de ces deux
protéines du moins en 1'absence d'’ADN. L'analyse de l'activité de divers mutants de
délétion de SPI-1 a révélé que la présence d'une région de 43 acides aminés était
nécessaire (mais pas forcément suffisante) pour I'établissement de contacts indirects
entre les deux protéines. Cette région contient trois sérines cibles potentielles de
phosphorylation par la caséine kinase II et I'état phosphorylé d'un de ces trois résidus
(la sérine 148) est requis pour une interaction effective entre NF-EM5 et SPI-1

(Pongubala et al., 1993). Cette région recouvre la zone d'identité de séquence de
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SPI-1 avec les régions PEST (riches en proline (P), acide glutamique (E), sérine (S)
et thréonine (T)) qui seraient impliquées dans la dégradation des protéines
cellulaires. On peut donc facilement concevoir que l'interaction de NF-EMS5 avec
SPI-1 joue un double rdle d'aider a la fixation a I'ADN (pour le bien de NF-EMS) et
de protéger SPI-1 de la dégradation. Un exemple éloquent d'association transitoire a
bénéfice réciproque. |

Récemment a été reportée 1'existence de Pip (PU.1 interaction partner) qui est trés
probablement NF-EM5 (Eisenbeis et al., 1995). Comme NF-EMS5, Pip ne se lie pas
seul a 1'élément de réponse AB de l'amplificateur B de l'immunoglobuline A mais
recrute SP1-1. De plus, la formation du complexe est hautement dépendante de
I'intégrité des sites de liaison de SPI-1 et Pip ainsi que de la présence dans SPI-1
d'une sérine en position 148. Bien que cela n'ait pas été démontré explicitement, il
semble que Pip posséde des propriétés transactivatrices : Pip appartient a la famille
de facteurs de transcription IRF et contient des régions riches en glutamine (15% des
résidus sur la région 354-419) et en proline (20% des résidus sur la région 151-237).
De plus, alors que dans un autre contexte il est doué de la capacité a transactiver
(voir plus haut), SPI-1, ainsi que Pip, est incapable de transactiver seul a partir d'un
élément AB concatémérisé. Quand les deux protéines sont coexprimées, on observe
néanmoins une augmentation de la transcription. Ceci ne prouve pas d'ailleurs que
Pip soit un facteur de transcription. On pourrait le considérer comme une protéine
douée de l'activité de liaison a ' ADN, qui recrute SPI-1 pour sa fixation sur 1'élément

AB et qui, en contrepartie, aide a la transcription par SPI-1.
4.2.2. SRF et les protéines Ets (le Dom Juan moléculaire).

Je prendrai la liberté de m'attarder sur ce modele d'interaction
protéine-protéine et protéine-ADN dont 'étude a été tres fouillée. Le SRE (pour
Serum Response Element) médie 'expression des génes précoces (comme c-fos) en

réponse au stress, aux facteurs de croissance ou aux cytokines. C'est un complexe
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ternaire composé du facteur de réponse au sérum (SRF pour Serum Response Factor)
et de TCF (pour Ternary Complex Factor) médie la réponse a partir de 1'élément
SRE du gene c-fos. L'étude de ses caractéristiques de liaison 2 I'ADN a permis
d'identifier TCF comme Elk-1 (Hipskind et al., 1991), SAP-1a (Dalton et Treisman,
1992) ou ERP/NET (SAP-2) (Lopez et al., 1994; Giovane et al., 1994). Elk-1, SAP-
la et ERP/NET présentent des identités de séquence au niveau de trois régions ayant
des fonctions distinctes :

1) 1a boite A qui correspond au domaine ETS (située en amino-terminal de la

protéine),

2) la boite B qui médie les contacts directs SRF-TCF,

3) la boite C, domaine de transactivation qui est régulé par phosphorylation

(Marais et al., 1993) (Fig. 16).
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Figure 16 : Schéma récapitulatif de la structure des TCF (en haut) et du produit de
I'épissage alternatif de Elk-1(en bas). Les numérotations correspondent a Elk-1.

Elk-1 est capable de se fixer de maniere autonome (sans le SRF) sur les
oligonucléotides PEA3, MSV LTR et, plus fortement, sur E74BS (Rao et Reddy,
1992) mais pas sur le SRE (Hipskind et al., 1991). Pour la fixation autonome,
l'intégrité de la partie carboxy-terminale du domaine ETS est requise. En revanche,
les 14 premiers acides aminés du domaine ETS de Elk-1 peuvent étre délétés sans

que l'on observe une abolition de la fixation a I'ADN (Rao et Reddy, 1992b). La



troncature en carboxy-terminal de Elk-1 (Rao et Reddy, 1992b) ou de SAP-1 (Dalton
et Treisman, 1992) augmente la fixation a 'ADN suggérant que ces protéines
contiennent un domaine d'inhibition de la liaison autonome a 'ADN. C'est la boite B
qui semble responsable de cette activité (Janknecht er al., 1994). Comme elle est
également en partie responsable de l'interaction avec SRF (Janknecht et Nordheim,
1992; Treisman et al., 1992), on peut lui attribuer une fonction ambivalente : lorsque
Elk-1 intervient de maniere autonome (in vitro), la boite B impose des contraintes
structurales qui répriment la fixation a I'ADN, tandis qu'elle se pose comme un
élément nécessaire pour l'interaction in vivo avec SRF et la fixation sur le SRE, en
d'autres termes la boite B favorise le recrutement de Elk-1 au niveau du promoteur
de c-fos. Notons que la formation du complexe ternaire Elk-1-SRF-SRE est
dépendante non seulement de la boite B mais également de l'intégrité du domaine
ETS (Rao et Reddy, 1992b; Janknecht et Nordheim, 1992). A premiere vue, ces
données sont contradictoires avec les résultats signalant que la boite B est nécessaire
et suffisante a l'interaction directe avec le SRF (Shore et Sharrocks, 1994).
Néanmoins ces derniers essais ont été réalisés en 1'absence du SRE, on peut donc
supposer que si l'association SRF-Elk-1 dépend strictement de la boite B, les
contraintes structurales apportées par des délétions dans le domaine ETS perturbent
cette interaction. Il faut préciser que la formation du complexe ternaire est
indépendante de la capacité de fixation autonome de Elk-1 : en effet, une mutation
ponctuelle introduite dans le domaine ETS inhibe la liaison de Elk-1 sur E74BS sans
perturber la formation du complexe ternaire (Janknecht et Nordheim, 1992). A
l'inverse, la délétion des 14 premiers acides aminés du domaine ETS, tout en
préservant la fixation autonome, abolit la formation du complexe ternaire. D'autres
informations suggerent que les mécanismes gouvernant la formation du complexe
ternaire sont relativement indépendants de la fixation a ' ADN de Elk-1 ou SAP-1, en
particulier le fait que les sites TCF et SRF présents sur le promoteur de c-fos peuvent
étre placés en orientation inverse ou éloignés d'un ou de deux tours d'hélice sans

dommage pour la formation du complexe ternaire (Treisman et al., 1992). La
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coopération pour la fixation de TCF sur le SRE repose donc surtout sur l'association
des deux protéines.

L'étude comparée du mode de fixation a I'ADN in vitro et in vivo des trois TCF a
montré que ERP/NET se fixe au c-fos SRE tres faiblement contrairement a Elk-1 et
SAP-1a, et que la formation de complexes ternaires engageant ERP/NET est
négligeable (Price et al., 1995). Les trois TCF, Elk-1, SAP-1 et SAP-2 sont des
facteurs de transcription. L'activation transcriptionnelle par les TCF est augmentée
par la phosphorylation de résidus hydroxylés conservés situés dans la partie carboxy-
terminale des protéines. La substitution en alanine de quatre de ces résidus diminue
fortement l'activité de Elk-1 et SAP-1a, la seule variation s'observant pour la
mutation de la sérine 381 dont l'effet s'avére moins drastique dans le cas de SAP-1a
(Price et al., 1995). La régulation de la transcription de c-fos est exercée par les TCF
en réponse a l'activation du signal de transduction impliquant les kinases MAP du
groupe ERK (telle ERK2) mais aussi en réponse a d'autres signaux qui induisent une
cascade différente comme l'exposition aux rayons UV ou le CSF (pour Colony-
Stimulating Factor).

Les kinases MAP du groupe ERK phosphorylent Elk-1 (Gille et al., 1992; Gille et
al., 1995) et les autres TCF (Price et al., 1995). Elk-1 est phosphoryl€é sur les sérines
et les thréonines par les kinases de type ERK et JNK (Whitmarsh et al., 1995). La
phophorylation de Elk-1 par les ERK s'effectue autant sur les sérines que sur les
thréonines alors que celle réalisée par les INK est plus spécifique des thréonines. En
dépit de cette différence, il semble que ces deux types de kinases MAP affectent les
mémes groupes de sites. La phosphorylation par les kinases de type ERK, médiant le
signal induit par le TPA (Tumor Promoting Agent), ou de type JNK, médiant le
signal induit par I'IL-1 (interleukine-1), résulte en une augmentation de la formation
de complexes ternaires et de 'activité transcriptionnelle par Elk-1.

Malgré les similarités observées dans le fonctionnement de Elk-1, SAP-1a et
ERP/NET, certaines différences sont notables : la liaison 4 I'ADN et la formation de

complexes ternaires impliquant ERP/NET sont plus faibles; le patron de
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phosphorylation de SAP-1a est 1égérement modifié par rapport a celui de Elk-1 et
SAP-1a est moins phosphorylé par les INK que Elk-1 (Whitmarsh et al., 1995). Il est
donc peu vraisemblable que les TCF soient totalement redondants : on peut imaginer
que SRF va interagir avec un partenaire différent, selon le niveau de transactivation
requis et, sans doute, le promoteur considéré (seul le cas de c-fos a été examiné).

Outre les qualités intrinséques du mécanisme décrit ci-dessus, qui placent plusieurs
facteurs de transcription dans le contexte de la transduction du signal mitotique, ce
modele est également 1'occasion d'apprécier les joies de la régulation de l'activité de
transcription par épissage alternatif. Le locus elk-1 code Elk-1 mais aussi une autre
forme appelée AElk-1 qui est amputée de 143 acides aminés (Rao et Reddy, 1993)
(Fig. 16). Cette délétion prive Elk-1 des onze derniers résidus du domaine ETS et de
toute une région couvrant la boite B. Les conséquences sont importantes : la délétion
des 11 derniers acides aminés du domaine ETS permet la fixation autonome de la
construction mais uniquement sur le site le plus affin, en I'occurence E74BS; PEA3
et MSV LTR ne sont pas reconnus. De plus, AEIk-1, privé de la boite B, n'interagit

plus avec SRF.

4.2.3. Elf-1, HMG-I(Y) et NF-kB (des relations triangulaires).

La régulation de la transcription de la chaine B du récepteur de
l'interleukine 2 passe par deux éléments, PRRI (nucléotides -299 a -228) et PRRII
(nucléotides -137 a -64) qui mettent en jeu les interactions entre trois protéines au
moins (John et al., 1995). Sur PRRI se fixe une protéine de la famille NF-xB tandis
que PRRII recrute un membre de la famille Ets et de la famille HMG (Fig. 17).
Interférence d'alkylation et protection contre la DNase I ont mis en évidence qu'il
s'agissait respectivement de Elf-1 et de HMG-I(Y) (Thompson et al., 1992). La

fixation sur 1'élément PRRII de Elf-1 se réalise indépendemment de HMG-I (Y) et

n'est pas favorisée par la présence de HMG-I (Y) ni par celle de NF-kB. Elf-1 est

47



capable de transactiver seul mais il agit de maniére coopérative avec HMG-1(Y) ce
qui laisse supposer que ces protéines sont en contact 1'une avec 1'autre. L'interaction
directe entre deux protéines peut se mettre en évidence par la technique de "pull-
down" : un partenaire est exprimé sous la forme d'une protéine de fusion avec la
glutathion-S-transférase. La chimére ainsi obtenue sera retenue sur une colonne de
glutathion-sépharose et, s'il y a interaction directe, fixera le second partenaire
contenu dans un extrait protéique. Dans le cas présent, Elf-1 interagit directement

avec HMG-I(Y) et avec un membre de la famille NF-xB par l'intermédiaire du

domaine ETS.
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Figure 17 : Deux modéles possibles pour l'établissement du complexe protéique
sur l'amplificateur du récepteur de l'interleukine 2 selon John et al. (1995). Les
spheéres noires représentent les molécules HMG-1(Y). (A) HMG-1(Y) n'intervient que
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pour courber I'ADN. (B) HMG-1(Y) intervient également pour augmenter la
transcription.

Le modele proposé suggere que Elf-1 qui est spécifique des tissus lymphoides est
exprimé suite a la stimulation des cellules T quiescentes et se fixe sur PRRIL. Son
interaction directe avec un membre de la famille NF-xB (lié, lui, 2 PRRI) est
facilitée par la présence de HMG-1(Y), véritable colle protéique, dont le rdle serait
de déformer I'ADN, placant ainsi Elf-1 a proximité de la protéine de type NF-kB,
et/ou de servir de cofacteur "de pontage" entre Elf-1 et un autre facteur de
transcription encore inconnu (Fig. 17). Cet exemple illustre parfaitement la
dichotomie entre la fonction de liaison a 'ADN (Elf-1 est indépendant des autres
protagonistes) et celle de transactivation (Elf-1 seul transactive de maniere

négligeable mais coopere avec NF-xB en présence de HMG-1).

4.2.4. c-Ets-1, LEF-1, CBF et ATF/CREB (les parties fines).

L'amplificateur du géne du récepteur o des cellules T (TCRa) possede
des sites de fixation pour les protéines c-Ets-1 (Ho et al., 1990), LEF-1, ATF/CREB
(Activating Transcription Factor/ cAMP Response Element-Binding) et CBF. CBF
appelé aussi PEBP2 (pour Polyomavirus Enhancer Binding Protein 2) est constitué
d'une sous-unité o spécifique des cellules T, et d'une sous-unité 3 exprimée de
maniére ubiquiste qui augmente faiblement l'activité de liaison & ' ADN de la sous-
unité o sans le contacter. Des expériences de gel-retard et de "pull-down" ont
démontré que c-Ets-1 seul est capable de se lier tres faiblement a I'ADN mais que la
présence de la protéine PEBP2a qui interagit directement avec la région des acides
aminés 123 a 240 de c-Ets-1 éleve considérablement la capacité de liaison 2 I'ADN
(Giese et al., 1995). Réciproquement, c-Ets-1 augmente la fixation spécifique de
PEBP2a sur I'amplificateur du TCRa. Le détail de la coopération c-Ets-1-PEBP2 o

pour la fixation sur 1'élément de réponse du TCRJ est exposé au chapitre 2.4.1., on

49



peut supposer qu'il est identique sur 1'élément de réponse du TCRa. Le complexe
établi n'est rendu stable que par la présence conjointe de deux autres polypeptides :
ATF/CREB et LEF-1 qui est un membre de la famille HMG (Giese et al., 1995)
(Fig. 18). Il a été montré que c-Ets-1 et LEF-1 ainsi que c-Ets-1 et PEBP2a

coopéraient pour la transactivation a partir d'un élément de réponse TCRo.
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Figure 18 : Représentation schématique du complexe multiprotéique défini au
niveau de l'amplificateur du TCRa selon Giese et al. (1995). La position de LEF-1
indique son role dans le "bending" de 'ADN.

Les différents membres de la famille Ets ne sont pas interchangeables dans ce
contexte : méme si on ne peut attribuer une spécificité de fixation a 'ADN propre a
chaque protéine Ets, le remplacement de c-Ets-1 par Fli-1 abolit I'augmentation de la
transcription du complexe, soit parce que le mode de transactivation de c-Ets-1 et de
Fli-1 est différent, soit parce que Fli-1 n'interagit pas avec les mémes partenaires. Il
semble en particulier que Fli-1 contrairement a c-Ets-1 ne soit pas capable de
s'associer 8 ATF/CREB. Hors domaine ETS, le contexte protéique octroie donc un
niveau de discrimination supplémentaire aux facteurs de transcription Ets. En
revanche, la participation de LEF-1 est moins spécifique que celle de c-Ets-1 et
releve plus d'une activité de "bending" (LEF-1 courbe 'ADN sur lequel il se lie) que

d'interactions spécifiques protéine-protéine, ainsi que le suggerent les expériences
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suivantes : premierement, LEF-1 peut étre substitu€ par son domaine de liaison a
I'ADN sans que cela entraine une diminution catastrophique du niveau de
transactivation exercé par le complexe c-Ets-1-LEF-1-PEBP2&.. Deuxiémement, le
domaine de liaison de LEF-1 peut étre substitué par le domaine de liaison a ' ADN
d'un autre membre de la famille HMG avec lequel il ne présente que 24% d'identité
de séquence, celui de SRY, SRY possédant lui aussi la capacité de courber ' ADN.
Le role de LEF-1 serait donc plus celui d'une mise en place de l'architecture
nécessaire a la transactivation que celui d'une augmentation de la transcription. Cette
constatation est a rapprocher de celle faite pour le complexe Elf-1-HMG-1(Y)-NF-
KB dans lequel HMG-1(Y) semble jouer le role de "colle moléculaire”.

Un parallele peut étre établi entre le complexe SRF-TCF et celui détaillé dans ce
chapitre. D'abord, la liaison a 1'amplificateur de TRCo de c-Ets-1 et CBF est
augmentée d'environ 20 fois, comme c'est le cas pour SRF avec Elk-1 ou SAP-1.
Ensuite, la boite B des TCF et la région 123-240 de c-Ets-1 possédent toutes deux
des fonctions similaires et ambivalentes. L'inhibition de la liaison a I'ADN exercée
par la boite B est levée par l'interaction du SRF sur la boite B; de méme, l'inhibition
de la fixation exercée par la région 207-280 de c-Ets-1 est contrebalancée par la
fixation de CBF sur une zone (acides aminés 123-240) qui recouvre largement la
région d'inhibition de la liaison a 'ADN. Selon le contexte (absence ou présence de
cofacteur), la boite B des TCF et la région d'inhibition 207-280 de c-Ets-1 jouent

donc un r6le ambivalent.

5. A quoi peuvent donc bien servir les facteurs de transcription Ets?

Nous avons choisi de ne développer que quelques exemples

impliquant les protéines Ets et nous nous étendrons uniquement sur deux modeles de
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développement mettant en jeu les facteurs de transcription Ets : la différenciation des
photorécepteurs et le développement de la drosophile. Il semblerait que certains
membres de la famille soient également engagés dans le développement
embryonnaire d'autres especes tels le xénope ou le poulet. Nous avons cependant
pris le parti de passer sous silence ces études (sans que cela n'te rien de leur valeur)
car la description de la répartition des ARN messagers et, chez le xénope, 1'examen
de l'impact aprés micro-injection d'ARN antisens ne constituent pas un matériel
suffisant pour juger 1'implication d'une protéine dans un processus de différenciation.
La présence d'’ARN messagers n'est pas le garant absolu de celle des protéines,
encore moins d'une protéine ayant subi toutes les modifications post-traductionnelles
nécessaires a son activité maximale. Enfin, il faut remarquer que les études
d'hybridation in situ ne prennent pas toujours en compte la possibilité d'un épissage
alternatif qui peut donner naissance a des protéines d'activité différente, comme nous

l'avons signalé pour Elk-1 et AEIk-1.

5.1. Les protéines Ets dans le développement.

5.1.1. L'incroyable histoire des récepteurs R7 et des protéines Ets.

L'oeil de la drosophile est composé d'ommatidies, chacune de ces
srtuctures étant composée de huit photorécepteurs (R1 a R8). Le phénotype du
mutant sevenless correspond a 1'absence du photorécepteur R7. Le produit du gene
sevenless est un récepteur 2 tyrosine kinase par lequel, en réponse au signal produit
par R8, les récepteurs R7 se différencient. L'élucidation du mécanisme moléculaire
de cette différenciation a été I'objet de nombreux efforts qui ont permis d'identifier
plusieurs éléments de cette cascade dont Ras, Raf, MEK (kinase MAP codée par le
géne Dsorl) et la kinase MAP codée par le géne rolled (Fig. 19). Les tentatives
d'identification des cibles nucléaires de cette cascade ont mis a jour deux candidats
sérieux : pntP2 et YAN/POK (Tei et al., 1992) qui présentent un intérét particulier

pour nous, amoureux de la famille Ets.
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Figure 19 : Modéle pour l'implication dans le développement de la drosophile de
deux protéines Ets (Pnt et YAN/POK) selon O'Neill ez al. (1994).

YAN/POK a été originellement identifié comme un potentiel facteur de transcription
présent, au cours du développement de l'oeil, dans le noyau des cellules
indifférenciées et qui serait réprimé aprés l'induction de la différenciation (Lai et
Rubin, 1992). L'étude de différentes mutations sur yan a permis de suggérer que le
produit du géne yan jouait le role de régulateur négatif dans le développement des
cellules R7 en limitant I'engagement des cellules précurseurs dans la voie de
différenciation des cellules R7 (Lai et Rubin, 1992; Tei et al., 1992).

Les produits de 1'épissage alternatif du géne pointed, pntP1 et pntP2, codent les
protéines qui ont en commun le domaine ETS, situé dans leur partie carboxy-
terminale mais qui différent par leur extrémité amino-terminale (Klimbt, 1993).
Brunner et al. (1994) ont clairement montré que pntP2 et YAN/POK étaient

effectivement phosphorylés in vitro et in vivo par la kinase MAP encodée par rolled.
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La phosphorylation de pntP2 dépend d'un seul résidu, unique site potentiel des
kinases MAP; celle de YAN/POK dépend également d'un seul acide aminé parmi les
dix sites potentiels. L'analyse de mutants de drosophile pour yan et pointed a
fortement laissé penser que les produits de ces génes jouaient un réle important dans
la différenciation des cellules R7. En effet, les mutants yan sont caractérisés par la
présence des nombreux récepteurs R7 tandis que les doubles mutants yan-pointed ne
présentent pas de récepteurs R7, ce qui indique que la différenciation des cellules R7
est sensible 2 la présence des protéines pntP2 et YAN/POK, méme si elles
n'interviennent pas forcément dans les mémes voies de transduction du signal
extracellulaire (Brunner ef al., 1994). La démonstration claire du role des protéines
Ets comme cible de la phosphorylation par les kinases MAP a été faite par O'Neill et
al. (1994). Sachant que, in vivo, pntP2 agissait en aval de Ras, des essais de
transfection in vitro ont montré que l'activité de transcription des produits du géne
pointed était différemment affectée par la coexpression d'une protéine Ras activée :
l'activité de pntP2 est augmentée, au contraire de celle de pntP1. En outre, 1'activité
de transcription d'une version de pntP2 mutée en son site de phosphorylation n'est
plus augmentée ni par Ras, ni par la kinase MAP codée par le géne rolled, connue
pour agir en aval de Ras; ceci dénote I'importance de la phosphorylabilité de pntP2.
Les mémes techniques, confortées par l'analyse génétique, montre que YAN/POK
est phosphorylé en réponse & Ras activé et a la kinase MAP, et que cette
phosphorylation est sans doute le moyen par lequel Ras et la kinase MAP régulent
négativement la répression de la transcription par YAN/POK. Le mécanisme de
I'inhibition de la répression exercée par YAN/POK a récemment été élucidé : la
phosphorylation par la kinase MAP entraine une modification de la localisation
cellulaire de YAN/POK qui quitte le noyau, puis une dégradation rapide de la
protéine (Rebay et Rubin, 1995). Cet article propose également que YAN/POK, qui
est exprimé dans I'embryon et dans les disques imaginaux, structures précurseurs des
différents segments du corps de la drosophile, fonctionne comme un inhibiteur

général de la différenciation. Les données obtenues pour l'instant sur le mode de
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fonctionnement de YAN/POK ne permettent pas de trancher entre une répression
passive (par la séquestration d'un cofacteur important, par exemple) et l'activité d'un
vrai domaine répresseur de la transcription.

En résumé, la transduction du signal extracellulaire semble passer par Ras et une
kinase MAP, deux éléments de la cascade qui vont permettre la phosphorylation de
pntP2 (alors activé) et de YAN/POK (alors réprimé), deux facteurs de transcription
dont l'activité est requise pour la différenciation normale des cellules R7. L'étude de
I'implication de pntP2 et YAN/POK dans la transduction du signal extracellulaire
pour la différenciation des photorécepteurs R7 est un petit bijou qui combine
élégamment les techniques classiques de la génétique et de la biologie moléculaire.
C'est aussi a l'heure actuelle le seul modéle sérieux qui permette d'attribuer

définitivement un role aux protéines Ets.
5.2.2. E74.

Chez la drosophile, 'hormone stéroide qui coordonne de multiples
événements au cours du développement et de la croissance de certains tissus est la
20-hydroxy-ecdysone (ecdysone). A chacun des six stades du développement de la
drosophile, on observe un pic du taux d'ecdysone. Ashburner a proposé un modele
pour la régulation génétique par 1'ecdysone de la formation de "puffs” sur les
chromosomes polyténiques (Fig. 20) (Ashburner et al., 1974). On peut définir le
"puff’ comme un renflement qui est présent sur les chromosomes polyténiques
géants des glandes salivaires et qui est la manifestation d'une activité
transcriptionnelle intense. Selon le modeéle suggéré, I'ecdysone s'associerait a son
récepteur et égirait directement pour induire la formation précoce de "puffs" et pour
réprimer la formation de "puffs" tardifs. Les protéines qui sont les produits des
"puffs" précoces activeraient transitoirement les "puffs" tardifs puis, aprés une

période déterminée, réprimeraient leur propre expression.
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Génes tardifs — Protéines tardives

'

MORPHOGENESE

Figure 20 : Mode¢le d'Ashburner pour le contrdle génétique par l'ecdysone de
"puffs" du chromosome polyténique selon Ashburner et al. (1974) et Burtis et al
(1990).

Un des genes précoces inductibles par 1'ecdysone, E74, est responsable de la
formation de "puffs" dans la région 74EF des chromosomes polyténiques. L'épissage
alternatif auquel il est soumis donne trois ARN messagers codant les deux protéines
E74A et E74B qui posseédent une extrémité carboxy-terminale commune contenant

un domaine ETS (Burtis et al., 1990; Urness et Thummel, 1990). Leur extrémité
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amino-terminale, spécifique de chaque protéine et riche en résidus acides, en fait des
facteurs de transcription potentiels. L'analyse génétique de mutants E74 a récemment
permis d'examiner le role joué par E74A et E74B non seulement pendant la
métamorphose mais aussi au niveau de la formation de "puffs" dans les
chromosomes polyténiques de la glande salivaire (Fletcher et al., 1995). La plupart
des mutations examinées sont létales, suggérant que E74A et E74B interviennent de
maniere fondamentale avant le stade de la chrysalide, en particulier a I'étape de
I'émergence de la té€te a partir du thorax. E74B préviendrait la dégénérescence
induite par l'ecdysone des muscles abdominaux de la larve. La perte de la fonction
de E74B affecte aussi les disques imaginaux. L'existence de E74A et E74B est
également requise pour la formation correcte des "puffs" des chromosomes de la
glande salivaire en réponse a 1'ecdysone bien que les mutations sur E74B affectent
peu ce processus. Par contre, les mutations sur E74A entrainent la formation de
"puffs" tardifs surnuméraires, ce qui renforce le modele d'Ashburner selon lequel les
produits des geénes des "puffs" précoces (en l'occurence E74A) réguleraient la

formation des "puffs" tardifs.

5.2. Ets et I'oncogenese.

5.2.1. Transformation.

Dans des conditions de culture en concentration de sérum faible ou
nulle, les protéines c-Ets-1 aviaire (Seth et Papas, 1990) et c-Ets-2 murine (Seth et
al., 1989) sont capables de modifier des lignées de cellules comme les NIH3T3. Les
cellules sont alors douées de capacité a pousser en milieu semi-solide et induisent
l'apparition de tumeurs chez les souris chez lesquelles elles ont été injectées,
indiquant par conséquence que c-Ets-1 et c-Ets-2 possedent une activité
oncogénique. 1l est difficile de concilier ces résultats avec le fait que 1'expression

ectopique de c-Ets-1 dans les lignées humaines de cancer du colon DLD-1 et
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HCT116 semble réverter leur phénotype (Suzuki et al.,, 1995). L'expression
ectopique de c-Ets-1 par transfection stable diminue leur capacité a croitre en milieu
semi-solide et a former des tumeurs aprés injection chez la souris; cet effet est
proportionnel a la quantité de c-Ets-1 transfectée et il est inhibé par une mutation
ponctuelle qui abolit 1'activité d'augmentation de la transcription de c-Ets-1 sans
modifier sa capacité de liaison a I'ADN. Peut-&tre est-il inutile de s'interroger plus
avant sur le modele expliquant ces effets contradictoires car on ne peut considérer la
transfection transitoire comme biologiquement "relevante".

Les propriétés de transformation par des membres de la famille Ets ont été beaucoup
plus approfondies dans le cas de v-Ets. Parmi les virus induisant une leucémie aigué
chez le poulet, le virus E26 posséde un statut a part pour plusieurs raisons.
Premierement, il transduit deux oncogenes, v-myb et v-ets qui codent tous deux des
facteurs de transcription. Deuxiémement, ces deux oncogeénes sont exprimés dans
une protéine chimere tripartite Gag-Myb-Ets de 135 kDa de poids moléculaire. Et
troisiémement, il cause de maniere prédominante des érythroleucémies mais possede
la capacité de transformer les cellules myéloides in vitro et in vivo, touchant ainsi
plusieurs lignées du systeme hématopoiétique du poulet.

Lorsque des cellules érythroides sont transformées in vitro par v-myb ou v-ets, elles
poussent lentement et ont une durée de vie limitée. Lorsqu'elles sont transformées
par la combinaison de v-myb et v-ets (produisant alors des protéines distinctes), elles
poussent plus vite et ont une durée de vie plus importante (Metz et Graf, 1991a). Par
contre, des virus contenant la séquence chimeére v-myb-v-ets, transforment des
cellules beaucoup plus immatures. Ces expériences montrent que les deux oncogenes
sont capables de coopérer pour la transformation des cellules érythroides mais ont
des cibles cellulaires préférentielles selon que les deux protéines sont exprimées sous
forme de chimére ou indépendemment. Les spéculations portant sur cette différence
de comportement ont mis en cause soit une nouvelle spécificité acquise par la
protéine chimere, acquise par des modifications conformationnelles ou due a la

présence de deux domaines de liaison a 'ADN, soit des nouvelles facultés de
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transactivation acquises par la présence de plusieurs domaines responsables de la
transactivation ou de l'inhibition de la transactivation.

Pour la leucémogenése, il semble que la coexpression des oncoprotéines v-Myb et v-
Ets ne soit pas suffisante et que les cellules transformées sélectionnées ont "recrée"
la protéine chimere Myb-Ets. La présence des domaines de liaison a ' ADN de Ets et
Myb ainsi que celle du domaine de transactivation de Myb semble requise pour cet
effet : 1a délétion d'une partie du domaine de transactivation de Myb est critique pour
la leucémogenese, mais aucune délétion n'a été réalisée sur les domaines de fixation
qui permettrait de montrer leur implication directe (Metz et Graf, 1991b). En
revanche, on sait que le virus E26 est nécessaire a la stimulation de la croissance des
fibroblastes de poulet (Ravel-Chapuis et al., 1991) et que dans ce cas, l'intégrité dans
la protéine chimere Gag-Myb-Ets des domaines de liaison a8 'ADN de Myb et de Ets
est requise, ce qui laisse supposer non seulement que Myb et Ets coopérent pour
l'effet mitogéne de E26 mais aussi que leur liaison a I'ADN est indispensable.
Notons que la coopération de v-efs avec un second oncogeéne ne passe pas dans tous
les cas par la synthése d'une chimere, loin de 1a. Le virus AEV exprime deux
oncogenes : v-erbA et v-erbB, le produit du premier augmentant l'effet de la
tyrosine-kinase encodée par le second en bloquant la différenciation des cellules
érythroides. Un virus artificiel portant v-erbA et v-ets induit une érythroleucémie
caractéristique de celles induite par AEV (Metz et Graf, 1992). En dépit du fait qu'ils
ne jouent pas le méme role, v-Ets et v-ErbA ne peuvent induire d'érythroleucémie
I'un sans l'autre. Les deux oncoprotéines exprimées indépendemment cooperent, v-
ErbA se cantonnant a son activité de blocage de la différenciation pendant que v-Ets
leve la dépendance vis-a-vis du sérum.

Il a aussi été décrit des situations ol la protéine Gag-Myb-Ets et peut-étre la partie
Ets plus spécifiquement, est impliquée dans la coopération avec des protéines
cellulaires. En réponse a la transformation par 1'équivalent murin de E26,
l'expression du facteur de transcription GATA-1 augmente dans les cellules

érythroides (Aurigemma et al., 1992). Le haut niveau d'expression du géne de
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GATA-1 est "positivement corrélé" a l'activation du géne du récepteur de
I'érythropoiétine (EpoR) supposant que GATA-1 active la transcription de EpoR. De
plus, les auteurs ont supposé que le produit du rétrovirus E26 pouvait interagir avec
GATA-1 en modifiant l'activité de liaison a ' ADN ou le pouvoir transactivateur de
GATA-1. Une telle hypothese, si elle était vérifiée, suggere que les protéines
cellulaires c-Myb ou c-Ets seraient impliquées dans le processus normal de
I'érythropoitse et que la transformation interviendrait par des protéines dénaturées.

Le mécanisme de la coopération de v-Ets avec une autre oncoprotéine ou avec une

protéine cellulaire reste encore a analyser.

5.2.2. Ets et la réaction stromale dans le processus de tumorigenese.

Dans les tumeurs malignes, une étape cruciale du phénoméne de
métastase est I'invasion au cours de laquelle I'adhésion des cellules est modifiée et le
remodelage de la matrice extracellulaire induit. Certaines protéases telles la
collagénase-1, 1'u-PA (pour urokinase-Plasminogen Activator) ou la stromélysine-1
semblent impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Blood et
Zetter, 1990) tant au niveau post-traductionnel que transcriptionnel. Certains facteurs
de transcription prennent part a la régulation des geénes de ces protéases : in vitro en
transfection transitoire, c-Ets-1 augmente la transcription & partir du promoteur de la
stromélysine-1 (Wasylyk et al., 1991), de 1'u-PA (Rorth et al., 1990) et peut-€tre de
la collagénase (Wasylyk et Wasylyk, 1992). Dans le modele murin et dans de
nombreux carcinomes humains, les transcrits c-Ets-1 sont détectés au niveau des
fibroblastes du stroma alors qu'ils sont absents au niveau des cellules épithéliales de
la tumeur (Wernert et al., 1994). De plus, lorsque des fibroblastes en culture sont
stimulés par le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF) ou par le
facteur oo de nécrose des tumeurs (TNFa), l'expression de transcrits c-Ets-1,

collagénase-1 et stromélysine-1 est corrélée ce qui laisse penser que c-Ets-1 pourrait
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étre impliqué dans l'invasion tumorale par le contrdle transcriptionnel qu'il pourrait
exercer sur les protéases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire.
Les transcrits c-Ets-1 sont détectés dans deux structures néoformées : les vaisseaux
sanguins en voie de formation dans 1'embryon de poulet (Vandenbunder et al., 1989)
et dans les vaisseaux sanguins qui irriguent la tumeur (Wernert et al., 1992). Il est
tentant d'imaginer que c-Ets-1 contrdle effectivement ces phénomenes en modulant
I'expression des protéases impliquées dans la formation de nouveaux tissus, normaux

ou tumoraux.

5.2.3. Activation par insertion rétrovirale.

La transformation par certains rétrovirus peut impliquer 1'intégration
de 'ADN proviral dans des génes cellulaires spécifiques ou a leur proximité et la
conséquence de la plupart de ces intégrations est une augmentation du niveau
d'expression de ces génes le plus souvent par l'insertion d'un promoteur ou par
activation via un amplificateur.

Une leucémie peut &tre induite chez la souris aprés injection de I'un des deux
variants du virus de Friend : FV-A ou FV-P qui sont un complexe composé d'un
virus compétent pour la réplication (F-MuLV) et un virus déficient pour la
réplication SFFVa ou SFFVp (Moreau-Gachelin, 1994). Le SFFV est I'agent causal
direct de 1'érythroleucémie aigué et sa glycoprotéine d'enveloppe gp55, en
interagissant directement avec le récepteur de 1'érythropoiétine, perturbe la
prolifération et la différenciation des cellules de la lignée érythroide. L'expression de
la gp55 ne suffit pas A induire des tumeurs malignes et des événements tardifs
impliquent I'activation d'oncogénes de la famille Ets et I'inactivation de la p53 (que
nous n'évoquerons pas ici) (Ben-David et al., 1991a).

Chez la souris, le géne spi-1 (pour SFFV proviral integration-site 1) est activé par
insertion rétrovirale dans 95% des érythroleucémies induites par injection des

souches FLV-P et FLV-A du virus de Friend (Moreau-Gachelin et al., 1988) et dans
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les cellules ou le locus spi-1 est réarrangé, les transcrits de ce géne ne sont pas
modifiés mais leur taux est élévé. Pour les tumeurs infectées par le F-MuLV, ce n'est
pas spi-1 mais fli-1 (pour Friend leukemia integration-site 1) qui est réarrangé. Ce
phénomeéne ne touche que 75% des érythroleucémies induites et n'affecte les
leucémies myéloides ou lymphoides induites par le F-MuLV (Ben-David et al.,
1990). Dans les deux cas, l'insertion provirale correspond a un réarrangement en
amont de la phase codante du géne efs et en orientation inverse par rapport au sens
de transcription.

Chacun des deux membres de la famille ets répond donc a un type d'induction
rétrovirale : pour spi-1, ce sont les leucémies induites par les complexes du virus de
Friend, pour fli-1 les érythroleucémies induites par le virus auxiliaire F-MuLV. Cette
préférence affirmée pourrait étre le reflet d'une spécificité de reconnaissance de
I'ADN ou de transactivation des deux oncogenes impliqués (Ben-David et al.,
1991b). Néanmoins, les clones leucémiques induits par infection des différentes
souches du virus de Friend et par F-MuLV présentent un phénotype similaire, ce qui
laisse a penser que les genes activés par le processus oncogénique sont identiques.
Une explication plus probable est que SSFV et F-MuLV ont des cibles cellulaires
différentes. En effet, F-MuLV n'induit des érythroleucémies que chez les souriceaux

nouveau-nés.

5.2.4. Activation par translocation.

En outre, les membres de la famille Ets sont impliqués dans un
mécanisme de tumorigenése conduisant & la production de protéines chimeres
aberrantes. Chez 'homme, la translocation t(11;22) (q24;q12) du sarcome d'Ewing
(tumeur d'origine neuroectodermique) entraine la synthése d'une protéine chimérique
EWS-Fli-1 dans laquelle le domaine de liaison a I'ARN putatif de EWS est remplacé
par le domaine de liaison a 'ADN de Fli-1 humain (Delattre et al., 1992). Les

conséquences sont de plusieurs ordres : le promoteur de EWS sous lequel est placée
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la chime¢re EWS-Fli-1, n'est par définition pas celui de Fli-1. La protéine EWS-Fli
possédera donc un patron d'expression différent de celui de la protéine Fli-1 et
alterera le fonctionnement normal de Fli-1 : le domaine ETS de la chimére pourrait
soit occuper des séquences reconnues normalement par Fli-1, agissant ainsi par
compétition vis-a-vis des geénes cibles, soit canaliser des cofacteurs potentiels de Fli-
1 (phénomene de "squelching"). En outre, la translocation met au voisinage du
domaine ETS de Fli-1 la partie amino-terminale de EWS qui, riche en glutamine,
thréonine, proline et en motifs sérine-tyrosine, présente toutes les caractéristiques
d'un domaine responsable de la transactivation. En effet, alors que Fli-1 et EWS-Fli-
1 affichent les mémes capacités de liaison a I'ADN et la méme affinité pour une
séquence cible (Mao et al., 1994), il a été démontré que la partic EWS de la chimeére
EWS-Fli-1 était un transactivateur plus puissant que la partie Fli-1 qu'elle remplace
(May et al., 1993a). Cette propriété a été vérifi€ée dans le cadre de la protéine de
pleine longueur (Bailly et al., 1994). De plus cette chimeére, contrairement a Fli-1,
posséde la capacité de transformer des cellules NIH3T3 (May et al., 1993a; May et
al., 1993b). Il semble donc qu'au moins dans le cas de Fli-1, I'existence concomitante
d'une chimere engageant EWS et un membre de la famille Ets et d'une tumeur ne soit
pas une simple coincidence.

Le second membre de la famille Ets impliqué dans le sarcome d'Ewing est Erg. La
translocation t(16;21) (p11;922) est une anomalie qui touche la région codante de
erg (Shimizu et al., 1993). Les ARN messagers correspondant aux deux protéines de
fusion possibles (extrémité amino-terminale de Erg et extrémité carboxy-terminale
du géne du chromosome 16, ou inversement) sont exprimés. Il est intéressant de
noter que la cassure s'effectue exactement au méme endroit pour fli-1, par la
translocation évoquée dans le paragraphe précédent, et erg, par la translocation
t(16;21), deux genes ets qui présentent environ 80% d'identité de séquence en
amino-acides. On peut donc aisément supposer que la chimere contenant le domaine
de liaison a I'ADN de Erg et la partie carboxy-terminale du géne situé sur le

chromosome 16 est I'équivalent de la protéine EWS-Fli-1.
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La translocation t(7;22) (p22;q12) du sarcome d'Ewing induit la production d'une
protéine chimere EWS-ETV1, ot ETV1 est I'équivalent humain de ER81. Comme
dans les deux cas exposés ci-dessus, on obtient une fusion de la partie amino-
terminale de EWS avec le domaine ETS de ETV1 qui se lie de maniére spécifique a
un oligonucléotide reconnu par les protéines Ets (Jeon et al., 1995). Ce nouvel
exemple confirme que les chimeres de EWS avec le domaine de liaison a ' ADN de
différents membres de la famille Ets meénent a l'expression de phénotypes
comparables.
Sur un ensemble de treize protéines de fusion, produits des translocations impliquant
la bande q12 du chromosome 22, toutes contenaient la partie amino-terminale de
EWS et le domaine ETS de Fli-1 ou de Erg (Zucman et al., 1994). Des résultats plus
récents indiquent que les chimeres impliquant ETV1 sont trés minoritaires par
rapport a celle impliquant Fli-1 ou Erg (O. Delattre, communication personnelle). A
défaut d'un marqueur histologique ou pathologique, c'est la translocation impliquant
EWS et un membre de la famille Ets qui peut pour l'instant étre considéré comme
marqueur du sarcome d'Ewing.
Afin de déterminer la contribution des chimeres EWS impliquant des membres de la
famille Ets, certaines cibles de EWS-Fli-1 ont été récemment mises en évidence par
la technique de RDA (pour Representational Difference Analysis) (Braun et al.,
1995). Cette technique a permis d'identifier une dizaine de genes exprimés
différentiellement dans des NIH3T3 transfectées stablement avec Fli-1 ou avec
EWS-Fli-1. Parmi ces génes, on notera :

1) la stromélysine 1, métalloprotéinase qui digere diverses protéines
de la matrice extracellulaire, et dont le promoteur contient deux sites ETS,

2) la cytokératine 15 dont un proche voisin, la cytokératine 8, est
modulé par un amplificateur qui répond aux protéines Ets,

3) le cytochrome p450.
I1 faut souligner qu'on ignore si ces génes sont des cibles directes de EWS-Fli-1. Une

version EWS-Fli-1 tronquée des 80 résidus amino-terminaux de EWS qui néanmoins
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est capable, au méme titre que EWS-Fli-1, de transformer les cellules NIH3T3, ainsi
que EWS-Erg et TLS-Fli-1, ou TLS est partie intégrante d'une chimére TLS-Erg
exprimée dans certaines leucémies myéloides aigués. Ces trois chimeres régulent les
mémes genes que EWS-Fli-1, au contraire de EWS-ETV1.

Les protéines aberrantes détectées dans les tumeurs du sarcome d'Ewing ne sont pas
les seules a impliquer des membres de la famille Ets. La leucémie
myélomonocytique chronique est caractérisée par l'expression d'une protéine de
fusion comprenant les 154 résidus amino-terminaux d'un dernier né Ets baptisé Tel
(pour Translocation Ets Leucémie) avec les domaines transmembranaire et tyrosine-
kinase du récepteur B du PDGF (Golub et al., 1994). Cette chimere contient a la fois
un domaine qui pourrait jouer un rdle dans la transactivation par Tel et le domaine
ETS de Tel; elle a en revanche perdu le domaine responsable de la liaison au ligand
et constituerait par conséquent une kinase constitutivement active. Cependant, un

lien plus direct entre l'existence de cette chimére et la tumorigenéese reste a établir.

6. Le cas particulier du groupe PEA3.
6.1. Les différents membres du groupe PEA3.

PEA3, le membre fondateur du bien nommé groupe PEA3, est une
protéine de 555 résidus présentant une région d'identité avec les autres membres de
la famille Ets, le domaine ETS, qui est conservé a environ 60% avec la plupart des
membres de la famille mais seulement 49% et 36% respectivement avec E74 et SPI-
1. Le géne PEA3 (pour Polyoma Enhancer Activator 3) a été isolé d'extraits de
cellules 3T6 de souris, hote naturel du virus du polyome. L'ADN complémentaire
encode une protéine qui se fixe de maniére spécifique sur le motif PEA3 compris

dans 1'amplificateur du virus du polyome (Xin et al., 1992) puisque des mutations
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dans le motif PEA3 sont capables d'inhiber in vitro la fixation de la protéine PEA3.
La séquence consensus établie & partir de ces expériences est 5'-A/CGGAAGT-3".

Outre le domaine ETS, PEA3 présente deux régions singularisées 1'une (résidus 124
a 150) par sa richesse en acides aminés acides (33%), l'autre (résidus 217 a 315) par

la présence de nombreuses glutamines (17%) (Fig. 21).

Domaine Acide

PEA3 MKAGYLDQQVPYTFSSKSPGNGSLREALIGPLGKLMDPGSLPPL 89
ETV1 M-DGFYDQQVPYMVTNSQRGRNCNEKPTNVRKRKF IN~~RDVAH 85
ERN M- DGFYDQQVPFMVPGKSRSEECRGRPVIDRKRKFLD--TDLAH 85
Cons M G DQQVP
-

PEA3 TRIKKEPQSPRTDPALSCSRKPPLPYHHGEQCLY-SSAYDPPROIAIKSPAPGALGQS~---— PLQPFPRAEQRNFLRSSGTSQP---- 168
ETV1 LKIKKEPHSPCSEISSACSQEQPFKFSYGEKCLYNVSAYDQKPQVGMRPSNPPT- - PSSTPVSPLHHASPNSTHTPKPDRAFPAHLPPS 172
ERM TKIKRELHSPSSELSS-CSHEQALGANYGEKCLYNYCAYDRKPPSGFKPLTPPTTPLSPTHONPLFPPPQATL PTSGHAPAAGPVOGVG 155
Cons IKE 3P cs GE CLY AYD P 8 PL
PEA3 - —----mmee o mommmomemeeeeeooeo HPGHGYLGEHSSVFQQPLDICHSFTSQGGG-REPLPAPYQHQLSE- --PCPPYPQQ 220
ETV1 Q8= m e e IPDSSYPMDHR - FRRQLSEPCNSFPPLPTMPREGRP-MYQROMSE---PNIPFPPQ 226
ERM PAPAPHSLPEPGPQQOTFAVPRPPHQPLOMPKMMPENQYPSEQR - FQRQLSEPCHPFPPQPGVPGDNRP-SYHROMSEPTIVPAAPPPPQ 260
Cons P Y Q ¢ F P Y QSE P PPQ

——— e
PEA3 SFKQEYHDPLYEQAGQPAVDQGGVNGHRYPGAGVVIKQEQTDFAYDSDVTGCASMYLHTEGF SG-PSPGDGAMGYGYEKPLRPFPDIVC 308
ETV1 GFKQEYHDPVYEHN- - - -TMVGSAASQSFP--PLMIKQEPRDFAYDSEVPSCHS I YMRQEGFLAHPSRTEGCM - - -FEKGPRQFYDDTC 306
ERM GFKQEYHDPLYEHG- - -VPGMPGPPAHGPQS - PMGIKQEPRDYCVDSEVPNCQSSYMRGGYF- - -SSSHEGFS— --YEKDPRLYFDDTC 339
Cons FRQEYHDP YE IKQE D VDSV C Y F EK R DDC
PEA3 VVPEKFEGDIKQEGVGAFREGPPYORRGALQLWQFLVALLDDPTNAHF IAWTGRGMEFKL1EPEEVARLWGIQKNRPAMNYDKLSRSLR 397
ETV1 VVPEKFDGDIKQE- PGMYREGPTYQRRGSLOLWQFLVALLDDPANSHF IAWTGRGMEFKLIEPEEVARRWG IQKNRPAMNYDKLSRSLR 394
ERM VVPERLEGKVKQE- PTMYREGPPY(RRGSLQLWQFLVTLLDDPANAHF TAWTGRGMEFK LI EPEEVARRWG IQKNRPAMNYDKLSRSLR 427
Cons VWPE G KQE REGP G LQLWQPFLV LLDDP N HFIAWTGRGMEFKLIEPEEVAR WGIQKNRPAMNYDKLSRSLR
PEA3 YYYEKGIMQKVAGERYVYKFV(EPEALFSLAFPDNQRPALKAEFDRPVSEEDTVPLSHLDESPAYLPELAGPAQPFGPKGGYSY 481
ETV1 YYYEKGIMQKVAGERYVYKFVQDPEALF SMAF PDNQRPLLKTDMERHINEEDTVPLSHFDESMAYMPE-GGCCNPHPYNEGYVY 477
ERM YYYEKGIMQKVAGERYVYKFVEDPDALFSMAFPDNQRPFLKAESECHLSEEDTLPLTHFEDSPAYLLD-MDRCSSLPYAEGFAY 510
Cons YYYEKGIMOKVAGERYVYKFV(Q P ALFSMAFPDNQRP LK EEDT PLH 8 AY G Y

Figure 21 : Alignement des protéines humaines PEA3, ETV1 et ERM.

Les domaines acide et ETS sont marqués par des rectangles. La région riche en
glutamine est notée par une fléche 2 téte double et la zone du domaine acide absente
dans le clone ER81 isolé dans notre équipe correspond au cadre gris. La protéine
PEA3 humaine ne comprend pas 555 résidus comme la protéine PEA3 murine et l'on
suspecte que les 79 premiers acides aminés de PEA3 murin soient un artéfact de

clonage (J-H Chen, communication personnelle).
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Son appartenance a la famille Ets ainsi que la présence de deux régions a priori
candidates a porter la fonction de transactivation ont incité a une étude plus
approfondie. Le domaine ETS de PEA3 a été confirmé dans ses fonctions de
domaine de liaison a ' ADN puisque la délétion de ses trois premiers ou de ses 17
derniers acides aminés abolit totalement la fixation spécifique a 'ADN. De plus,
PEA3 ne s'est pas dérobé a l'attente générale : c'est un facteur de transcription
puisqu'il est capable de transactiver sur un élément de réponse contenant quatre sites
PEA3 (Xin et al., 1992).

Comme la plupart des membres de la famille Ets, PEA3 est conservé durant
I'évolution : son homologue humain, isolé d'extraits de cellules HeLa et nommé pour
I'occasion E1A-F (ou ETV4), présente 94% d'identité de séquence totale avec PEA3
murin (Higashino et al., 1993) (Fig. 21). En revanche, toutes les tentatives de notre
laboratoire pour isoler I'équivalent aviaire de PEA3 ont échoué pour l'instant. On
peut supposer néanmoins qu'il existe puisque PEA3 est présent chez une espece
moins évoluée, le poisson zébre (A. Sharrocks, communication personnelle).

Le criblage d'une banque d'embryon de souris de 8,5 jours a permis d'exhumer le
second membre du groupe PEA3, ER81 (pour Ets Related 81) (Brown et McKnight,
1992). La protéine encodée, longue de 477 résidus, présente 95% d'identité de
séquence dans le domaine ETS avec PEA3 mais seulement 54% sur la totalité de la
phase de lecture de PEA3. La région riche en résidus acides (domaine acide) est
néanmoins conservée entre les deux protéines (Fig. 21). Ainsi qu'il a été évoqué dans
un chapitre précédent, I'équivalent humain de ER81, ETV]1, a récemment été
reconnu comme partie intégrante d'une chimére comprenant également un peptide de
EWS (Jeon et al., 1995). L'analyse de cette protéine de fusion suggere fortement que
ETV1 présente des capacités de fixation a ' ADN semblables a celle de PEA3 : la
liaison a 1'ADN requiert 'intégrité du domaine ETS. Indépendemment de ces
travaux, notre groupe a isolé ER81 humain (identique a2 97% a ER81 murin) a partir
d'une banque de rein humain et montré qu'il différait de ETV1 par I'absence d'une

partie du domaine acide (Monté et al., 1995) (Fig. 21). Par analyse de l'organisation
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génomique, il a été démontré que cette disparité est le résultat d'un épissage
alternatif. Les conséquences de ce prbcessus seront examinées dans la partie
DISCUSSION.

Le petit dernier du groupe PEA3, ERM (pour Ets Related Molecule) est né d'une
banque foetale humaine (Monté et al., 1994). La séquence en acides aminés déduite
de la phase de lecture ouverte correspond a 510 résidus comprenant le domaine ETS
ainsi que le domaine acide présent dans PEA3 et ER81. Les homologues murin
(Hélene Pelczar, résultats non publiés) et aviaire (Pierre-Antoine Defossez, résultats
non publiés) de ERM ont permis, par l'alignement de toutes les séquences des
protéines du groupe PEA3, de mettre en évidence qu'outre ces deux domaines
d'identité de séquence, la partie carboxy-terminale immédiatement adjacente au

domaine ETS était également conservée (Fig. 21).
6.2. Expression des ARN messagers.

La distribution tissulaire des trois membres du groupe PEA3 n'est pas
similaire : des expériences de transfert par la technique de Northern ont montré que
la présence des ARN messagers de PEA3 est restreinte a I'épididyme et au cerveau
ainsi qu'a la glande mammaire dans une moindre mesure (Xin et al., 1992). Au
contraire, il n'y a gueére que dans le foie qu'on ne détecte pas ER81 (Brown et
McKnight, 1992). Enfin ERM peut étre considéré comme ubiquiste mais il est
exprimé principalement dans le cerveau, le placenta et un peu moins dans le

pancréas, le poumon et le coeur (Monté et al., 1994).
6.3. Localisation chromosomique.

En collaboration avec R. Berger (Institut de Génétique Moléculaire-
INSERM U301), notre équipe a montré que ERM se situait en position 3q27-29

(résultats non publiés). La localisation chromosomique de PEA3 (Brody et al., 1995;
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Isobe et al., 1995; Osborne-Lawrence et al., 1995) et de ER81 (Jeon et al., 1995) est
respectivement 17q21 et 7q22. Notons que PEA3 est situé a proximité du géne

BRCAL1 responsable du cancer héréditaire du sein et de I'ovaire chez 1'homme.

6.4. Un role pour les membres du groupe PEA3?

Un faisceau d'arguments suggére que les membres du groupe PEA3
pourraient peut-€tre éventuellement hypothétiquement étre impliqués dans la
transformation. Premiérement, l'induction de la différenciation des cellules de
carcinome embryonnaire murin F9 et P19 est contemporaine de 1'augmentation du
taux de transcrits PEA3 (Xin et al., 1992). Deuxiémement, dans les tumeurs du sein
exprimant I'oncogéne HER2/neu et ol I'augmentation du taux de transcrits HER2 ne
correspond pas a une élévation du nombre de copies de ce gene, les résultats obtenus
indiquent de manicre indirecte qu'une protéine Ets augmenterait la transcription du
géne HER2/neu (Scott et al., 1994). Parmi les candidats sérieux, ERM mais aussi
GABPq, Elk-1, Elf-1 ou n'importe quelle protéine Ets non encore caractérisée...

Des études plus approfondies ont montré que dans les adénocarcinomes mammaires
induits chez des souris transgéniques par l'oncogéne neu et dans les métastases
apparaissant ensuite dans le poumon, I'ARN messager de PEA3 est fortement
exprimé alors qu'il est virtuellement absent dans le tissu normal entourant la tumeur
ou la métastase (Trimble ez al., 1993). Cette équipe a obtenu des résultats similaires
pour des tumeurs induites par l'antigéne moyen T du virus du polyome. De plus,
notre groupe a montré que ERM et ER81 se comportaient de la méme maniére que
PEA3 dans ces mémes tumeurs (résultats non publiés). Cependant aucun mécanisme
permettant d'expliquer I'augmentation du taux de transcrits PEA3 n'a pour I'instant
été décrit.

En outre, une trentaine de lignées de tumeurs humaines mammaires ont été testées
dans notre groupe en collaboration avec R. Sutherland (Garvan Institute de Sidney)

et les résultats indiquent clairement que I'ARN messager de ER81 est exprimé dans
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les tumeurs négatives pour les récepteurs aux oestrogenes et aux progestagénes et
qu'inversement ER81 n'est pas exprimé (ou treés faiblement) dans les lignées
négatives (résultats non publiés). L'expression des protéines correspond a celle des
ARN messagers (Jean-Luc Baert, résultats non publiés). Les données obtenues pour
ERM et PEA3 suivent la méme tendance bien qu'elle soit moins marquée. Notons de
plus que ERM est exprimé non seulement dans des lignées de tumeurs mammaires
mais également dans des lignées cancéreuses d'origine diverse.

L'ensemble de ces résultats peut étre considéré comme encourageant mais il se limite
pour le moment a une corrélation entre 'expression des membres du groupe PEA3 et
le phénomene de transformation ou de métastase. Aucun systeme impliquant de
maniere directe et non ambigué le r6le des protéines du groupe PEA3 n'a été décrit.
Une étude plus détaillée de 1'expression des membres du groupe PEA3 ainsi que la
recherche d'un modele ont été entreprises dans notre groupe par Anne Leli¢vre-
Chotteau et Hélene Pelczar. Une analyse plus fine par la méthode d'hybridation in
situ rendant possible la localisation cellulaire des ARN messagers, a permis
d'avancer I'hypothése d'une spécificité de fonction pour ERM, ER81 et PEA3. En
effet, il apparait clairement qu'au cours de l'organogenese, par exemple dans le
développement de la dent, de la glande salivaire, du poumon et de la glande
mammaire de souris, 1'expression de ces trois génes n'est ni systématiquement

redondante, ni toujours exclusive (résultats non publi€s).

6.5. Des genes cibles pour les protéines du groupe PEA3?

Le versant moléculaire de 1'implication de PEA3 dans la tumorigenese
a aussi été exploré. Entre autres, il faut signaler que PEA3, de concert avec Oct-1 et
Oct-2, est capable d'augmenter in vitro la transcription de c-Ets-1 (Chen et Wright,
1993), un exemple séduisant quand on songe que c-Ets-1, a basse concentration en

sérum, cause la transformation des cellules NIH3T3 quand il est surexprimé (Seth et
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al., 1990). Une modification de I'expression de c-Ets-1 pourrait dans ce cas étre
causée par la dérégulation de PEA3.

D'autre part, il a récemment été montré que 1'expression de PEA3 corrélait celle de la
vimentine, qui intervient dans la formation des filaments eucaryotes intermédiaires
de classe III : dans les lignées de tumeurs mammaires humaines et murines, PEA3 et
la vimentine sont exprimées alors qu'ils sont absents dans les lignées épithéliales
mammaires normales (J-H Chen, communication personnelle). De plus, le promoteur
de la vimentine est régulé par PEA3. D'autres membres de la famille Ets ont été
testés en transfection pour leur aptitude a transactiver a partir de ce méme promoteur
mais ils semblent exercer un effet beaucoup moins important que PEA3. Signalons
néanmoins que la quantification des différentes protéines Ets transfectées n'a pas été
vérifiée, ce qui introduit peut-étre un biais considérable. Cependant, si l'intervention
spécifique de PEA3 dans la transcription du géne de la vimentine était confirmée,
cela placerait PEA3 dans les facteurs pronostic du cancer du sein, au méme titre que
la vimentine.

A également été suggérée l'implication de PEA3 dans 1'activation du promoteur des
métalloprotéinases, dont la surexpression est associée au processus de la métastase :
la transcription de la stromélysine et des collagénases de type I et IV seraient en
particulier sous le contréle de PEA3 (Higashino et al., 1995). Cependant, il convient
d'insister sur le fait que PEA3 n'a pas été déclaré comme candidat unique : aucun
autre membre de la famille Ets n'a été testé en parallele. Au regard du consensus
établi pour leur site de reconnaissance nucléotidique, il est envisageable que la
plupart des protéines Ets auraient eu le méme effet.

Avec les mémes précautions, on signalera que PEA3, ERM et ERS81 activent la
transcription des molécules d'adhérence ICAM-1 et intégrine a4 (Yvan de Launoit,
résultats non publiés). Ces données préliminaires sont a mettre en relation avec celles
obtenues sur l'activation par c-Ets-1 des génes des protéases intervenant dans la
dégradation de la matrice extracellulaire. Il est tentant d'imaginer (mais cela reste

une supposition pour le moment) que divers membres de la famille Ets aient des
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roles complémentaires au niveau de la formation de nouveaux tissus, tant au niveau
de la dégradation de la matrice extracellulaire (c-Ets-1) qu'a celui de la
"sblidiﬁcation" de la structure nouvellement formée (c-Ets-1 et les protéines du
groupe PEA3).

D'une maniere générale, il sied de rappeler que ces expériences sont la plupart du
temps effectuée in vitro, ce qui sous-entend que les promoteurs examinés sont sortis
de leur contexte naturel; expression tissu-spécifique de chaque Ets, cofacteurs
propres a chacun et régulation post-traductionnelle sont autant de criteres

supplémentaires dont il conviendrait de tenir compte.
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MATERIEL ET METHODES



1. Prédiction de structure.

1.1. Etablissement d'un diagramme HCA.

A T'évidence, toute l'information nécessaire au repliement d'une protéine
et a I'élaboration de sa structure tridimensionelle est comprise dans sa séquence en
acides aminés. Les méthodes de prédiction de structure, qui visent au décriptage de
cette information pullulent et lorsque j'ai commencé ma theése nous avons décidé
d'appliquer la plus innovatrice d'entre elles a 1'étude du domaine ETS. La méthode
HCA, pour Hydrophobic Cluster Analysis, ce qui pourrait approximativement &tre
traduit par méthode des amas hydrophobes, est un outil sensible qui permet de détecter
des identités de structure secondaire et tertiaire entre des protéines révélant une identité
de séquence trés faible. Travailler avec deux protéines ne présentant que 10%-20%
d'identité de séquence reste possible.

En vue d'une telle analyse, la séquence protéique est inscrite sur une hélice o classique
(3,6 acides aminés par tour d'hélice) puis aplatie dans les limites d'un cylindre
(Lemesle-Varloot et al., 1990) (Fig. 22). La figure ainsi obtenue sera dupliquée de sorte
que chaque acide aminé retrouve son plus proche voisin éventuellement "perdu” au
cours de l'aplatissement du cylindre (par exemple, la phénylalanine 253 "perd" son
voisin la leucine 254). Tous les acides aminés hydrophobes sont alors entourés et
constituent donc les amas hydrophobes. La méthode HCA s'appuie sur les deux
constatations fondamentales que 1'établissement des interactions hydrophobes constitue
I'événement essentiel du repliement des protéines et, par conséquent, que les résidus
hydrophobes ne sont pas répartis au hasard au sein de la protéine mais sont au contraire
représentatifs des faces internes des structures secondaires (Woodcock et al., 1992).
C'est la comparaison de la forme, de l'orientation et de la taille des amas hydrophobes
qui permettra alors de détecter des identités de structure entre deux protéines. Retenons
que dans le cas présent, le domaine ETS a été comparé a des protéines auparavant

sélectionnées pour présenter un minimum d'identité de séquence avec le domaine ETS.
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Figure 22 : Manuel du bon petit styliste HCA.

La séquence est enroulée sur une hélice a classique (A), puis aplatie en cylindre (B) et
dupliquée (C). Les amas hydrophobes sont entourés (D). La proline est symbolisée par
une étoile, la glycine par un losange, la sérine par un carré contenant un rond et la
thréonine par un carré vide.

74



1.2. Validation statistique.

Le score statistique Z est établi en vue de déterminer si 1'alignement HCA
réalisé et les identités de structure relevées sont significatives ou reflétent une
composition en acides aminés biaisée. Le score Z est calculé avec le programme RDF2
(Lipman et Pearson, 1985; Pearson, 1990) et il représente la différence entre le score de
'alignement considéré et la moyenne des scores établis entre la séquence 1 et la
séquence 2 "randomisée” (au sein de laquelle les acides aminés sont distribués
aléatoirement). Le score Z, calculé en SD (déviation standard), est considéré comme

"peut-&tre significatif"' au dela de 3 SD et comme significatif au dela de 6 SD.

2. Construction des vecteurs nécessaires.

2.1. Construction des vecteurs d'expression contenant tout ou partie de ERM.

L'ADN complémentaire correspondant aux versions tronquées en amino-
terminal de ERM est produit par réaction de polymérisation en chaine (PCR) a l'aide de,
a I'extrémité 5', une amorce recouvrant une méthionine interne déja présente dans la
molécule ou introduite artificiellement et, a I'extrémité 3' un 1'oligonucléotide suivant
5'-ACCAAAACCACTGCCCTTGTTTGC-3'. Les constructions B, C et D ont été
élaborées en partant des méthionines Met 185 (amorce 5'-
CAGCCCCTGGCCATGCCAAAGATGA-3"), Met 272 (amorce 5'-
TCACCAATGGGAATCAAGCAGGAGC-3") et Met 355 (amorce 5'-
TACCATGTATCGAGAGGGGCCCCCT-3'), respectivement (Fig. 23). A correspond
au produit de traduction de '’ADN complémentaire entier de ERM.

En utilisant le méme oligonucléotide a I'extrémité 5' et un oligonucléotide situé a la fin
du domaine ETS (5'-ATCTGGTTATCAGCAGACAAATTTGTAG-3"), nous avons
obtenu les constructions AA, AB, AC and AD qui sont dépourvues des 61 derniers
acides aminés de la protéine de pleine longueur (queue carboxy-terminale). AD

correspond au domaine ETS. AD+, qui recouvre la totalité du domaine ETS ainsi que
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les vingt et un premiers acides aminés de la queue carboxy-terminale a aussi été produit
par PCR, en utilisant I'armorce a I'extrémité 5' identique 2 celle du domaine ETS et a

I'extrémité 3' I'amorce 5'-TAGGATCCTTACTTCAGGAACGGACGCTGG-3'.

42 72 3
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Figure 23 : Schéma récapitulatif des différentes constructions délétées en amino- et
en carboxy-terminal de ERM. Les domaines ETS et acide et la queue carboxy-terminale
sont respectivement en gris, noir et hachuré.

Tous les produits de PCR ont été clonés dans le vecteur PCRII (Kit TA cloning,
Invitrogen) et séquencés dans leur totalité avant d'étre reclonés dans le vecteur pSGS

(Green et al., 1988) par l'intermédiaire des sites de restriction EcoRI du vecteur pSGS5.
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2.2. Contruction nécessaire a 1'étude du pouvoir transactivateur de ERM.

L'ADN complémentaire entier d¢ ERM a aussi été introduit dans un
vecteur dérivé de pSGS, le vecteur pSV (don de Guillaume Adelmant) en utilisant ses

sites de restriction EcoRI et Xbal.
2.3. Construction des chimeéres GAL4 ERM.

Toutes les chiméres GAL4 o, GAL4 B, GAL4 vy, GAL4 6, GALA4 ¢,
GAL4 Db, GAL4 Db*, GAL4 Ct, GAL4 aD, GAL4 Ct 449-468, GAL4 Ct 449-489,
GALA4 Ct 469-510, GAL4 affy, GAL4 yd and GALA Byde ont été construites en clonant
divers produits de PCR (voir Table 1 pour les amorces correspondantes), en aval du
domaine de fixation a I'ADN de la protéine GAL4 (acides aminés 1 & 147) et en phase
avec ce domaine, en utilisant le vecteur pSG424 (Sadowski et al., 1989) (don du Dr
Achim Leutz) (Fig. 24). Les produits de PCR ont d'abord été clonés dans le vecteur
PCRII, totalement séquencés puis sous-clonés dans le vecteur pSG424 en utilisant ses

sites Asp718 et Xbal.
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Figure 24 : Représentation

schématique des différentes

GALA4

GAL4 ERM

GAIL4 ERM-o
GAL4 ERM-Ct
GALA4 ERM-oCt
GAL4 ERM Y418P
GAL4 ERM-Db
GAL4 ERM-oDb

GAL4 ERM-DbCt

GALA4 Byde

constructions GAL4 ERM

délétées de un ou plusieurs domaines. Les sites enzymatiques utilisés (exceptés ceux de
pSG424) sont indiqués par une fleche. Les domaines acide, ETS et la queue carboxy-
terminale sont respectivement en noir, gris et hachuré.
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construction

GAL4 o

GALA4 B

GALA4 y

GALA4 3

GAlLA ¢

GAL4 Db

GALA Db*

GAL4 Ct

GAL4 aD

GALA4 Ct 449-468
GAL4 Ct 469-510
GALA4 Ct 449-489
GALA4 ofy

GALA4 3

GAL4 Byde

GAL4 ERM
GAL4 ERM-a

Ndel-Accl fragment

amorce a l'extrémité 5' (5'->3")

TGGTACCCCATGGACGGGTTTTATGAT
TGGTACCATTTTCAGTCTGATAACCTGGT
TGGTACCCACCCACCCATCAGAATCCCCT
TGGTACCATCAGCCCCTGCAGATGCCAAA
TGGTACCCACACGGGTTCCAGTCACCAAT
TGGTACCAGAGGCGAGGTTCCCTTCAGCT
TGGTACCAGAGGCGAGGTTCCCTTCAGCT
TGGTACCTCTGTGACCCAGATGCCCTCT
TGGTACCACGATTCTGAAGAGCTATTTCAG
TGGTACCTCTGTGACCCAGATGCCCTCT
TGGTACCACGCAGAGTCCGAGTGCCACCT
TGGTACCTCTGTGACCCAGATGCCCTCT
TGGTACCCCATGGACGGGTTTTATGAT
TGGTACCCACCCACCCATCAGAATCCCCT
TGGTACCATTTTCAGTCTGATAACCTGGT
TGGTACCCCATGGACGGGTTTTATGAT
TGGTACCATTTTCAGTCTGATAACCTGGT
ATCATATGAAAAAGATCCCCCGA

Table 1 : Liste des oligonucléotides utilis€s comme amorce pour les PCR.

amorce a l'extrémité 3' (5'->3")

TTCTAGATTAATCTGGGACAAACTGTTCA
TTCTAGATTATGAGAGGGGGGTTGTAGGA
TTCTAGATTAATGTGGTGGTCGGGGGACC
TTCTAGATTATGCTGGGGGCCCTGGCATG
TTCTAGATTACTGGTAAGGGGGCCCCTCT
TTCTAGATCAGACAAATTTGTAGACGTAT
TTCTAGATCAGACAAATTTGTAGACGTAT
TTCTAGATTAGTAAGCAAAGCCTTCGGCA
TTCTAGATTAATCTGGGACAAACTGTTCA
TTCTAGATTACTTCAGGAACGGACGCTGG
TTCTAGATTAGTAAGCAAAGCCTTCGGCA
TTCTAGATTAGCTGTCTTCAAAGTGGGT
TTCTAGATTAATGTGGTGGTCGGGGGACC
TTCTAGATTATGCTGGGGGCCCTGGCATG
TTCTAGATTACTGGTAAGGGGGCCCCTCT
ATTCCCATTGGTGACTGGAAC
ATTCCCATTGGTGACTGGAAC

TAGGATCCTTATTAAAATTTGTAGACGTATCG



Pour la chimere GAL4 ERM, afin de pouvoir cloner ERM en phase avec le domaine de
fixation a 'ADN de GALA4, nous avons préalablement amplifié par PCR et séquencé un
fragment correspondant aux 1175 premiers nucléotides codants de ERM et nous I'avons
cloné dans le plasmide PCRII ERM qui contient ERM total en utilisant les sites de
restriction Asp718 et Smal. La construction obtenue a ensuite été clonée dans le vecteur
pSG424. La construction GAL4 ERM-o pour laquelle les 72 premiers acides aminés
sont supprimés, a été obtenue en utilisant l]a méme stratégie.

Afin d'obtenir les constructions GAL4 ERM-Ct (pour laquelle les 61 derniers résidus
ont été supprimés) et GAL4 ERM-aCt (dépourvue des 72 premiers et des 61 derniers
acides aminés de ERM), nous avons digéré par Accl (dans ERM) et Xbal (dans le
pSG424) les constructions GAL4 ERM et GAL4 ERM-q, rendu franches et ligaturé les
extrémités des produits de digestion.

La méme technique employée sur GAL4 ERM, GAL4 ERM-oa et GAL4 ERM-Ct avec
les enzymes de restriction Ndel et Accl a permis d'obtenir les constructions GAL4
ERM-Db, GAL4‘ERM-0LDb et GAL4 ERM-DbCt, pour lesquelles le domaine ETS a
été supprimé.

Un fragment Ndel-Accl comprenant le domaine ETS muté de maniére ponctuelle (la
tyrosine 418 est changée en proline) est produit par la méthode de double PCR décrite
ci-dessous en utilisant une amorce interne 5'-GCCATGAACCCTGACAAGCTG-3' et
son antisens complémentaire. Le fragment obtenu a été ensuite inséré dans la

construction GAL4 ERM, donnant ainsi la chimére GAL4 ERM Y418P.
2.4. Construction du domaine ETS de ERM sauvage ou muté.

Le fragment codant les 82 acides aminés du domaine ETS de ERM a été
amplifié par PCR en utilisant les amorces 5'-

ATGAATTCAATGGGTTCCCTTCAGCTGTGG-3' a l'extrémité 5' et 5'-
TAGGATCCTTATTAAAATTTGTAGACGTATCG-3' a 'extrémité 3'. Le produit de
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PCR a été cloné dans le vecteur PCRII et utilisé comme matrice pour 'obtention des
domaines ETS mutés sur la tyrosine 418 ou 442,

Les mutants sur la tyrosine 418 ont été produits par la méthode de double PCR décrite
Figure 25: I'amorce 5'-GCCATGAACNNNGACAAGCTG-3' o NNN correspond 2
GCT, CCT, TTC and TGG et l'antisens complémentaire correspondant ont donné
naissance a une mutation spécifique de la tyrosine 418 en alanine, proline,
phénylalanine ou tryptophane.

Les mutants sur la tyrosine 442 ont été synthétisés en utilisant I'amorce a l'extrémité 5'
identique a celle utilisée pour la construction du domaine ETS seul et une amorce a
l'extrémité 3 qui porte la mutation : 5'-
TAGGATCCTTATTAAAATTTGTAGACNNNTCG-3', NNN correspondant 3 AGC,
GGG, GAA et CCA, ce qui permet la mutation spécifique de la tyrosine 442 en alanine,
proline, phénylalanine ou tryptophane.

La construction portant la double mutation en tryptophane des tyrosines 418 et 442 a
été produite par la méthode de double PCR en employant le mutant Y418W (tyrosine
418 en tryptophane) en guise de matrice, I'amorce 5' employée pour le domaine ETS et
I'amorce 5-TAGGATCCTTATTAAAATTTGTAGACCCATCG-3' a l'extrémité 3'.
Toutes ces constructions, obtenues par PCR ont été totalement séquencées et sous-
clonées dans le vecteur pSGS a l'aide des sites de restriction EcoRI et BamHI.

La production des protéines encodées par toutes les constructions chimeéres a été
vérifiée par immunoprécipitation a l'aide d'un anticorps dirigé contre le domaine de

fixation a ' ADN de GAL4 (don du Dr Yves Lutz).
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Figure 25 : Méthode de mutagénese dirigée employée pour l'obtention de domaines ETS
mutés. X représente l'alanine, la phénylalanine, le tryptophane ou la proline.

(A) Double PCR utilisée pour les mutants sur la tyrosine 418,

L'oligonucléotide recouvrant la tyrosine 418 porte la mutation désirée et sert d'amorce
pour les deux premieres PCR effectuées en parallele. Les produits résultant des PCR
contiendront la mutation désirée et serviront de matrice pour la seconde PCR. Le
résultat final est un produit recouvrant le domaine ETS et portant la mutation désirée.

(B) Simple PCR utilisée pour l'obtention des mutatnts sur la tyrosine 442 et pour le
double mutant.

La mutation est assez proche de l'extrémité du fragment pour é&tre comprise dans
I'oligonucléotide de l'extrémité 5'.

82



2.5. Construction des mutants réve.

Le domaine de liaison a ' ADN de la protéine c-Myb humaine tel qu'il est
défini dans Frampton et al. (1991) a été amplifié par PCR avec l'amorce 5'-
ATGAATTCAATGCTCATCAAGGGTCCTT-3" a l'extrémité 5' et 1'amorce 5'-
TAGGATCCTTATTACTTCCGACGCATTGTAGA-3' a I'extrémité 3' puis inséré dans
le vecteur pCRII (construction D Myb).
Le domaine ETS de ERM (construction AD) a été utilisé comme matrice pour
'obtention du mutant réve ERM qui a été construit suivant la technique de double PCR
mentionnée ci-dessus, l'oligonucléotide 5'-
CGGCCAGCCATGCGCTGGGCCGAGATAGCCCGCTCTCTCCGC-3' et son
antisens complémentaire. Nous avons ainsi introduit la mutation de cinq acides aminés
du domaine ETS en les cinq acides aminés du domaine Myb occupant des positions

équivalentes. Ce fragment a ensuite été cloné dans le vecteur pCRIL.

3. Traduction in vitro et analyse des protéines produites.

Toutes les constructions en pSGS5, puisqu'elles possedent un promoteur

T7 qui permet la transcription (puis la traduction) dans un systéme eucaryote, sont
susceptibles de produire des protéines dans le systémé in vitro de lysat de réticulocytes
de lapin. Pour les constructions réve, selon qu'elles ont été€ clonées en sens ou en
antisens dans le vecteur pCRII, on utilisera le promoteur SP6 ou T7 pour la traduction.
Les conditions conseillées par le fournisseur (Promega) sont les suivantes:

1 pug de plasmide pSGS5

10 unités d'ARN polymérase T7

25 pul de lysat de réticulocytes de lapin

40 uCi de méthionine marquée au 35S
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pendant 90 min & 30°C dans le tampon approprié fourni par Promega.

Les produits de traduction, qui ont incorporé la méthionine marquée peuvent étre
visualisés sur un gel de polyacrylamide en gradient 10%-30% en présence de SDS
(Sambrook et al., 1989). L'utilisation de 1'analyseur d'images Phosphorimager
(Molecular Dynamics) et du logiciel ImageQuant (Molecular Dynamics) a permis de
quantifier les protéines marquées a la méthionine 33§ et d'en employer une égale
quantité pour les expériences de gel-retard.

Les protéines de faible poids moléculaire (les domaines ETS de ERM sauvage et
mutants comprennent 82 acides aminés) ont été visualisés sur un gel tricine en présence
de SDS, conditions qui permettent une bonne résolution pour des poids moléculaires

inférieurs a 20 kDa (Schigger et al., 1987).

4. Gel-retard.

La technique du gel-retard rend possible la visualisation d'un complexe
ADN-protéine. Dans notre cas, I'ADN est un oligonucléotide marqué au 32P et la
protéine est le produit de traduction du lysat de réticulocytes de lapin. Lorsque la
protéine considérée possede une propriété de fixation a l'oligonucléotide, le complexe
ADN-protéine formé aprés incubation, plus lourd, sera séparé de 1'oligonucléotide libre
par migration sur un gel de polyacrylamide.

L'oligonucléotide utilisé ici correspond a une partie de la séquence de 1'amplificateur du
virus du polyome (Martin et al., 1988) sur lequel se fixent des protéines Ets (Wasylyk
et al., 1990) et dont la séquence est 5S'-GATCTTCGAAAGGAAGTTCGAG-3'".
L'oligonucléotide double brin est marqué au 32P dans les conditions suivantes :

2ulde Tris/HCI 1 M pH 7.6

4 nl de MgCl, S0 mM

2 ul de B-mercapto-éthanol 0.2 M

5 ul de y32P ATP a 3000 Ci/ml
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4 unités de polynucléotide kinase T4

50 ng d'oligonucléotide double brin

dans un volume final de 20 pl.
Apres incubation a 37°C pendant 60 min, on arréte la réaction par l'ajout de 80 pnl
d'EDTA 20 mM et la sonde est purifiée sur une colonne de Sephadex G50 (Pharmacia).
L'incubation de la protéine avec l'oligonucléotide marqué, qui permettra la fixation de
la protéine sur sa séquence cible se réalise dans les conditions suivantes :

20 mM Hepes pH 7.9

20% glycerol

0.1 mM EDTA

1 mM DTT

1 ng/20 ul polydIdC qui diminue les interactions non spécifiques

50 mM NaCl

en présence d'un exces d'oligonucléotide marqué

pour un volume final de 20 n1
Aprés incubation 60 min dans la glace, les échantillons sont déposés sur un gel non
dénaturant en gradient de polyacrylamide 5%-20%. La migration s'effectue sur la nuit a

150 Va4°C.

5. Transfection transitoire.

5.1. Transfection des cellules.

Les cellules de carcinome du col de I'utérus humain (HeLa) et les cellules
de carcinome de rein de lapin (RK13) sont entretenues en milieu Dulbecco a 10% de
sérum de veau foetal 2 37°C en atmosphére saturée en eau a 5%CO,. Trois a 5.105
cellules réparties dans des puits de 35 mm de diamétre sont transfectées dans les

conditions suivantes :

10 1 de lipofectamine (Gibco-BRL)
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0.8 jLg de plasmide d'expression (vecteur pSV ou pSG424)
0.1 pug de vecteur normalisateur (vecteur pSV2luc)
une quantité variable de vecteur rapporteur.
Le vecteur rapporteur contient plusieurs copies de la séquence reconnue par les
protéines produits de 1'expression des vecteurs pSV ou pSG424, copies placées en
amont du géne de la Chloramphénicol Acétyl Transférase (CAT).
Dans le cas des constructions chimeres avec le domaine de fixation a I'ADN de
GALA, le vecteur rapporteur, utilisé 4 0.3 ug par puits, est SXGAL4-tk-CAT.
Dans le cas de la construction en pSV (protéine ERM de pleine longueur), il
s'agit de vecteur 3XTORU-tk-CAT (utilisé a 0.1 pg par puits). TORU (pour TPA
Oncogene Responsive Unit) est une séquence dérivée de 1'amplificateur du virus du

polyome 5'-GATCTCGAGGAA GTGACTAACTTGAGCA-3' (Wasylyk et al., 1990).

Lorsque la protéine reconnait sa séquence cible sur le vecteur 5xXGAL4-tk-CAT ou
3xTORU-tk-CAT, elle active la transcription du géne CAT si elle posseéde un pouvoir
transactivateur. De sorte que la mesure de l'activité CAT est alors I'exact reflet du
pouvoir transactivateur de la construction utilisée.

Afin de prendre en compte les variations dues a des différences dans l'efficacité de
transfection (nombre de cellules, qualité et transfectabilité des plasmides utilisés) les
activités CAT sont corrigées (normalisées) a 'aide de l'activité luciférase du vecteur
pSV2luc cotransfecté. Les cellules sont récupérées 24 heures aprés transfection et
lysées dans le tampon Promega qui rend possible la mesure des activités luciférase et

CAT sur le méme extrait.

5.2. Mesure de I'activité luciférase.

Une fois les cellules récupérées dans 500 pl de tampon de lyse Promega

et centrifugées, 85 pl du surnageant sont utilisés pour doser l'activité luciférase en
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présence de 100 pl d'un tampon contenant les deux substrats nécessaires a la réaction

(0.25 mM luciférine et 2 mM ATP).

5.3. Mesure de I'activité CAT.

En fonction de l'efficacité de transfection (c'est-a-dire de l'activité
luciférase), une quantité variable d'extrait (de 50 a 200 1) est incubée de 60 min a deux
heures a 37°C en présence de :

20 ul d'acétyl-Coenzyme A a 4 mg/ml

0.5 pl de chloramphénicol 4C.

L'ajout de 500 pl1 d'acétate d'éthyle permet l'extraction du chloramphénicol acétylé ou
non acétylé qui est soluble en phase organique. Celle-ci est évaporée et I'extrait sec est
repris dans 10 pl d'acétate d'éthyle avant d'étre déposé sur une plaque de silice. La
migration dans un tampon 95% CHCl3-5% méthanol permet de séparer les formes
acétylée et non acétylée. Leur rapport est quantifié a 1'aide de 1'analyseur d'images

Phosphorimager (Molecular Dynamics).
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RESULTATS



1. Prédiction de la structure du domaine ETS par la méthode HCA.

Le domaine ETS ne présente aucune identité de séquence notable avec
les domaines de liaison a I'ADN dont la structure et le mode d'association au site de
reconnnaissance spécifique est aujourd'hui connu. En utilisant une technique sensible,
la méthode HCA, notre but a été de détecter une identité de séquence avec d'autres
protéines, de déterminer les caractéristiques structurales du domaine ETS et d'en
fournir une prédiction de structure. Par conséquent, nous nous sommes attachés, en
compagnie d'Isabelle Callebaut et sous la direction de Jean-Paul Mornon (Jussieu), a la
comparaison des séquences et des structures (quand elles étaient déterminées) des
domaines de liaison a2 'ADN des protéines Ets, Myb et HMG.

Les particularités des domaines de fixation des facteurs de transcription Ets et Myb ont
déja été décrites dans la partie INTRODUCTION mais il convient de s'attarder sur le
cas des protéines HMG. Elles ont en commun un domaine d'environ 80 acides aminés
appelé la boite HMG. Le pourcentage moyen d'identité de séquence pour la boite
HMG entre les membres de cette famille est de 25%, ce qui est faible comparé a la
famille Ets : au sein de la famille Ets, l'identité de séquence minimale est de 37% entre
les domaines ETS de c-Ets -1 et de SPI-1 (le membre le plus éloigné) mais elle peut
atteindre 96% (cas de c-Ets1 et c-Ets-2, par exemple). Certains membres peuvent de
plus posséder plusieurs boites HMG tels HMG-1, HMG-2 et UBF, ce qui confirme que
la famille HMG est moins homogene que la famille Ets. La diversité de la famille
HMG est également perceptible au niveau de la fonction de la boite HMG. Celle de
LEF-1 semble nécessaire et suffisante a la liaison a ' ADN (Giese et al., 1992) mais les
associations ADN-protéine HMG ne correspondent pas toujours a une interaction
spécifique (Parisi et al., 1991; Diffley et Stillman, 1991; Ferrari et al., 1992), ce qui
remet en cause l'appartenance des HMG A la classe des facteurs de transcription. Pour
appuyer cette assertion, les exemples de coopération entre des membres des familles

Ets et HMG évoqués dans l'introduction montrent de plus que les protéines HMG
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Figure 26 : Organisation tridimensionnelle du domaine MYB (R2R3) selon Ogata et al.
(1994) (en haut, les hélices de reconnaissance de 1’ADN sont en noir) et de HMG-1B
selon Weir et al. (1993).

89



semblent dévolues plus au role de "colle moléculaire” qu'a celui de facteur de

transcription.
1.1. Comparaison des motifs structuraux Myb et HMG.

De faibles identités de séquences ont été décrites entre le domaine ETS
et la boite HMG d'une part, entre le domaine ETS et le domaine de liaison 2 I'ADN des
protéines Myb (appelé domaine MYB dans la suite de cet exposé) d'autre part. A
boite B de HMG-1 de rat (HMG-1B) (Weir et al., 1993) ainsi que celle d'une partie du
domaine MYB de souris (domaine MYB-R3) (Ogata et al., 1992). Nous avons en
premier lieu comparé les structures tri-dimensionnelles et les diagrammes HCA de ces

deux domaines de liaison a 'ADN.
1.1.1 Comparaison des structures tridimensionnelles.

HMG-1B et MYB-R3 sont tous deux composés de trois hélices
successives (Fig. 26). Si 1'on superpose leurs structures tridimensionnelles, on constate
que les hélices occupant des positions équivalentes n'ont pas une longueur égale. La
variation dans la longueur des hélices est un phénomeéne courant, il peut méme
concerner des protéines appartenant & une famille identique, comme c'est le cas pour
les protéines régulatrices de phage ou de bactérie (Pabo et Sauner, 1992). La
superposition des structures spatiales de domaines tres éloignés mais ayant en commun
un méme motif structural a également permis d'observer une variation dans la

longueur des hélices (MYB-R3, 434 Cro et Engrailed) (Ogata et al., 1992).
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mouse Myb R3

rat HMG1 B

Figure 27 : Diagrammes HCA de R3-Myb et HMG-1B.

Les trois tryptophanes de Myb espacés régulierement sont notés A, B et C. Les résidus
aromatiques équivalents chez HMG-1B sont I, II et III. Les résidus aromatiques,
hydrophobes, basiques et les acides aminés a chaine latérale courte sont respectivement
colorés en rouge, jaune, bleu et vert.
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1.1.2. Alignement des diagrammes HCA.

La comparaison des diagrammes HCA de MYB-R3 et de HMG-1B est
présentée Figure 27. Les résidus des hélices sont compris dans les rectangles et les
formes circonscrites correspondent aux amas hydrophobes, dont la comparaison va
permettre de détecter des identités de structure. La position respective des résidus
hydrophobes (en jaune) et aromatique (en rouge) est similaire pour MYB-R3 et HMG-
1B. De plus, I'emplacement des acides aminés basiques (en bleu) ou des résidus a
chaine latérale courte (glycine en losange et alanine, tous deux en vert) est aussi
conservé. L' alignement proposé sur la base de la comparaison des amas hydrophobes
est donc renforcé par la conservation, a l'extérieur des amas, des résidus hydrophiles.
Outre une organisation structurale comparable, MYB-R3 et HMG-1B possedent donc

une identité de séquence détectable par la méthode HCA.

1.1.3. Alignement de séquence.
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Figure 28 : Alignement déduit de HCA, de diverses séquences des domaines MYB et
HMG. Les résidus compris dans les rectangles correspondent aux acides aminés
organisés en hélice. Lorsque le consensus est strict, le résidu est en majuscule.
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Figure 29 : Vue en stéréoscopie de Myb R3 (ruban large), de I’homéodomaine de
Engrailed (ruban de largeur moyenne) et d¢ HMG-1B (ruban fin).

93



La comparaison des consensus établis aprés compilation des séquences
du domaine MYB et de la boite HMG confirme 1'alignement des diagrammes HCA
(Fig. 28). Un alignement de séquences étendu sur 13 acides aminés est possible.
Comme nous l'avons indiqué précédemment, les limites des hélices sont différentes
d'une famille a I'autre. Ainsi, en dépit de la relative hétérogénéité de la famille HMG,
I'alignement de séquence proposé pour MYB-R3 et HMG-1B est généralisable a
I'ensemble des protéines Myb et HMG. La validité de cet alignement a été vérifiée par
le calcul d'une valeur statistique appelée le score Z. Le score Z permet de déterminer si
I'alignement de séquence réalisé est interprétable ou refléte simplement une
composition en acides aminés biaisée. Lorsque Z est supérieur a 6 SD, on considere
l'alignement comme significatif et lorsque Z est supérieur a 3 SD, on le juge comme
peut-étre significatif. Signalons également que la comparaison de séquences de petite
taille donne toujours des scores Z plus faibles. Sur la portion de 13 résidus, le score Z
entre MYB-R3 et HMG-1B est de 3.58 SD, suggérant donc que 1'alignement que nous
avons réalisé entre les deux familles était significatif.

En prenant en compte la similarité de séquence observée ci-dessus entre les hélices H2
et H3 de MYB-R3 et HMG-1B, nous avons superposé ces deux domaines de liaison a
I'ADN (Fig. 29). Certains résidus occupent des positions équivalentes : ainsi les
résidus aromatiques W25 et W44 de MYB-R3 correspondent a ceux de HMG-1B
nommés W45 et Y56. L'angle formé entre les hélices H2 et H3 étant respectivement de
70° et 80° pour MYB-R3 et HMG-lB,k les hélices H3 ne sont pas exactement
superposables mais sont orientées dans une direction similaire.

On en conclut donc que ces deux domaines de liaison a 'ADN posse¢dent une identité
de structure significative. MYB-R3 et HMG-1B se liant & des séquences spécifiques
différentes, il semble logique d'observer de 1égeres différences entre les structures

spatiales de <ces deux domaines de liaison a I'ADN.
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mouse Myb

drosophila Myb

v-Myb

chicken c-Ets-1

human UBF-5

rat HMG1-B

Diagramme HCA de trois membres de la famille Myb, de c-Ets-1 de poulet et

Fig. 30

de deux membres de la famille HMG.



Puisqu'il a été fortement supposé et démontré ultérieurement a notre étude (Ogata et
al., 1994) que I'hélice H3 de MYB-R3 était I'hélice de reconnaissance de I'ADN, une
des implications de 'alignement que nous avons réalisé entre MYB-R3 et HMG-1B a
été de désigner I'hélice H3 comme I'hélice de reconnaissance putative de HMG-1B.
L'hélice H3 de HMG-1B n'a pas pour l'instant été designée comme hélice de
reconnaissance; les études structurales d'un complexe HMG-ADN sont en effet plus
complexes car HMG-1 fixe I'ADN par le petit sillon, et que le petit sillon de I'ADN de
forme B utilisé couramment dans les études de RMN n'est pas assez grand pour

permettre l'insertion d'une hélice.

1.2. Alignements Ets-Myb et Ets-HMG.

Ayant validé la méthode HCA sur les domaines de liaison a 'ADN
MYB-R3 et HMG-1B, dont la structure tridimensionnelle était connue et sachant que
des identités de séquence, certes non significatives, entre les familles Myb et Ets d'une
part et les familles HMG et Ets d'autre part, avaient été décrites, nous avons entrepris
une prédiction de structure sur le domaine ETS.
La méthode HCA est surtout intéressante a utiliser dans le cas de protéines partageant
des identités de séquence faibles. Si celle-ci est forte, comme c'est le cas pour la
famille Ets, les diagrammes HCA construits sont trés proches et leur utilisation
redondante. Nous avons par conséquent choisi pour digne représentant de la famille le
facteur de transcription c-Ets-1 (p54) de poulet mais nous avons vérifi€ que ce qui était
valable pour c-Ets-1 1'était également pour toutes les autres protéines Ets.
La recherche sur banque de séquences protéiques de peptides similaires au domaine
ETS par un programme de type FASTA a exhumé comme candidat potentiel Myb. Sur
la figure 30, une partic du domaine MYB de drosophile est accompagné de celui de
Myb de souris, dont on connait la structure tridimensionnelle. La trés forte identité de
séquence non seulement entre R1, R2 et R3 (Fig. 31) mais aussi au sein de la famille

Myb (Fig. 11) nous a permis d'une part d'aligner R1/R2 de Myb de drosophile avec
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R2/R3 de Myb de souris (Fig. 30) et d'autre part d'extrapoler la structure spatiale

obtenue pour R3 a R1 et R2.

R1 LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGTDDWKVIANYLPNRTDVQCQHRWQKVLNPE
R2 LIKGPWTREEDQRVIKLVQKYGPKRWSVIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE
R3 VKKTSWTEEEDRIIYQAHKRLG NRWAETAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRKV

CONS K WT EED G W IA L R W

Figure 31 : Alignement des séquences répétées R1, R2 et R3 de Myb souris. La ligne

CONS représente le consensus.

La position des résidus aromatiques (marqués en rouge) est comparable pour les
domaines ETS et MYB, au méme titre que la forme des amas hydrophobes. Cette
similarité est plus saisissante lorsqu'on examine les peptides correspondant aux hélices
H"2, H2 et H3 pour lesquels non seulement les résidus aromatiques mais également les
acides aminés hydrophobes et basiques ou les résidus possédant une chaine latérale
courte sont conservés. L'éventualité d'une relation de structure entre les domaines de
liaison a I'ADN des protéines Ets et Myb est renforcée par la constatation que cet
alignement est possible avec tous les membres de la famille Myb (non détaillé ici).
Signalons que les scores statistiques Z calculés sont compris entre 3.65 SD et 7.94 SD
pour l'alignement sur 67 résidus de différents domaines ETS avec le domaine MYB de
drosophile, ce qui valide les résultats que nous avons obtenus.

En outre, la comparaison de c-Ets-1 avec v-Myb pour lequel R1 est tronqué (1'hélice
H1 est absente) permet de confirmer les similarités observées et de mettre en avant le
fait que le domaine ETS semble comporter trois hélices correspondant a une séquence
répétée complete de Myb (en carboxy-terminal du domaine ETS) plus deux hélices en
amino-terminal correspondant a une séquence répétée tronquée. MYB-R3 comprend
trois hélices, H2 et H3 formant le motif hélice-coude-hélice. Un domaine ETS

correspondant, selon la méthode HCA, aux deux tiers d'un domaine MYB (soit un
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motif hélice-tour-hélice) suivi d'un domaine MYB entier (soit un second motif hélice-
tour-hélice), on pouvait alors suggérer que le domaine de liaison a ' ADN des protéines
Ets comprenait deux motifs hélice-coude-hélice séparés par une hélice.

Comme on pouvait s'y attendre au vu des similarités de structure et de séquence entre
MYB-R3 et HMG-1B, il était possible d'aligner le domaine ETS avec les boites HMG
(Fig. 30). Comme pour Ets-Myb, l'identité de séquence observée repose a la fois sur la
conservation de résidus hydrophobes (intégrés dans les amas) et sur celle de résidus
hydrophiles. Néanmoins le nombre de résidus conservés rend délicate l'interprétation.
La faible longueur des séquences comparées ne permet pas non plus d'obtenir des

scores statistiques valables.
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Figure 32 : Alignement déduit par la méthode HCA de deux domaines de la famille
Myb (souris et drosophile) et du domaine ETS de c-Ets-1 de poulet. Les hélices H2 et
H'3 ont été positionnées d'aprés l'alignement des domaines R2 et R3. La barre verticale
indique la limite entre deux domaines consécutifs de Myb. Les points correspondent
aux résidus impliqués dans la formation du noyau hydrophobe. Les résidus encadrés
sont conservés et les hélices correspondent a la structure obtenue sur le domaine MYB-
R3.

En résumé, 1a méthode HCA nous a permis d'aligner une partie des domaines MYB et

HMG. De plus, l'alignement des séquences des domaines MYB et ETS, déduit de la

comparaison de leurs diagrammes HCA respectifs, a permis de proposer une
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prédiction de structure pour le domaine ETS (Fig. 32). Nous avons suggéré une
similarité dans l'organisation spatiale des domaines de liaison a2 ' ADN des familles de
facteurs de transcription Ets, Myb et HMG. Selon cette proposition, le domaine ETS
semble comprendre cinq hélices correspondant & une séquence répétée tronquée plus
une séquence répétée entiere du domaine de fixation MYB. Le domaine contiendrait

au moins un motif hélice-coude-hélice.

2. Etude des capacités de liaison a ' ADN de ERM.
2.1. Etude du domaine ETS.

2.1.1. Mutations ponctuelles.

La prédiction de structure et par conséquent la similarité d'organisation
tridimensionnelle entre les domaines ETS et MYB avait deux conséquences
importantes : la premiére était que le caractere aromatique des tryptophanes de Myb
régulierement espacés de 18/19 acides aminés était conservé dans le domaine ETS. Sur
les cinq résidus, trois étaient conservés de maniere stricte et deux changés en tyrosine
(Fig. 32). Les données de RMN ont montré que le noyau hydrophobe qui maintient le
squelette de la structure était formé par une dizaine de résidus dont ces tryptophanes
(Ogata et al., 1992). On pouvait donc supposer qu'une organisation similaire était
présente dans le domaine ETS. La seconde conséquence était que le role de
reconnaissance de I'ADN endossé par 1'hélice H3 de Myb devait sans doute €étre porté
par I'hélice équivalente dans Ets.

Pour appuyer la prédiction de structure que nous avons réalisée, nous avons entrepris
un travail de mutations ponctuelles sur des résidus du domaine ETS. Au regard des
considérations exposées ci-dessus, les résidus aromatiques semblaient un morceau de
choix pour ces expériences, d'autant plus qu'ils sont conservés au sein de la famille Ets
et que, la prédiction de structure par HCA valable pour I'ensemble des domaines ETS,

il importait de considérer des résidus présents dans la plupart des protéines.
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ERM étant I'objet des soins attentionnés de 1'équipe SPRITE, nous avons donc choisi
de muter son domaine ETS afin de préciser sa fonction de liaison a2 I'ADN. Nous avons
focalisé notre attention sur les tyrosines 418 et 442 pour trois raisons essentielles (Fig.
33). Elles sont situées dans la zone ol notre prédiction de structure est la plus assurée.
De plus, ces résidus sont a la fois conservés entre Myb et Ets et impliqués
potentiellement dans le noyau hydrophobe équivalent a celui de Myb. Enfin, les
tyrosines 418 et 442 sont chacune localisées dans une hélice différente d'un des

potentiels motifs hélice-coude-hélice du domaine ETS.
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Figure 33 : Position des tyrosines 418 et 442.

Les hélices positionnées en dessous de la séquence de c-Ets-1 correspondent & notre
prédiction de structure. Les tyrosines sont mutées en alanine (A), phénylalanine (F),
proline (P) ou tryptophane (W).

La stratégie a consisté a muter en quatre acides aminés différents :

la proline qui introduit un coude dans la plupart des hélices ou elle est présente,
et donc devait affecter la structure du domaine ETS de maniére drastique,

I'alanine, mutation certes non conservative mais qui est censée amener un
minimum de perturbations tridimensionnelles,

le tryptophane,

la phénylalanine.
La mutation en ces deux derniers résidus est conservative et permet d'estimer le degré
de sensibilité de la structure : la phénylalanine possede le noyau benzeéne de la tyrosine

et ne differe que par l'absence d'un groupement hydroxyle, tandis que la structure du
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noyau indole du tryptophane est plus éloignée de celle de la tyrosine tout en
conservant son caractére aromatique.

L'effet des mutations sur la structure tridimensionnelle du domaine ETS a ét€ mesuré,
en utilisant la technique de gel-retard, par la capacité a fixer une sonde reconnue par le
domaine ETS de ERM non muté. Il s'agit d'une séquence dérivée de I'amplificateur du
polyome. Ainsi que le montre la figure 34, les effets de la mutation sur les tyrosines
418 et 442 sont différents. La mutation de la tyrosine 418 en alanine (Y418A), en
proline (Y418P), en tryptophane (Y418W) et en phénylalanine (Y418F) abolit
totalement l'activité de liaison a 'ADN, par comparaison avec le domaine ETS de
ERM non muté (AD). En revanche, la tyrosine 442 réagit de maniére variable : la
mutation en proline (Y442P) a un effet drastique sur la liaison a ' ADN; la mutation en
alanine (Y442A) ou en tryptophane (Y442W) entraine une diminution considérable
tandis que la mutation en phénylalanine (Y442F) permet de préserver l'intégrité de la
capacité de fixation a ' ADN. La quantification, réalisée a I'aide de 1'analyseur d'image
Phosphorimager (Molecular Dynamics), permet d'estimer la perte de la capacité a lier
I'ADN a 90% suite a une mutation en alanine ou en tryptophane. Il est intéressant de
remarquer que la double mutation des tyrosines Y418 et Y442 en tryptophane
(Y418W/Y442W) conserve une faible activité de liaison a I'ADN alors que la mutation

en tryptophane de la seule tyrosine 418 (Y418) suffit a abolir cette fonction.
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Figure 34 : Importance des tyrosines 418 et 442 dans la liaison a3 I'ADN du domaine
ETS de ERM.

Gel-retard en présence de l'oligonucléotide dérivé de l'amplificateur du virus du
polyome. La fléche accompagnée d'un F ou non indique respectivement l'oligonucléotide
marqué libre ou complexé a la protéine.

Ces expériences ont été reproduites sur une autre séquence cible reconnue par le
domaine ETS de ERM (Fig. 35). Elles ont conforté les données exposées ci-dessus
pour deux raisons : premierement, l'effet des mutations décrites n'est pas restreint a un
seul type d'oligonucléotide, en I'occurence I'oligonucléotide dérivé de I'amplificateur
du virus du polyome; deuxie¢mement, l'effet des mutations est observable sur des
oligunucléotides que le domaine ETS reconnait différemment. En effet, ce second
oligonucléotide, nommé EBS, est moins bien reconnu que I'oligonucléotide dérivé du

virus du polyome (Fig. 36).

102



Y418W

4 Ydd42A
Y442F
Y442P
Yd442W
Y418W/Y442W
Neg. Control

“f Y418A
] Yd18F
A va18p

Figure 35 : Importance des tyrosines 418 et 442 dans la liaison 3 'ADN du domaine
ETS de ERM.
Gel-retard en présence de l'oligonucléotide EBS.

TCGAGCCGGAAGTGACGTCGA EBS

GATCTTCGAAACGGAAGTTCGAG

Dérivé de
I'amplificateur du
virus du polyome

Figure 36 : Comparaison des séquences des oligonucléotides utilisés en gel-retard.

Signalons que les résultats que nous avons obtenus ne sont pas dus a un artéfact de
production des protéines in vitro par lysat de réticulocytes (Fig. 37) : aprés séparation
sur un gel d'acrylamide, les protéines correspondant aux différents mutants ont été
quantifiées.

Ces données montrent que les tyrosines 418 et 442 du domaine ETS de ERM ne jouent
pas un rdle équivalent dans la fonction de liaison a I'ADN : alors que la tyrosine 418
est trés sensible aux mutations, le remplacement a la position 442 d'une tyrosine en
phénylalanine préserve l'activité de liaison a I'ADN, ce qui semble indiquer qu'elle

joue un rdle moins important.
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Figure 37 : Visualisation des différentes constructions du domaine ETS, native ou
mutées sur la tyrosine 418 ou 442.

Les protéines ont été produites in vitro en lysat de réticulocytes et séparées sur gel
d'acrylamide-tricine.

Deux éléments indiquent que les résultats obtenus dans le contexte du domaine ETS
sont valables dans celui de la protéine de pleine longueur. Un peptide que nous avions
amplifié par PCR, correspondant aux 221 derniers acides aminés de ERM et
comprenant donc le domaine ETS, montrait une faible capacité a lier 'ADN. Nous
I'avons donc séquencé et observé la mutation de la tyrosine 442 en cystéine. Ceci
indique que le changement de la tyrosine en cystéine induit une diminution de 'activité
de fixation a I'ADN, diminution comparable 2 celle causée par l'introduction d'une
alanine ou d'un tryptophane. Cela signifie aussi que, en ce qui concerne les mutations
affectant la fonction du domaine ETS, ce qui est valable dans le contexte du domaine
ETS peut aussi I'étre pour des versions tronquées de ERM de plus grande taille.

Le second élément est que l'introduction d'une proline en position 418 (construction

qui nous a été utile pour 1'étude du pouvoir transactivateur de ERM) dans la protéine

ERM de pleine longueur inhibe la liaison a 'ADN (résultats non montrés). Ces deux
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indices permettent donc de penser que l'effet des mutations réalisées dans le domaine

ETS en vue d'abolir sa fonction n'est pas compensé par une autre partie d¢ ERM.

2.1.2. Les mutants réve.

Pour les récepteurs stéroides dont le domaine de liaison a I'ADN,
organisé en doigts de zinc, est trés conservé, la mutation de deux acides aminés suffit a
modifier la spécificité de liaison a ' ADN. Le changement de la glycine 458 et la sérine
459 du récepteur aux glucocorticoides respectivement en glutamine et glycine, résidus
qui occupent la place équivalente dans le récepteur aux oestrogenes, suffit & changer la
spécificité de fixation du récepteur des glucocorticoides en celle du récepteur aux
oestrogenes. L'opération réciproque conduit a une modification du récepteur aux
oestrogenes qui acquiert alors la spécificité de reconnaissance du récepteur aux
glucocortocoides (Berg et al., 1989). En conséquence, afin de vérifier si 'hypothese
d'une identité de structure entre les domaines de liaison a ' ADN de Myb et Ets était
vraie, nous avons essayé de réaliser le méme genre d'échange entre le domaine MYB
et le domaine ETS de ERM.
Un pentapeptide WAEIA couvrant la presque totalité de 'hélice H2 du domaine MYB
et qui est suspecté de porter la spécificité de fixation a 'ADN du domaine MYB (D.
Leprince, communication personnelle), a été introduit & la place du pentapeptide
YEKLS du domaine ETS de ERM, donnant naissance a la chimere appelée réve ERM
(Fig. 38). Apres production en lysat de réticulocytes, cette construction a été testée en
gel-retard et ne se fixe pas sur une séquence reconnue par le domaine MYB (don du Dr

S. Plaza) (Fig. 38), au contraire du domaine MYB, témoin positif de notre expérience.
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Figure 38 : (A) Les six résidus constituant la majeure partie de H2 dans le domaine
de liaison 2 'ADN de Myb ont été introduits dans le domaine ETS de ERM a la place des
résidus équivalents (selon l'alignement présenté dans la figure 32) donnant ainsi
naissance a la construction Réve ERM.

(B) Gel-retard réalisé en présence d'un oligonuciéotide reconnu par le domaine MYB.

Ce résultat négatif peut étre interprété autant comme une réfutation du modele que
nous avons proposé que comme une perturbation trop importante du systéme. Il est en
effet possible que la modification de structure conséquente a la mutation de cing
acides aminés soit trop drastique pour permettre un repliement correct de la chimére et
le recouvrement de ses capacités de fixation & ' ADN. L'identité de structure que nous
supposons entre le domaine MYB et le domaine ETS ne s'accompagne pas, comme

c'est le cas pour les récepteurs stéroides, d'une identité de séquence élevée.

2.1.3. Localisation de régions de ERM inhibitrices de la liaison a 'ADN.

Dans le but de délimiter, si elles existent, des régions modulant 'activité
du domaine ETS, nous avons construit une série de mutants de délétion a partir des

extrémités amino-terminale et carboxy-terminale (Fig. 23 page 76). Leur capacité a
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lier I'ADN a été examinée dans les mémes conditions que pour les mutants du domaine
ETS. Les gel-retards ont été réalisés avec la sonde dérivée de 1'amplificateur du virus

du polyome sur une méme quantité de protéines produites en lysat de réticulocytes

(Fig. 39).
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Figure 39 : Visualisation des différentes constructions délétées en amino- et en
carboxy-terminal de ERM.

Les protéines ont été produites in vitro en lysat de réticulocytes et séparées en
gradient d'acrylamide 5%-20%. Les fleches indiquent la taille du produit attendu.

On peut constater sur la Fig. 40 que la traduction en lysat de réticulocytes de nos
constructions donne non seulement le produit attendu mais aussi des produits de poids
moléculaire plus faible. Ceux-ci correspondent a des initiations de la traduction a partir
de méthionines internes et sont considérés comme des artéfacts de la traduction in
vitro des protéines. Ces sous-produits contiennent vraisemblablement le domaine ETS
et la plupart du temps, des bandes correspondant a leur association avec la sonde

seront donc visibles en gel-retard (Fig. 40).

107



Figure 40 : Localisation des domaines d'inhibition de la liaison 2 'ADN de ERM.
Gel-retard en présence de l'oligonucléotide dérivé du virus du polyome. Les fleches
indiquent la taille du complexe attendu. F représente 1'oligonucléotide libre.

La protéine ERM totale (A) se fixe beaucoup moins bien que le domaine ETS de ERM
(AD) (Fig. 40). Une analyse plus détaillée montre que plus la protéine est tronquée en
amino-terminal, plus sa liaison a 'ADN est forte (comparer A, B et C avec D). Cette
constatation est valable que les constructions soient pourvues (A, B, C et D) ou
tronquées de la queue carboxy-terminale (AA, AB, AC et AD).

De plus, sans qu'une quantification ait été faite, il semble que A et B se lient avec la
méme intensité 2 'ADN alors que C se fixe plus fort (pistes A et B comparées a la
piste C). Nous suggérons qu'il existe une région inhibitrice de la liaison a 'ADN entre
les acides aminés 203 et 290, que nous avons nommée ADID pour Amino-terminal
DNA-binding Inhibitory Domain. Le fait que le comportement des différentes versions
tronquées soit indépendant de la présence de la queue carboxy-terminale conforte cette

assertion.
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Simultanément nous avons constaté que les mutants de délétion A, B, C et D se liaient
a I'ADN beaucoup moins fortement que les constructions correspondantes tronquées
de la queue carboxy-terminale (Fig. 40). Ceci suggérait que la queue carboxy-
terminale était douée d'une capacité a inhiber la fonction du domaine ETS. Dans les
conditions dans lesquelles nous avons effectué les gels-retard, cette propriété est
indépendante des régions situées en amont du domaine ETS et de ADID en particulier.
En revanche, cet effet est spécifique du domaine ETS de ERM puisque l'inhibition
exercée par la queue carboxy-terminale est la méme que celle exercée par les 72
premiers résidus de ERM (qui ne contiennent aucun domaine inhibiteur de la liaison a
I'ADN) lorsqu'elle est fusionnée a un domaine hétérologue de liaison 8 'ADN comme
celui du proto-oncogene c-erbA (Fig. 41). Cet effet d'inhibition pourrait correspondre

a une géne stérique.
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Figure 41 : L'effet inhibiteur de la queue carboxy-terminale est spécifique de ERM.

(A) La construction RevCt comprend le domaine hétérologue de liaison a I'ADN Rev et
l'intégralité de la queue carboxy-terminale de ERM (Ct). De méme a été construite une
chimére comprenant Rev et les 72 premiers résidus de ERM (o)

(B) Gel-retard avec l'oligonucléotide reconnu par le domaine Rev.
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L'alignement des séquences en acides aminés des trois membres connus du groupe
PEA3 (PEA3, ER81 et ERM) indique que le peptide de 20 résidus contigu au domaine
ETS et compris dans la queue carboxy-terminale était mieux conservé que l'extrémité
carboxy-terminale (Fig. 42). Nous avons produit une construction AD+ qui correspond
au domaine ETS flanqué de cette région de 20 résidus et montré qu'elle se fixait a
I'ADN comme le domaine ETS seul (comparer AD+ a AD dans la Fig. 40). Cette
donnée signifie que la fonction d'inhibition portée par l'extrémité carboxy-terminale
n'est pas médiée par les 20 premiers acides aminés mais par la partie la moins

conservée.

CEPEALFSLAFPDNQRPALKAEFDRPVSEEDTVPLSHLDESPAYLPELAGPAQPFGPKGGYSY 481

ER81 — CDPEALF SMAFPDNQRPLLKTDMERHINEEDTVPLSHFDESMAYMPE-GGCCNPHPYNEGYVY 477
ERM — DPDALF SMAFPDNQRPFLKAESECHLSEEDTLPLTHFEDSPAYLLD-MDRCSSLPYAEGFAY 510
Cons — C P ALFSMAFPDNQRP LK EEDT PLE S AY G Y

o — Z7277)

A+ — LA A

D— Sl A

Figure 42 : Alignement des séquences des protéines humaines PEA3, ER81 et ERM
sur la partie carboxy-terminale. CONS désigne le consensus. La limite carboxy-
terminale de chaque construction est représentée en hachuré.

L'ensemble de nos résultats montre donc que ERM contient deux régions qui inhibent
de maniére indépendante 1'activité de liaison a 'ADN : un domaine situé en amont du
domaine ETS appelé ADID ainsi qu'un peptide correspondant a la région la moins

conservée de la queue carboxy-terminale.
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3. Etude des propriétés de transactivateur de ERM.

L'appartenance de ERM a la famille des facteurs de transcription de Ets
ainsi que l'existence chez ERM d'une région (le domaine acide) qui comprend 32% de
résidus acides sur 31 acides aminés et qui constitue donc un domaine transactivateur

potentiel, nous ont fortement incit€s a examiner avec attention les propriétés

d'augmentation de la transcription de ERM.

3.1. Interférence du domaine ETS dans I'étude de la transactivation par ERM.

Ainsi que le montre la figure 43, la protéine ERM de pleine longueur
(pSV ERM) active la transcription a partir d'un plasmide rapporteur contenant trois
copies d'une séquence reconnue par les protéines Ets. Dans les deux lignées que nous
avons examinées, cellules de carcinome humain du col de 1'utérus (HeLa) et cellules
du carcinome du rein de lapin (RK13), l'effet transactivateur de ERM est

respectivement de 10 fois et 25 fois celui du contréle, le vecteur pSV.
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Figure 43 : Transactivation par ERM humain exprimée par rapport au témoin pSV.
Le vecteur rapporteur 3xTORU-tk-CAT contient la séquence cible TORU
5'-GATCTCGAGGAAGTGACTAACTGAGCAGATCCTCGACTGTGCTCAGGTAGTCAC-3".
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Il nous a semblé délicat d'utiliser les différentes constructions tronquées de ERM pour
délimiter les domaines transactivateurs de ERM pour trois raisons. La premiére est
l'incapacité a discerner 1'effet d 4 une modulation de liaison 2 'ADN de celui d@i A une
modulation du pouvoir transactivateur. De plus, on ignore pour I'instant les relations
entre fonction de liaison a I'ADN et fonction de transactivation. Certains indices
laissent néamoins penser que, pour les protéines de la famille Ets et dans les conditions
utilisées par notre laboratoire, 1'effet transactivateur observé soit fonction inverse de la
capacité a fixer 'ADN. La seconde raison est que I'emploi des versions tronquées de
ERM sous-entend I'utilisation d'un vecteur rapporteur contenant des sites reconnus par
les protéines Ets. Dans les lignées HeLa et RK13, en la seule présence de ce vecteur
rapporteur (en l'absence de vecteur exprimant tout ou partie de ERM), l'activité de
transactivation est assez élevée par rapport au bruit de fond, ce qui suggere que ces
lignées expriment de maniére endogéne des membres de la famille Ets. A cause de
cette activité basale importante, une variation fine dans le pouvoir transactivateur
risque de passer inapercue. La troisieme raison est la nécessité de pouvoir quantifier
les protéines par immunoprécipitation dans nos essais de transfection transitoire. En
effet, l'anticorps dirigé contre le domaine ETS des membres du groupe PEA3 n'est pas
assez performant pour les immunoprécipitations. D'ailleurs, dans I'hypothése ou il
l'aurait été, rien ne permet de penser qu'il reconnaitrait avec la méme affinité les
différentes formes tronquées. Nous nous sommes affranchis de ces contraintes par la
construction de protéines de fusion avec un domaine de liaison a ' ADN hétérologue,
les 147 résidus de la protéine de levure GALA4.

La protéine ERM de pleine longueur est introduite en phase dans le vecteur pSG424
(Fig. 44). Dans un premier temps, nous avons décidé de déléter les régions les plus
conservées au sein du groupe PEA3 c'est-a-dire les 72 premiers résidus (région o) qui
recouvre le domaine acide (résidus 42 a 72) et la queue carboxy-terminale (nommée
Ct), soit de maniére indépendante (GAL4 ERM-a, GAL4 ERM-Ct) soit concertée
(GAL4 ERM-aCt). Ces quatre constructions sont incapables de transactiver (Fig. 44).

Ce défaut peut étre causé par la présence simultanée de deux domaines de liaison a
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I'ADN : le domaine ETS et le domaine hétérologue GALA4. Il est possible que le

domaine ETS de la chimere lie des sites endogenes reconnus par les protéines Ets,

séquestrant ainsi une partie des molécules chiméres destinées a transactiver a partir du

vecteur rapporteur GALA4,
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Figure 44 : Domaines essentiels a la transactivation par ERM.
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Afin de mettre a I'épreuve cette hypothése, nous avons introduit la mutation Y418P
dans la construction GAL4 ERM (construction alors nommée GAL4 ERM Y418P).
Cette mutation inhibe totalement 'activité de liaison & 'ADN comme il a été exposé
ci-dessus. Il est surprenant de constater que l'abolition de la fonction du domaine ETS
ne conduit pas a un effet transactivateur plus important (Fig. 44). Ceci signifie en
premier lieu que 1'hypotheése émise est fausse, et en second lieu, que la seule présence
du domaine ETS, qu'il soit fonctionnel ou non, suffit a perturber la transactivation
exercée par les chimeéres GAL4 ERM. On peut alors supposer que lorqu'il n'est pas
engagé dans une liaison ADN-protéine avec son site de reconnaissance, le domaine
ETS adopte une conformation qui géne considérablement la transactivation ou qu'il est
impliqué dans des interactions intermoléculaires ou intramoléculaires. A ce propos, il
convient de signaler que toutes les chimeres GAL4 ERM utilisées contiennent le
domaine d'inhibition de la liaison a I'ADN nommé ADID. Des contacts
intramoléculaires entre ADID et le domaine ETS pourraient éventuellement expliquer
la perturbation observée.

Afin d'examiner le pouvoir transactivateur de o et de Ct, nous avons donc repris les
quatre constructions GAL4 ERM, GAL4 ERM-a, GAL4 ERM-Ct et GAL4 ERM-oCt
et nous les avons amputées du domaine ETS : GAL4 ERM-Db, GAL4 ERM-aDb,
GALA4 ERM-DbCt et Byde. A notre grand soulagement, la chimére GAL4 ERM-Db est
capable de transactiver, de méme que la construction GAL4 ERM-DbCt qui est
dépourvue de la queue carboxy-terminale. Les résultats sont similaires dans les HeLa
et dans les RK13 et les deux constructions stimulent la transcription avec la méme
intensité. En revanche, les deux protéines de fusion pour lesquelles les 72 premiers
résidus (o) ont été délétés ne sont pas dotées d'un pouvoir transactivateur supérieur a
celui du vecteur seul.

En résumé, nous avons montré que le peptide de 72 résidus recouvrant le domaine
acide était indispensable a la transactivation tandis que la queue carboxy-terminale ne
l'est pas. Nous avons accessoirement prouvé que l'absence de pouvoir transactivateur

observée pour des facteurs de transcription fusionnés a un domaine hétérologue de
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reconnaissance de I'ADN n'était pas dii, dans le cas de ERM, a une séquestration des

chimeres par les sites endogénes.

3.2. Pouvoir de transactivation intrinseque de o et de Ct.

Afin de déterminer si le fragment o que nous avons désigné comme
responsable de l'augmentation transcriptionnelle par ERM exhibait un pouvoir
transactivateur, nous avons construit des chimeéres en fusionnant GAL4 2 toute une
série de peptides recouvrant l'intégralité de la protéine ERM (Fig. 45). En utilisant les
mémes lignées de cellules que précédemment, il apparait que les fragments o (les 72
premiers acides aminés) et Ct (correspondant a la queue carboxy-terminale) sont doués
de la capacité a transactiver quand ils sont fusionnés avec le domaine GAL4. En
revanche, les fragments B, v, §, € et Db n'augmentent pas la transcription. Les deux
lignées ne répondent pas de maniere identique : en effet, le rapport GAL4 Ct/GAL4 «
est respectivement de 37,5% et de 300% dans les RK13 et les HeLa (Fig. 45).

Par ailleurs, si le fragment Db ne transactive pas, on peut imaginer une fois de plus
que c'est sa fonction de liaison a I'ADN qui perturbe le syst¢me. Nous avons donc testé
la méme construction en y introduisant la mutation Y418P. La construction GAL4
Db* n'est pas capable d'augmenter la transcription, suggérant ainsi que le domaine
ETS ne contient aucun fragment transactivateur.

Nous avons voulu vérifier si la région comprise entre la fin du domaine acide et le
début du domaine ETS ne comprenait pas un domaine transactivateur qui aurait été
coupé en deux (ou plus) par le découpage en différents fragments. Pour tester cette
éventualité, nous avons examiné les chiméres GAL4 ¥ et GAL4 Byde... qui ne
transactivent pas (Fig. 45). Le cas de la protéine de fusion GAL4 afyy suggere de
nouveau que le type cellulaire utilisé est important : dans les RK13, elle a la méme
activité que GAL4 o tandis que dans les Hel.a, son effet est plus important.

L'ensemble de ces résultats indique que « et Ct sont les deux régions transactivatrices

de ERM.
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Figure 45 : Identification des régions de ERM portant une capacité de transactivation.

La transactivation est calculée par rapport a celle de GAL4 o.



3.3. Délimitation des domaines minimaux nécessaires a la transactivation par

ERM.

Nous avons désiré déterminer les domaines transactivateurs avec plus
de détail. Il était en particulier intéressant de préciser l'importance de la zone
conservée présente dans o (le domaine acide, nommé aD) ou dans Ct (le peptide de 20
résidus situé juste en aval du domaine ETS) (Fig. 21). En vertu de sa richesse en
résidus acides, aD (acides aminés 42 a 72) s'imposait comme un domaine
transactivateur de choix. La chimére GAL4 aD exerce respectivement 10% et 30% de
l'activité de GAL4 o dans les RK13 et dans les HeLa. Bien que ces valeurs soient
notablement plus élevées que celles obtenues pour des fragments ne transactivant pas
du tout, on peut considérer que aD, bien qu'actif, n'est pas responsable de la totalité de
I'effet transactivateur di a o (Fig. 46).

Pour 1'étude de la queue carboxy-terminale, nous avons utilisé GAL4 Ct 449-468, la
région 449 a 468 correspondant strictement a la zone des 20 résidus treés conservés au
sein du groupe PEA3 (Fig. 42); GAL4 Ct 469-510 englobe la région la moins
conservée de Ct alors que GAL4 Ct 449-489 recouvre les 20 résidus conservés ainsi
que la premiere partie de 1'extrémité de Ct (Fig. 46). Alors que GAL4 449-468 et
GAL4 449-489 n'ont aucun effet, la transactivation par GAL4 469-510 correspond
respectivement a 20% et 40% de l'effet de GAL4 Ct dans les RK13 et les HeLa. La
conclusion a tirer est par conséquent la méme que dans le cas de GAL4 aD, en
I'occurence que GAL4 Ct 469-510 constitue la partie transactivatrice de Ct qui, pour
un fonctionnement optimal requiert la présence de résidus compris dans le fragment
449-468.

Cependant on ne peut pas, pour GAL4 aD comme pour GAL4 Ct 469-510, exclure
I'hypothese que les fragments de ERM, tout en possédant un pouvoir transactivateur,

sont de trop petite taille pour avoir la possibilité d'exercer correctement leur fonction.
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3.4. VP16 "'squelche'’ certains facteurs nécessaires au fonctionnement de o mais

non a celui de Ct.

Le fait que o contienne une région acide et soit impliqué dans la
transactivation par ERM nous a encouragés a rechercher une similarité avec d'autres
domaines transactivateurs. La figure 47 montre une identité de séquence entre une
région de o qui recouvre en partie le domaine acide aD et la région d'activation de la
transcription de la protéine VP16 du virus de I'herpes (Cress et al., 1991). Cette
identité s'étend sur un peptide court mais s'appuie sur la conservation de résidus acides
et de résidus hydrophobes. La possibilité s'est alors offerte que cette conservation
refléte une similarité des mécanismes de transactivation par o et par VP16.

Un des moyens envisagés pour valider cette supposition est l'expérience du
"squelching”. Si deux protéines X et Y transactivent selon le méme processus, elles
sont censées utiliser des cofacteurs identiques. Si ces derniers sont présents en quantité
limitée, alors 1'ajout de Y dans un essai destiné a tester les capacités transactivatrices
de X (en présence d'un vecteur rapporteur contenant les sites reconnus par X) diminue
I'effet observé, puisque Y recrute les cofacteurs sans pouvoir exercer de
transactivation. Nous avons coexprimé GAL4 o avec des quantités croissantes de
domaine transactivateur de VP16 (Fig. 47). Le "squelching" par VP16 est drastique :
lorsqu'on cotransfecte 200 ng de pSV VP16 et 400 ng de GAL4 o, on note une
diminution de l'effet de transactivation par GAL4 o de plus de 90%. Le controle
négatif de l'expérience est GAL4 Ct, Ct ne partageant aucune identité de séquence
avec VP16. L'effet de "squelching” par VP16 est donc spécifique de la transactivation
exercée par GAL4 « et suggere que o et VP16 interagissent avec un ou plusieurs
cofacteurs communs et présents en quantité limitée dans le systéme que nous avons

employé.
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Figure 47 : Le domaine transactivateur de VP16 "squelche" l'effet transactivateur de
o mais pas celui de Ct.

(A) Alignement entre le domaine transactivateur de VP16 et une partiec de o. Les
acides aminés entourés correspondent aux résidus conservés. Les acides aminés
importants pour la fonction de VP16 sont dans les cadres, en caractéres gras.

(B) et (C) Les transfections ont été faites en RK13. La construction pSV VP16 a été
cotransfectée en quantité croissante avec GAL4 o (B) ou GAL4 Ct (C). Les taux de

transactivation sont exprimés par rapport a celui de GALA4 Ct (C) ou en (B) GALA4 o

3.5. Synergie entre o et Ct.

Puisqu'ils constituent les deux domaines transactivateurs d'un méme

facteur de transcription, il nous a semblé logique de nous intéresser a une synergie

possible entre o et Ct. Lorsqu'on coexprime GAL4 o et GAL4 Ct en quantités égales

(deux fois 400 ng), on constate que l'effet de transactivation observé est environ cinq
fois plus élevé que pour GAL4 o seul (Fig. 48). Ceci laisse penser qu'il y a synergie

entre les deux domaines activateurs de la transcription de ERM mais qu'elle est faible.
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Figure 48 : Effet de synergie entre les deux domaines transactivateurs de ERM.
Les transfections ont été réalisées en RK 13 avec 100 ng de vecteur rapporteur.

Afin de conforter ce résultat, nous avons fusionné o et Ct 2 un domaine hétérologue de

liaison a 'ADN différent, en I'occurence celui, nommé Rev, du proto-oncogene c-

erbA. Les couples Rev a-GAL4 Ct et GAL4 o-Rev Ct ont été testés sur un rapporteur
contenant des sites GAL4 et des sites reconnus par les chimeres contenant le domaine
de liaison a I'ADN Rev. La coexpression de GAL4 « et Rev Ct conduit a un effet de
transactivation environ cinq fois plus important que celui induit par GAL4 o seul. Ces
résultats confirment que I'effet de synergie observé n'est pas dépendant de la nature du

domaine de liaison a I'ADN qui est fusionné aux différents fragments ERM.
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DISCUSSION



Figure 49 : Représentation schématique du domaine ETS de Fli-1 en solution (en haut)
ou en complexe avec un oligonucléotide contenant sa séquence cible (en bas) selon Liang
et al. (1994b).
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1. Les relations délicates entre structure et prédiction de structure.

1.1. Les charmes dévoilés du domaine ETS de Fli-1.

Fin 1994, plus d'un an aprés la parution de l'article dans lequel nous
proposions un modele d'organisation spatiale du domaine ETS, des données sur la
structure secondaire du domaine ETS ont été publiées. La RMN a permis de montrer
que le domaine ETS de Fli-1 (Liang et al., 1994a) et de c-Ets-1 (Donaldson et al., 1994)
étaient tous deux composés de trois hélices a et de quatre brins P organisés
séquentiellement en o 1-B1-B2-a2-03-B3-B4. Le domaine ETS de Elk-1 est aussi
susceptible de partager ces caractéristiques (Shore et al., 1995). En effet, les techniques
combinées de dichroisme circulaire, de RMN et de spectroscopie de fluorescence
montrent que le domaine ETS de Elk-1 comprend a la fois des brins B et des hélices o
et que les trois tryptophanes conservés participent a la formation du noyau hydrophobe.
L'obtention de la structure en solution du domaine ETS de Fli-1 en complexe avec sa
séquence oligonucléotidique cible a montré que les quatre brins s'organisaient en un
feuillet anti-parallele et a désigné le couple d'hélices o2 et @3 comme le motif hélice-
coude-hélice, o3 jouant le role d'hélice de reconnaissance (Liang et al., 1994b) (Fig.
49). L'organisation générale de la structure tridimensionnelle du domaine ETS place
celui-ci parmi les protéines a hélice-coude-hélice type papillon : 1'hélice de
reconnaissance o3 constitue le thorax et le reste du domaine ETS présente 1'aspect
général de deux ailes de papillon, la structure la plus proche de celle du domaine ETS
étant celle de la protéine CAP (Fig. 13). Cependant, ses caractéristiques
tridimensionnelles ne permettent pas d'identifier le domaine ETS comme appartenant a
une famille structurale plus précise. En effet, il se rapproche du motif canonique hélice-
coude-hélice par l'angle formé entre a2 et a3 mais I'hélice o2 est ornementée d'un
coude supplémentaire a son extrémité carboxy-terminale ce qui constitue une

particularité des protéines POU.
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Le fait que le domaine ETS partage des caractéristiques de différentes familles
structurales a sans doute participé a la difficulté d'obtenir une prédiction de structure

correcte.

1.2. L'exercice subtil et périlleux de la prédiction de structure.

I Do mainc ETS

I Reddy et Rao (1992)
Domaine Basique
— I [l 7l il Wang etal. (1992)
| | N Bosselut et al. (1993)
— | | Mavrothalassitis et al. (1994)

D BN B Gaisonetal (1993)

— N TN N N rogctctal (1993)
m W \A m W \/\ Position des hélices et

brins sur Fli-1

al Bl B2 o2 o3 B3  p4

Figure 50 : Comparaison des différentes prédictions de structure proposées pour le
domaine ETS et des données de RMN (Liang et al., 1994b).

La comparaison des prédictions réalisées par notre équipe et dans
d'autres laboratoires avec les résultats obtenus par la RMN met en avant le fait qu'aucun
modele d'organisation du domaine ETS n'est correct, la prédiction la plus proche restant
celle de Bosselut et al. (1993) (Fig. 50). Cependant, des différentes méthodes utilisées,
un consensus semble se dégager qui identifie correctement 1'hélice ol tandis que les
deux dernieres hélices sont détectées avec moins de précision en ce qui concerne tant

leur position que leur longueur.
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La constatation qu'aucune des méthodes utilisées n'a permis de détecter la présence des
brins mérite réflexion. L'idée de base de la prédiction de structure est que toute
l'information nécessaire au repliement correct d'une protéine est contenue dans sa
formule développée : sa séquence en acides aminés. Tout le défi réside dans le
décriptage de ce code qui permettra d'attribuer une organisation tridimensionnelle a une
séquence en acides aminés particuliere. La structure tridimensionnelle d'une protéine
peut étre prédite assez précisément lorsqu'il existe une protéine homologue dont
'organisation tri-dimensionnelle est connue (c'est le principe de la modélisation par
homologie). Malheureusement, la structure tridimensionnelle de moins de 1% des
séquences recensées dans les banques a été établie, et pour 80% des séquences, il
n'existe pas d'homologue dont la structure soit connue (Rost et al., 1994). Pour ces
protéines ou peptides, tel le domaine ETS, toute tentative de prédiction de structure
cause des difficultés pratiquement insurmontables ainsi que 1'illustre le nombre (une
bonne trentaine) et la variété des méthodes de prédictions de structure développées au
cours de ces vingt derniéres années. L'approche consiste généralement a simplifier le
probleme en fournissant non une prédiction de l'organisation tridimensionnelle mais
une suite ordonnée de structures secondaires, pour laquelle chaque résidu se voit
attribuer le caractere "brin", "hélice" ou "boucle"”. Or deux structures tridimensionnelles
identiques n'ont pas toujours des structures secondaires identiques : la variation
moyenne tourne autour de 12% (Rost et al., 1994), la précision d'une prédiction de
structure se voit donc "naturellement” restreinte. L'origine de cette variation réside dans
le fait que la formation d'une structure secondaire (c'est-a-dire locale) est dépendante de
deux composantes, l'une déterminée par des interactions locales et l'autre relevant
d'interactions globales. L'importance de chaque composante varie selon la structure
secondaire considérée. Les brins n'existent que comme partie d'un feuillet J3,
correspondent a une structure qui fait intervenir de maniére plus conséquente des
interactions globales (c'est-a-dire entre des parties éloignées d'une méme protéine) et

sont par conséquent moins faciles a prédire que les hélices. Ceci explique sans doute
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que les quatre brins présents dans le domaine ETS n'aient été mis en évidence par

aucune méthode.

1.3. Le cas particulier de notre prédiction de structure.

Les techniques de prédiction de structure telles que celle de Chou et
Fasman s'appuient sur l'attribution du caractere brin, hélice ou boucle a chaque acide
aminé considéré dans une fenétre peptidique d'environ six résidus consécutifs. Un biais
commun aux méthodes de prédiction de structure est donc qu'elles assimilent une
protéine a une suite de peptides se recouvrant les uns les autres alors que la structure de
chaque peptide peut varier selon qu'on le considere isolé ou dans le contexte de la
protéine de pleine longueur. La méthode HCA utilisée pour la prédiction de structure se
base sur la détection d'une identité de séquence faible par la comparaison de la taille,
l'orientation et la forme des amas hydrophobes du domaine ETS et d'une protéine de
structure connue. Logiquement, aucun biais di a la sous-estimation des contraintes
imposées sur la structure secondaire par la structure tridimensionnelle n'est introduit. I
est pourtant tentant de faire le lien avec les résultats récemment obtenus a I'Institut
Pasteur de Lille par B. Odart et G. Lippens. Un peptide recouvrant les 37 acides aminés
correspondant au fragment du domaine ETS qui, selon Mavrothalassitis et al. (1994),
est doué d'une activité de liaison a I'ADN a été synthétisé. En présence de 30% de

trifluoroéthanol, ce peptide présente deux centres d'hélices correspondant aux hélices

o2 eto3 (Fig. 51).

T | 222H 2 Position des hélices selon notre
prédiction
GMEFKLIEPEEVARLWGIQKNRPAMNYDKLSRSLRYYYEKG Peptide synthétisé
\AA 00000000000 H0N0ND (0000000003C 060 00000004CH Position des hélices et brins déduite

de la structure de Fli-1

Figure 51 : Comparaison de la structure secondaire d'un peptide du domaine ETS avec
la structure tertiaire obtenue sur le domaine ETS entier et avec notre prédiction de
structure. Le peptide synthétisé (un fragment de PEA3) est 1'équivalent du peptide
défini par Mavrothalassitis et al. (1994) sur c-Ets-1.
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En revanche, les sept premiers résidus, GMEFKLI, qui, selon les données de RMN

obtenues sur le domaine ETS de Fli-1, recouvrent le brin B2 situé en amino-terminal de
I'hélice a2, ne sont pas, dans le peptide, organisés en brin mais en hélice, comme le
suggérait notre prédiction de structure. Cette information laisse penser que la prédiction
de structure réalisée avec 'aide dHCA "voit" le domaine ETS plus comme une suite de
peptides qui se recouvrent que comme une partie de la protéine, sans que 1'on puisse
proposer une explication.

Tenter de prédire la structure d'un domaine de liaison a I'ADN impose une contrainte
supplémentaire : l'association du domaine de fixation avec son élément de
reconnaissance nucléotidique peut avoir des conséquences sur la structure de chaque
partenaire. Cependant, il a récemment ét€ montré que le domaine ETS ne possédait pas
la propriété de courber 'ADN (Shore et Sharrocks, 1995). De plus, la formation du
complexe domaine ETS-séquence cible ne semble pas avoir de répercussions sur la
structure du peptide engagé, ni stabiliser une zone flexible, ainsi que 1'ont montré les
études de RMN (Liang et al., 1994b).

D'autres aléas inhérents a la prédiction de structure sur un domaine de liaison a I'ADN
ont géné notre travail. D'une part, les domaines de liaison a I'ADN ne dépassent
généralement pas la taille de 100 résidus, ce qui rend les tests de validation statistique
des alignements de séquence plus sensibles au biais introduit par une identité de
séquence aléatoire. Ce point est détaillé plus loin. D'autre part, les domaines de liaison a
I'ADN, par essence voués a la fixation d'un polynucléotide chargé électriquement, sont
plus hydrophiles que la plupart des protéines. En conséquence, la place occupée par des
acides aminés hydrophobes est moins importante. Dans le cas du domaine ETS, les
amas hydrophobes sont nombreux et de taille réduite, ce qui ne facilite pas leur
comparaison.

En revanche, la méthode HCA a été utilisée avec succes sur des protéines de taille et
d'hydrophobocité plus importantes (Mornon et al., 1989; Schoentgen et al., 1992;
Callebaut et al., 1992; Callebaut et al., 1994). Elle a par exemple permis la

classification des cellulases en six familles et la localisation de leur site enzymatique
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(Henrissat et al., 1989; Henrissat et al., 1991). La classification des cellulases en
fonction de leur spécificité de subtrat a confirmé la premiére prédiction et des mutations
ponctuelles dans le site enzymatique putatif de I'endoglucanase EGZ a suggéré que
I'histidine 98, sans intervenir dans la catalyse proprement dite était importante pour le
repliement de I'enzyme tandis que la fonction carboxylique de l'acide glutamique 133
était impliquée dans la réaction (Py et al., 1991). La méthode HCA a également permis
de proposer un modele selon lequel le domaine extracellulaire de liaison aux hormones
des récepteurs aux cytokines/prolactine/hormone de croissance est organisé en deux
sous-unités (résultant probablement d'une duplication) qui exhiberaient une similarité
de structure avec les cytokines (Thoreau et al., 1991). Ces données ont été pleinement
confirmées par les résultats de RMN obtenus sur le domaine extracellulaire du
récepteur a I'hormone de croissance humaine (de Vos et al., 1992).

Une de nos erreurs a sans doute été d'accorder trop d'importance a la conservation des
résidus hydrophobes et aromatiques en particulier. Pourtant, I'étude des structures
tridimensionnelles de protéines appartenant 2 une méme famille a mis en évidence un
trait commun aux résidus impliqués dans la formation du noyau hydrophobe de la
protéine : ils semblent plus conservés que les acides aminés hydrophobes périphériques
(Lemesle-Varloot et al., 1990). Cette caractéristique se reflete sur les diagrammes HCA
qui sont topologiquement invariants alors que les acides aminés hydrophobes
périphériques sont topologiquement moins stables. La comparaison des domaines de
liaison des facteurs de transcription appartenant aux famillles Ets, Myb et HMG a
constitué une illustration parfaite de ce principe (Fig. 27 et 30). Alliée a la constatation
que le domaine ETS présentait, a I'instar du domaine MYB, des résidus aromatiques
réguli¢rement espacés, cette notion a servi de base a l'alignement des diagrammes HCA
des deux domaines.

Pour aligner les domaines ETS, MYB et HMG, nous nous sommes basés sur la
conservation des résidus aromatiques et sur celle des acides aminés les entourant, qu'ils
soient hydrophobes ou non (Fig. 27 et 30). Les tests statistiques réalisés sur les

alignements de séquence déduits de la méthode HCA se sont révélés significatifs. En
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particulier, 1'alignement Myb-HMG a été réalisé avec l'aide des données de RMN par la
comparaison des structures tridimensionnelles des deux domaines, et le score obtenu,
supérieur a 3 SD, nous a encouragés a considérer la présence des résidus aromatiques
régulicrement espacés comme représentative d'une identité de structure entre les deux
familles. En revanche, pour les alignements Ets-Myb et Ets-HMG, pour lesquels des
scores statistiques élevés (supérieur 8 6 SD) ont été obtenus, la présence de résidus
régulierement espacés reléve plus d'une coincidence que d'une caractéristique
structurale commune. En effet, I'épreuve décisive de la comparaison des structures
tridimensionnelles des domaines MYB (Fig. 26) et ETS (Fig. 49) invalide notre
alignement.

C'est pour toutes les raisons énumérées dans ces deux derniers chapitres que la
prédiction de structure que nous avons proposée apres utilisation de la méthode HCA

est partiellement fausse, méme si nous avons détecté la présence des trois hélices.

1.3. Le mensonge des mutations moutonnes.

Afin d'asseoir notre modele d'organisation spatiale du domaine ETS,
nous avons décidé de muter certains acides aminés trés conservés au sein de la famille
Ets. Notre choix s'est porté sur les résidus aromatiques en vertu de leur conservation et
de leur position par rapport aux hélices prédites par la méthode HCA, les tyrosines 418
et 442 étant respectivement censées se localiser sur les hélices H2 et H3. Les données
obtenues par les expériences de gel-retard mettent en évidence que la tyrosine 418 est
trés sensible a la mutation, ce qui semble indiquer qu'elle joue un rdle plus important
que la tyrosine 442 dont la mutation en phénylalanine, et dans une moindre mesure, en
tryptophane ou en alanine est sans dommage pour la capacité de liaison a ' ADN du
domaine ETS.

A défaut de connaitre 1'organisation tridimensionnelle du domaine ETS, ces résultats
avaient conforté I'hypothése de son identité structurale avec le domaine MYB, puisque

les résidus équivalents de Myb réagissaient de manie¢re identique (Fig. 52). En effet, le
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tryptophane occupant, selon notre alignement, une position équivalente a celle de la
tyrosine 418 dans les séquences répétées R2 et R3, est sensible 4 la mutation en un
autre résidu aromatique : la capacité de liaison a ' ADN est faible pour R2 ou totalement
abolie pour R3. De plus, comme dans le cas du domaine ETS de ERM, la mutation du
tryptophane équivalent de la tyrosine 442 touche de maniére moins drastique la

fonction de liaison a 'ADN.

capacité de liaison
al'ADN

nulle

faible

haute

v-Myb R2 LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGP

v-Myb R3 VKKTSWITEEEDRIIYQAHKRLG

ERM EVARL.WGIQKNHLSMN

haute
faible

nulle

Figure 52 : Comparaison des mutations réalisées sur le domaine de liaison a2 I'ADN de
v-Myb selon Frampton er al. (1991) et de celles effectuées dans notre groupe sur le
domaine ETS de ERM. L'alignement des séquences est celui obtenu aprés comparaison des
diagrammes HCA.

Compte-tenu de l'identité de séquence au sein du domaine ETS, il est raisonnable de
penser que 1'organisation tridimensionnelle du domaine ETS de ERM est tres proche de

celle du domaine ETS de Fli-1. La tyrosine 418, équivalent de la tyrosine 332 de Fli-1,
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s'intégrerait donc au début de I'hélice o3 qui est I'hélice de reconnaissance de 'ADN. Sa
position a un emplacement stratégique lui confére la grande sensibilité vis-a-vis de la
mutation que nous avons observée. Le cas de la tyrosine 442 est plus épineux : la
tyrosine 356 qui est son équivalent dans Fli-1 se localise au début du brin B4 et est en
contact avec I'ADN. Ceci suggére qu'une mutation en alanine, proline, tryptophane ou
phénylalanine, affectant dans tous les cas la charge du résidu considéré et probablement
I'établissement de ponts hydrogeénes avec le polynucléotide, devrait modifier la capacité
du domaine ETS muté a fixer 'ADN. Manifestement, la tyrosine 442 est peu sensible a
cette perturbation puisque les capacités de liaison 2 'ADN du domaine ETS sont
préservées quand la tyrosine 442 est mutée en alanine, tryptophane et phénylalanine.
On peut donc supposer que la structure du domaine ETS de ERM differe de celle de
Fli-1 dans la partie carboxy-terminale et qu'elle varie de maniere assez conséquente
pour que la mutation de la tyrosine 442 n'affecte que peu sa capacité de liaison a2 'ADN.
Une alternative est que, sur ERM, la modification de structure imposée par la mutation
est compensée par le reste du peptide et préserve ainsi les aptitudes du domaine ETS 2
lier 'ADN. Quant au double mutant Y418W/Y442W qui garde la capacité de lier
I'ADN alors que la mutation Y418W l'abolit totalement, on peut supposer que l'effet de
la mutation Y442W contrebalance celui de la mutation Y418W.

Les données de la RMN ont permis d'éclaircir certains effets de mutations qui
pouvaient sembler surprenants en partant de 1'hypothése de 1'importance des résidus
aromatiques conservés. Par exemple, le second tryptophane du domaine ETS,
parfaitement conservé (Fig. 2, page 6), peut étre muté en leucine sans que cela affecte
les capacités de liaison 2 'ADN du domaine ETS de c-Ets-1 (Wang et al., 1992). La
structure tridimensionnelle montre que ce tryptophane est situé dans le brin 1, loin de
I'ADN. En revanche, le troisie¢me tryptophane situé dans I'hélice a2, plus proche de
I'ADN ne peut étre muté en arginine sans dommage (Wang et al., 1992).

En résumé et en guise de morale, il faut garder a l'esprit que le gel-retard permet
d'évaluer I'importance d'un acide aminé mais que le role exact joué par un résidu dans

l'organisation tridimensionnelle d'une protéine ne peut étre déterminé que par la RMN
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ou la cristallographie. L'exemple est édifiant dans notre cas : les tyrosines 418 et 442 se
comportent en gel-retard de mani¢re sensiblement identique a leurs équivalents
respectifs dans le domaine MYB (selon notre étude). Cependant, les causes de ces effets
sont différentes et ces acides aminés n'occupent pas des positions similaires dans la

structure spatiale des domaines ETS et MYB.

2. Heurs et maltheurs du domaine ETS.

L'utilisation d'un éventail de constructions de délétion a partir des
extrémités amino- et carboxy-terminale a rendu possible la délimitation de deux régions
de ERM qui entravent 1'activité de liaison a I'ADN. La fixation a I'ADN est diminuée
par un domaine situé en amino-terminal du domaine ETS, entre les acides aminés 203
et 290 (ADID), et de la queue carboxy-terminale. De plus, 1'effet inhibiteur exercé par
la queue carboxy-terminale (comprenant 60 résidus) peut étre levé par la suppression
des 42 derniers acides aminés. Il est intéressant de constater que cette délétion recouvre
enticrement une zone qui est peu conservée au sein du groupe PEA3. Des résultats
préliminaires indiquent qu'un autre membre du groupe PEA3, PEA3 humain, est
également soumis & un mécanisme d'inhibition de la liaison 2 I'ADN par la queue
carboxy-terminale. Il reste a déterminer s'il dépend de la région la moins conservée de
la queue carboxy-terminale. Si tel était le cas, on peut imaginer un scénario selon lequel
cette région n'exercerait pas une fonction partagée par l'ensemble des membres du
groupe PEA3 mais au contraire permettrait 1'établissement d'une capacité de liaison
variable selon le représentant du groupe PEA3.

Il convient enfin de signaler que nous n'avons pas détecté d'identité de séquence entre
les différentes régions responsables du blocage de la liaison a 'ADN des protéines Ets
et leurs analogues dans ERM. Cependant, la présence de plusieurs domaines
d'inhibition de la liaison a I'ADN est un phénomene qui a déja été€ observé pour c-Ets-1.
Le domaine défini par Lim et al. (1992) (acides aminés 207-280 pour le produit p68 de

c-Ets-1 de poulet) et la queue carboxy-terminale semblent interagir pour maintenir la
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protéine dans une conformation fermée (Fig. 5 page 15). Un troisiéme domaine codé
par I'exon VII posséde apparemment un effet inhibiteur plus important mais ne semble
pas interagir directement avec la queue carboxy-terminale (Hahn et al., 1994). Le
modele proposé par les auteurs accorderait une part considérable dans I'inhibition de la
fixation a I'exon VII qui est supposé interagir directement avec le domaine ETS et en
altérer la conformation (ce point reste a confirmer) tandis que l'interaction de la queue
carboxy-terminale avec le domaine 207-280 constituerait un verrou supplémentaire
mais accessoire dans le maintien de la conformation fermée. Malgré la similarité
d'organisation entre les domaines entravant la fixation a 'ADN chez c-Ets-1 et ERM, le
parallele entre ces deux membres de la famille Ets s'arréte 1a. En effet, pour ERM,
l'activité inhibitrice de chaque région ne dépend pas de la présence de l'autre région :
I'effet répresseur de la queue carboxy-terminale est observé, que les constructions
testées contiennent la seconde région (ADID, résidus 203-290) ou non. Le mode
d'action des deux domaines transiterait alors par une modification de la conformation
du domaine ETS ou par une interaction avec des cofacteurs qui contacteraient chacune

des régions délimitées, bloquant ainsi la liaison a I'ADN par encombrement stérique.

3. Les qualités cachées de ERM.

3.1. Le probléme technique posé par I'utilisation de protéines de fusion.

Utiliser différentes formes délétées de ERM en vue d'identifier les
domaines transactivateurs était délicat puisque, dans les conditions utilisées, il est
impossible de discerner la part due & une modulation de la liaison a 'ADN de celle due
a une variation du pouvoir transactivateur. Afin de délimiter les domaines
transactivateurs, nous avons donc reprogrammé la spécificité de fixation a I'ADN des
constructions ERM en les fusionnant au domaine de liaison a 1'ADN de la protéine de
levure GALA.

De maniére surprenante, alors que ERM a été défini comme facteur de transcription, la

protéine de fusion GAL4 ERM s'est révélée inapte a exercer un effet transactivateur et
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seule la délétion du domaine ETS de ERM a permis de lever cette incapacité. Les
exemples répertoriés de fusion d'un membre de la famille Ets avec un domaine
hétérologue ne permettent pas de fournir une explication générale. Dans le cas de c-Ets-
1, la chimeére GAL4 c-Ets-1 est douée d'activité de transcription, quelle soit dotée ou
dépourvue du domaine ETS (Gégonne et al., 1992). Ce comportement est spécifique de
c-Ets-1 puisque des chimeres GALA4 c-Ets-2 transactivent plus lorsqu'elles sont privées
du domaine ETS (Chumakov et al., 1993). En revanche, on note une différence de
comportement de la méme protéine lorsqu'elle est fusionnée a un autre domaine
hétérologue de liaison a 1'ADN, celui de LexA : privée de son domaine ETS, cette
chimeére transactive trois fois mieux (Schneikert et al., 1992). Dans le cas de ERM
comme dans celui de Elk-1 (Janknecht et al., 1994) ou de Spi-1 (Hagemeier et al.,
1993), la chimeére contenant la protéine de pleine longueur en fusion avec le domaine de
liaison a 'ADN de GAL4 est incapable de transactiver mais l'activité de transcription
est restaurée par la délétion du domaine ETS. Le comportement en transactivation des
protéines Ets et 1'effet de la suppression du domaine ETS ne sont donc pas prévisibles
lorsque leur spécificité de fixation a I'ADN est reprogrammée par la fusion avec un
domaine hétérologue de liaison a 'ADN.

La littérature fournit de nombreux exemples de facteurs de transcription qui, lorsqu'ils
sont examinés sous forme de chimére avec le domaine de liaison a 'ADN GAL4,
transactivent faiblement et dont l'activité d'augmentation de la transcription est
restaurée par la délétion de leur domaine de liaison a 'ADN. C'est le cas de CRP2
(Williams et al., 1995), de SRF (Johansen et Prywes, 1993) ou de TEF-1 (Hwang et al.,
1993). L'explication la plus fréquemment évoquée pour justifier les perturbations
observées au niveau de la transactivation est la présence de deux domaines de liaison &
I'ADN qui sont fonctionnels : le domaine de liaison "naturel” de la protéine de fusion va
fixer des sites endogenes, diminuant ainsi la quantité de protéines de fusion qui se lient
aux sites présents en amont du geéne rapporteur et reconnus par le domaine de liaison
artificiellement introduit dans la chimeére. Cependant, puisqu'une mutation ponctuelle

inhibant la capacité de liaison a I'ADN ne permet pas d'abolir I'effet perturbateur du
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domaine ETS, cette hypothese n'est pas valable dans le cas de ERM,; la seule présence
du domaine de fixation a I'ADN, qu'il soit muté ou non, est suffisante pour exercer cet
effet. Il apparait donc que lorsqu'il n'est pas li€ a son site de reconnaissance, c'est-a-dire
en I'absence de la cible naturelle ou lorsqu'il est muté, le domaine ETS exerce un effet
inhibiteur sur la transactivation. Des résultats similaires ont été obtenus pour SRF :
lorsque la protéine de pleine longueur est fusionnée a GALA4, elle ne transactive pas et
l'activité d'augmentation de la transcription est restaurée non pas par des mutations dans
le domaine basique qui abolissent la fonction de liaison a I'ADN mais par une délétion
extensive dans le domaine de fixation a I'ADN (Johansen et Prywes, 1993; Hill et al.,
1994). Pour tous les facteurs de transcription qui, sous forme de protéine hybride avec
GALA4, réagissent comme ERM et SRF, on peut imaginer un mécanisme général selon
lequel le domaine de liaison & I'ADN, lorsqu'il n'est pas fixé sur son élément de réponse,
bloque la transition structurale contemporaine de la reconnaissance de la séquence cible
qui permet aux domaines transactivateurs d'exercer pleinement leurs fonctions
(Weintraub et al., 1991; Hill et al., 1994; Williams et al., 1995).

En résumé, il semble que la transactivation requiére deux conditions : l'interaction entre
le domaine transactivateur et le facteur potentiel qu'il reconnait d'une part, et
l'association entre le domaine de liaison a I'ADN et sa séquence cible d'autre part. Si
I'une de ces conditions n'est pas remplie, comme c'est le cas pour les chimeres GAL4
V ERM pourvues du domaine ETS, la construction ne transactivera pas : toute
perturbation du syst¢me qui modifie les interactions entre les trois partenaires abolit la

transactivation.

3.2. ERM comme facteur de transcription bipartite.

En quéte de domaines de transactivation au sein de la protéine ERM,
nous avons examiné l'effet de la délétion de zones recouvrant les régions les mieux
conservées. Celles-ci, susceptibles de porter une fonction importante, correspondent

aux 72 premiers acides aminés de ERM (région nommée o), contenant le domaine
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acide aD, trés conservé, et a la queue carboxy-terminale (nommée Ct). Les tests de
transfection en présence d'un vecteur rapporteur contenant des sites GAL4 ont permis
de montrer que, contrairement a Ct, o est indispensable 2 la transactivation par la
protéine de pleine longueur fusionnée a GAL4.

Des résultats préliminaires obtenus dans notre groupe infirmeraient a premiére vue ce
résultat. En effet, Jean-Luc Baert a montré que le clone ER81 isolé dans notre groupe,
dépourvu des 13 résidus carboxy-terminaux du domaine acide aD, exerce le méme
pouvoir transactivateur que la construction ETV1, clone "ER81" isolé par une autre
équipe (Jeon et al., 1995), qui contient la totalité du domaine acide (résultats non
publiés). Il existe plusieurs explications possibles : premiérement, cette disparité dans
les résultats obtenus peut relever de considérations techniques. Comme supposé dans le
cas de C/EBPp (Williams et al., 1995), des plasmides rapporteurs différents ont été
utilisés. Ils contiennent soit des sites GAL4 (notre étude) soit des sites ETS (travail de
Jean-Luc Baert) et, selon le systéme employé, la délétion d'une partie du domaine acide
aurait des conséquences variables. La localisation du domaine transactivateur de SPI-1
est une illustration de ce phénomene (point détaillé dans l'introduction). Deuxi€émement,
la part de l'effet transactivateur exercé par aD est attribuable a la région de aD ne
recouvrant pas les 13 derniers acides aminés et la délétion de cette région est sans
conséquence sur le pouvoir transactivateur de ERM. Troisi¢mement, la zone
responsable de la transactivation par o n'est pas le domaine acide aD mais la région
située en amino-terminal de celui-ci; une construction dépourvue des 13 résidus
carboxy-terminaux du domaine aD (telle ETV1) exercera le méme effet transactivateur
que ERM. Le fait que GAL4 aD ne transactive qu'a 10% (en RK13) ou 30% (en HeLa)
de la valeur observée pour GAL4 o corrobore cette hypothe¢se. Une construction
chimere recouvrant les 42 premiers acides aminés de o répondrait a cette interrogation.
Enfin il ne faut pas écarter I'éventualité que chaque fragment (aD ou les 42 premiers
acides aminés de ERM) peut étre doué d'activité transcriptionnelle mais que la fusion

avec GALA4 les place dans une conformation impropre a la transactivation.
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La construction sous forme de protéine hybride avec GAL4, d'une série de fragments
couvrant la totalit¢é de ERM nous a permis de révéler, outre o, un autre domaine
transactivateur : la queue carboxy-terminale (Ct). Signalons qu'en revanche la délétion
de cette région est sans effet dans le contexte de la protéine de pleine longueur en
fusion avec GAL4. En effet, GALL4 ERM-DbCt transactive a un niveau comparable a
celui de GAL4 ERM-Db. Ces deux résultats sont néanmoins conciliables si 1'on
imagine que dans le contexte de GAL4 ERM, Ct joue le r6le d'un domaine
transactivateur cryptique. L'interprétation du comportement de Ct lors d'études de
transactivation sur une séquence reconnue par ERM (et non sur une cible GAL4) avec
une construction ERM non fusionnée a GALA, est sujette a discussion. Il semble que la
délétion de Ct diminue 1'effet transactivateur observé de deux fois (Yvan de Launoit,
résultats non publiés). Ce résultat est a prendre en compte avec précaution puisqu'il est
impossible dans ce systeme de faire la part des choses entre la diminution de l'effet
transactivateur et I'augmentation de la fixation a 'ADN (rappelons que Ct constitue un
domaine inhibiteur de la liaison a I'ADN). La présence d'un domaine transactivateur
cryptique tel que Ct a déja été mis en évidence pour le produit de 1'épissage alternatif
p68 de c-Ets-1. En effet, la délétion du domaine BEC a peu de répercussions sur 1'effet
transactivateur exercé par p68 sur un plasmide rapporteur contenant des sites Ets de
type TORU ou HTLV-1 LTR. Cependant, deux éléments suggérent que le domaine
BEC joue un rdle important : premiérement, il est conservé dans au moins trois
membres de la famille Ets (p68 c-Ets-1, c-Ets-2 et Pnt). Deuxieémement, lorsque le
second domaine transactivateur de c-Ets-1 (RIII) est délété, la délétion du domaine
BEC, qui est partie intégrante du domaine transactivateur RI, abolit l'effet
transactivateur de RI (Albagli ez al., 1994).

Les capacités transactivatrices de Ct au sein du groupe PEA3 Font l'objet de
controverses. Il semble que chez PEA3 murin, un fragment de 164 résidus comprenant
le domaine ETS soit suffisant pour I'activation de la transcription et que cet effet soit en
particulier porté par la zone jouxtant la fin du domaine ETS, c'est-a-dire la région la

plus conservée de la queue carboxy-terminale (Desjardins et al., 1994). En opposition
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avec ces résultats, il a ét€ montré dans notre laboratoire, en utilisant le systéme GAL4,
que la queue carboxy-terminale de PEA3 murin était dépourvue de toute activité de
transcription (J-H Chen, communication personnelle). Ces données indiquent de
nouveau que les données obtenues différent selon le systeme utilisé et suggerent que la
position des domaines transactivateurs est variable d'un membre du groupe PEA3 2
l'autre. .

En dehors de a et Ct, aucune région de ERM ne semble douée de pouvoir
transactivateur. Ni  (acides aminés 73 a 142) ni y (acides aminés 143 a 198)
n'augmentent la transcription, cependant nous avons noté que le fragment o3y (acides
aminés 1 & 198) produisait un effet beaucoup plus important que o dans les cellules
HeLa. Plusieurs hypotheses peuvent étre émises. D'une part, ceci laisse suggérer que By
contient un domaine transactivateur cryptique qui se replie plus facilement dans les
cellules HeLa que dans les RK13, et que le découpage en différents fragments «, B, v
etc... I'a amputé d'une région essentielle. D'autre part, la région By pourrait jouer un réle
identique au domaine RII de c-Ets-1 qui, démuni de capacité de transactivation, est
néanmoins capable d'affecter positivement le domaine RI et négativement le domaine
RIII (Schneikert et al., 1992). Sans posséder de propriété transactivatrice, By modulerait
positivement le domaine o en recrutant une protéine exprimée dans les cellules HeLa et
absente dans les cellules RK13. Un tel cofacteur serait également produit dans les
cellules de rat FR3T3 pour lesquelles oy transactive aussi bien que o (résultats non
€xposés).

La présence au sein d'un méme facteur de transcription de plusieurs domaines
d'activation de la transcription est une propriété commune a de nombreux représentants
de la famille Ets. C'est le cas de c-Ets-1 (Albagli et al., 1994; Schneikert et al., 1992),
c-Ets-2 (Schneikert et al., 1992; Chumakov et al., 1993), Erg (Siddique et al., 1993) et
Fli-1 (Rao et al., 1993). Nous n'avons noté aucune identité de séquence d'un
quelconque de ces domaines avec o ni Ct. Cependant, aD avec 32% d'acides
aspartiques ou glutamiques est un domaine acide au méme titre que le domaine BEC de

c-Ets-1 (4 résidus sur 13). Ct contient 21% d'acides aminés hydrophobes, 13% de
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leucine et 10% de proline, alanine et sérine, on pourrait donc le qualifier de domaine a
caractere hydrophobe-acide.

Notre étude a montré que o et Ct constituent deux domaines indépendants et ne
correspondent pas a deux parties séparées d'un méme domaine transactivateur. Ils sont
capables d'agir en synergie, ce qui suggere qu'ils transactivent par des mécanismes
différents, en impliquant sans doute soit des cofacteurs différents, soit différentes
parties d'un méme cofacteur. D'autres arguments permettent de penser qu'c et Ct
n'interviennent pas de la méme maniere, en particulier le fait que le rapport des
pouvoirs de transactivation Ct/o. est variable selon le type cellulaire : il est de 37,5%
dans les cellules RK13, de 300% dans les cellules HelLa et de 75% dans les cellules

FR3T3 (résultat non exposé). Enfin, tandis que VP16 peut "squelcher” la transactivation

par GALA4 «,, il est sans effet sur la transactivation exercée par GAL4 Ct.

Ces expériences de "squelching" permettent de proposer que o et VP16 possédent un
cofacteur commun présent en quantité limitée. Cependant, on ne peut éliminer
I'hypothese selon laquelle o, Ct et VP16 posséderaient un cofacteur commun présent en
quantité non limitante. Dans ce cas, le domaine transactivateur de VP16, tout en
séquestrant le cofacteur commun, n'aurait aucun effet visible puisque ce cofacteur est
présent en quantité suffisante pour satisfaire les exigences de o, Ct et VP16. L'existence
d'un cofacteur commun a2 ERM et a VP16, alliée a l'identité de séquence que nous avons
révélée entre leurs domaines transactivateurs, suggere fortement que le domaine o de
ERM et VP16 augmentent la transactivation par des mécanismes similaires. Cette
hypothése semble renforcée par les récents résultats que nous avons obtenus : le
changement en proline du résidu équivalant a la phénylalanine 442 de VP16 (Fig. 47
abolit completement la transactivation par o. Puisque la mutation de la phénylalanine
442 de VP16 produit le méme effet, on peut supposer que l'acide aminé 47 de ERM et
le résidu 442 de VP16 jouent des rdles similaires.

Trés logiquement, on peut envisager que les cofacteurs de VP16 soient également ceux
de ERM. ADA2 semble étre le candidat de choix a ce poste pour plusieurs raisons.

D'abord c'est un coactivateur de VP16 (Berger et al., 1992; Silverman et al., 1994).
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Ensuite, ADA2, qui n'est pas un facteur essentiel a la croissance cellulaire, n'est sans
doute pas un facteur de la machinerie transcriptionnelle (Berger et al., 1992) et pourrait
donc constituer un cofacteur présent en quantité limitée.

VP16 s'associe également avec TFIIB (Lin et al., 1991), deux sous-unités de TFIID :
TBP (Stringer et al., 1990) et TAF[140 (Goodrich et al., 1993), TFIIH (Xiao et al.,
1994). Ces facteurs sont des candidats d'autant plus intéressants que certains membres
de la famille Ets se sont révélé interagir avec des protéines de la machinerie
transcriptionnelle de base. En effet des expériences de "pull-down" ont montré sans
ambiguité que SPI-1 était capable de s'associer directement avec TBP et que cette
interaction requérait une région située dans la partie la plus conservée de TBP (résidus
202 2 272) et les acides aminés 1-75 du domaine transactivateur de SPI-1 (Hagemeier et
al., 1993). De plus, GABP@, autre membre de la famille Ets, se lie 2 TBP sans qu'on ait
déterminé si l'association était directe (T. Yoganathan, communication personnelle).
Enfin, il a récemment été suggéré que PEA3 fixe TBP mais aussi I'ARN polymérase de
type II par l'intermédiaire de deux peptides identiques localisés aux extrémités du
domaine ETS (Desjardins et al., 1994). La mise en évidence d'une interaction entre
ERM et TFIIB, TFIID ou TAF[40 placerait alors ERM parmi les facteurs de
transcription qui, reconnaissant une séquence spécifique, interagissent avec le complexe
d'initiation de la transcription et facilitent son association pour l'augmentation de la

transcription d'un géne particulier (Roeder et al., 1991).
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CONCLUSION



Le but du présent travail a consisté en la caractérisation de la structure et de la
fonction du facteur de transcription ERM, et plus particulicrement son domaine de
liaison a I'ADN et ses domaines responsables de la transactivation. La définition des
caractéristiques structurales du domaine ETS s'est réalisée a 'aide d'une méthode qui,
bien que déja appliquée avec succes dans d'autres cas, est susceptible d'engendrer des
données éloignées de la "réalité biologique". En effet, la méthode de prédiction de
structure HCA s'est révélée défaillante au méme titre que les autres méthodes de
prédiction précédemment utilisées, et la structure du domaine ETS que nous avons
proposée ne correspond que partiellement & la structure obtenue trés récemment par
RMN. Notons au passage que ces données de RMN doivent étre considérées avec
précaution puisque la caractérisation du domaine ETS n'a été réalisée que sur un
fragment d'une centaine de résidus et ne prend donc pas en compte le contexte général
de la protéine. En effet, si I'ensemble des membres de la famille Ets possedent en
commun le domaine ETS, d'autres domaines spécifiques de chaque protéine peuvent
moduler la capacité de liaison a2 ' ADN de la protéine de pleine longueur et donc affecter
de maniere différentielle sa structure.

L'influence des mutations réalisées sur différents résidus du domaine ETS est
variable en fonction de la nature de 'acide aminé introduit et differe parfois du résultat
escompté, ce qui souligne, si besoin était, que les lois qui régissent les interactions
ADN-protéine sont multiparamétriques et que chaque acide aminé doit étre examiné en
fonction de son volume, de son hydrophobicité, de sa charge... A posteriori les effets
engendrés par ces mutations sont difficilement interprétables d'autant plus qu'ils sont
jugés par le biais d'une méthode indirecte : le gel-retard. Quoi qu'il en soit, les

mutations testées fournissent aux investigateurs travaillant sur ces facteurs de
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transcription des constructions d'intérét dépourvues d'activité de liaison a I'ADN. De
plus, toujours grace aux méthodes de gel-retard, nous sommes en mesure de suggérer
que dans nos conditions d'expérimentation la fonction de liaison a I'ADN du facteur de
transcription ERM est influencée par deux domaines inhibiteurs : le domaine ADID
(Amino-terminal DNA binding Inhibitory Domain, résidus 203 a 290) et la queue
carboxy-terminale (Ct). Ces résultats obtenus par des techniques in vitro sont indicatifs
mais n'ont pas la prétention d'étre le reflet exact de la "réalité biologique".

En revanche, la caractérisation d'un domaine de transactivation au sein d'un
facteur de transcription fait intervenir des méthodes qui se rapprochent plus de la
"réalité biologique". En effet, ces essais sont réalisés dans un systeme cellulaire
eucaryote produisant les différents intervenants de la machinerie basale de la
transcription ainsi que les potentiels cofacteurs de ERM. Nous avons pu mettre en
évidence la présence de deux domaines transactivateurs dans ERM : la partie amino-
terminale () dont la présence est requise pour la fonction de transactivation et le
domaine Ct qui, quoique non essentiel, joue un rdle significatif. En se basant sur
I'ensemble des résultats acquis, nous sommes en mesure de présenter un modele pour la
fixation a I'ADN et la transactivation par ERM (Fig. 53). L'inhibition de la liaison a
I'ADN exercée par le domaine ADID et par la queue carboxy-terminale est levée en
réponse a un signal extracellulaire, sans doute par modification post-traductionnelle de
ERM ou d'une protéine qui lui est associée (Fig. 53 A). Lorsque ERM est li€ a son site
de reconnaissance sur le promoteur du gene cible, la conformation qu'il a adoptée est
propice a la transactivation et au recrutement des cofacteurs nécessaires a
I'augmentation de la transcription par ERM (Fig. 53 B). o et Ct agissent en synergie et
le (ou les) cofacteur(s) requis pour la transactivation peut (peuvent) étre identique(s) a

celui potentiellement nécessaire a l'inhibition de la liaison a ' ADN.
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site reconnu par ERM

Changement conformationnel
de ERM par
interaction avec un cofacteur
ou
modification post-traductionnelle

I——P TRANSCRIPTION P TRANSCRIPTION

Site reconnu par ERM site reconnu par ERM

Figure 53 : Fonctionnement du facteur de transcription ERM : hypothése.

Certains points de ce schéma sont pure spéculation. Plus précisément, aucune
interaction, directe ou par l'intermédiaire d'une protéine annexe, n'a été mise en
évidence entre o et Ct et nos résultats préliminaires ne permettent pas de trancher sur ce
point. Quoique les cofacteurs de VP16 semblent des candidats potentiels, il nous faudra
définir les protéines susceptibles d'interagir avec ERM. Cette démarche est déja
entreprise dans notre équipe par Pierre-Antoine Defossez et elle nous fournira de
précieux renseignements sur l'implication de ERM dans le mécanisme de la
transactivation. En effet la formation d'un complexe multiprotéique peut avoir des
conséquences sur la stabilité des interactions ADN-protéine ainsi que sur la spécificité
des protéines engagées dans un tel assemblage. La sélection d'une protéine donnée au
sein d'une famille de facteurs de transcription qui reconnaissent des sites de fixation
proches peut étre augmentée par des contacts protéine-protéine multiples et par la nature

coopérative de 1'assemblage d'un complexe multiprotéique li€ a2 ' ADN.
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Il apparait cependant que notre hypothese reste un modele qui a le mérite d'étre proposé
et par conséquent de faire 1'objet de critiques et d'études complémentaires qui le
confirmeront ou l'infirmeront. Pour ce faire, d'autres techniques d'investigation, si
possible plus proches de la "réalité biologique" seront utilisées. Les récentes
découvertes mettant en avant le role fonctionnel similaire de facteurs de transcription
chez les vertébrés et de leurs homologues chez la Drosophile voire chez le nématode
Caenorhabditis elegans encouragent la communauté scientifique des
"transcriptionnologistes” a utiliser ces modeles moins complexes et surtout mieux
définis génétiquement. C'est dans cette optique que j'ai choisi de travailler au cours de
mon stage post-doctoral sur l'implication du facteur de transcription CREB dans le

signal de transduction de Hedgehog chez la drosophile.
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