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adénosine 3’, 5’-monophosphate

protéine activatrice 1 (peut désigner un complexe Fos / Jun ou son site

de fixation sur I’ADN)
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récepteur des androgenes

ARN messager

facteur de croissance basique des fibroblastes
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kinase du domaine N-terminal de Jun
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semblable au consensus reconnu par un facteur de transcription
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extrait de membrane basale d’un sarcome de Engelbreth-Holm-Swarm,

constituant un milieu semi-solide utilisé en culture cellulaire

MAP ou ERK kinase
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un nucléotide G, A, Tou C
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Notes

1. Afin de faciliter la consultation du mémoire, des termes sont indiqués en gras
tout au long du texte. Cette disposition permet I’identification rapide des acteurs biologiques et

des processus impliqués dans les résultats présentés.

2. Leterme anglais « like », qui signifie semblable, a été utilisé pour désigner de
maniére concise un site semblable, mais pas identique, a un site consensus permettant la
liaison d’un facteur de transcription a ’ADN avec une affinit€¢ optimale. Par exemple,
TGACACA est un site AP-1 like, c’est-a-dire un site semblable au consensus TGA(G/C)TCA
reconnu par les facteurs de la famille AP-1. La distinction entre site consensus et site « like »
est biologiquement significative au niveau transcriptionnel. D’une maniére schématique, un
facteur de transcription peut lier seul d’'une mani€re stable un site consensus. Au contraire, la
stabilisation du complexe formé par un facteur sur un site « like » de faible affinité nécessitera
une interaction physique avec un deuxiéme facteur, reconnaissant un autre site dans un méme
promoteur. Cette combinatoire favorise le recrutement des facteurs de transcription sur ’ADN
et contribue a la spécificité de la régulation des genes cibles.

La notation « like » est particulierement pratique quand il s’agit de désigner une
paire de sites voisins dont 'un n’est pas un site consensus. La notation « paire
EBS-AP-1 like » désigne ainsi la « paire d’un site EBS et d’un site semblable a AP-1 ».
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Le stage permettant cette candidature au doctorat a débuté en septembre 1993 et est dirigé
par le Professeur Dominique STEHELIN, directeur de 1’Unité des Mécanismes du
Développement et de la Cancérisation, UMR 319 du CNRS. J’ai rejoint le groupe du Docteur
Giovanna BUTTICE dont le théme de recherche est la régulation transcriptionnelle des
métalloprotéases de la matrice par les oncogénes. Elisabeth FERREIRA, Assistant Ingénieur
CNRS, nous a rejoint en 1994. J’ai bénéficié d’une allocation du Ministére de I’Enseignement
Supérieur et de la Recherche (1993-96) et d’une allocation de I’ Association pour la Recherche
sur le Cancer (1996-97).

Présentation du mémoire

Le mémoire comporte une introduction détaillée sur la famille des métalloprotéases de la
matrice (MMPs) et leurs inhibiteurs (TIMPs), sur leur biochimie, leur expression dans le
développement, la réparation des blessures, I’invasion tumorale, ’angiogenése tumorale, la
formation des métastases, ainsi que sur leur régulation transcriptionnelle. Les familles de
facteurs de transcription Fos-Jun (AP-1) et Ets sont également présentées. Ce sont des
oncoprotéines impliquées dans la régulation de nombreux geénes, en particulier de plusieurs
MMPs et de TIMP-1, un inhibiteur des MMPs. Ces facteurs de transcription réalisent des
interactions protéiques entre eux et avec plusieurs autres familles, ce qui contribue a la
complexité et a la spécificité de la régulation de leurs genes cibles.

Nos résultats expérimentaux sont présentés sous la forme de deux articles. Nous
montrons que les promoteurs de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 sont régulés
différemment par Ets2, Erg et c-Fos / c-Jun. La spécificité de cette régulation met en jeu des
interactions physiques de Ets2 et Erg avec c-Fos /c-Jun et de Ets2 avec Erg. Alors que le
mémoire est en cours de rédaction, le premier article est publié et le deuxieéme est soumis a The
Journal of Biological Chemistry. Les discussions proposées dans les articles sont résumées en
francais dans le mémoire. Les articles sont suivis de quelques résultats complémentaires. La
discussion qui termine le mémoire s’intéresse plus particulierement a I’implication des
coactivateurs CBP et p300 dans la régulation de la transcription par les facteurs Fos-Jun et Ets.
Ces facteurs pourraient jouer un role clé dans la spécificité de 1a régulation de la collagénase-1 et

de la stromélysine-1 par Ets2 et Erg.
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Résumé

La collagénase-1 et la stromélysine-1 sont des métalloprotéases de la matrice (MMPs)
qui dégradent différents composants de la membrane basale et de la matrice extracellulaire. Les
MMPs jouent un rdle critique dans le développement des cancers, dans l'invasion tumorale,
I’angiogenese et la formation des métastases. Les familles de facteurs de transcription Fos-Jun
et Ets sont constituées d’oncoprotéines impliquées dans la génération de plusieurs cancers. Dans
notre étude expérimentale, nous nous sommes intéressés a la régulation de la stromélysine-1 et
de la collagénase-1 par des membres spécifiques de ces familles.

c-Fos et c-Jun forment un dimere qui lie le site AP-1 et qui induit les promoteurs de
plusieurs MMPs. L’induction via AP-1 est le mécanisme transcriptionnel majeur de 1’expression
de la collagénase-1 et de la stromélysine-1. Toutefois, AP-1 n’agit pas seul. Les facteurs de la
famille Ets lient des sites EBS et cooperent avec les facteurs AP-1 pour I'induction de la
transcription. Nous montrons que Erg (« geéne se rapprochant de ets ») est recruté sur un site
EBS (-89) de la collagénase-1 par le dimere c-Fos / c-Jun lié au site AP-1 voisin (-72). Au
contraire, Erg n’induit pas le promoteur de la stromélysine-1 et il inhibe 1’expression induite par
Ets2 via un tandem inversé de sites EBS (-216, -208) distant du site AP-1 (-70).

Afin de comprendre au niveau moléculaire les mécanismes régulateurs de la
transcription de la collagénase-1 et de la stromélysine-1, nous avons étudié les interactions
protéiques directes entre ces facteurs de transcription. Nous utilisons la technique de retard sur
gel, un systeéme de double-hybride en levure et un systtme d'interaction in vifro utilisant la
protéine Ets2 fusionnée a la glutathion S-transférase (GST) et des produits c-Fos, c-Jun, Etsl,
Ets2 et Erg traduits in vitro. Nous montrons que Erg et le complexe c-Fos / c-Jun lient la
protéine de fusion GST-Ets2. L’utilisation de protéines GST-Ets2 tronquées indique que Erg lie
a la fois la région transactivatrice N-terminale de Ets2 et la région C-terminale liant ' ADN. Le
complexe c-Fos / c-Jun ne lie que la région C-terminale de Ets2. De plus, l'interaction entre
c-Fos / c-Jun et Ets2 est favorisée par un fragment présentant les deux sites EBS du promoteur
de la stromélysine-1. Ces données suggerent que des interactions protéiques entre des facteurs
de transcription peuvent moduler différemment 1’expression de genes ayant des motifs
semblables, mais organisés différemment, comme dans le cas de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1.

Mots clés

Métalloprotéases de la matrice, régulation de la transcription, oncogenes, famille AP-1

(c-Fos, c-Jun), famille Ets (Ets2, Erg), interactions protéiques directes.
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Abstract

Collagenase-1 and stromelysin-1 are matrix metalloproteinases (MMPs) that degrade
several components of basal membranes and extracellular matrix. MMPs are critically involved
during cancer progression, in tumor invasion, angiogenesis and metastasis. Fos-Jun and Ets
transcription factors are oncoproteins families expressed in several cancers. Our experimental
work focuses on collagenase-1 and stromelysin-1 regulation by specific members of these
families.

c-Fos and c-Jun are components of a dimer that binds the AP-1 site and induces
several MMPs promoters. Induction via AP-1 factors is the major transcriptional mechanism
regulating collagenase-1 and stromelysin-1. However, this mechanism do not involve AP-1
only. Ets factors bind to EBS sites and cooperate with AP-1 factors to induce transcription. We
show that Erg (ets related gene) is recruited to a collagenase-1 EBS site (-89) by the
c-Fos / c-Jun dimer bound to the adjacent AP-1 site (-72). On the contrary, Erg does not
induce stromelysin-1 and inhibits the expression induced by Ets2 via an inverted EBS repeat
(-216, -208) distant from the AP-1 site (-70).

To understand in molecular detail the mechanisms regulating collagenase-1 and
stromelysin-1 transcription, we have investigated the direct protein interactions between these
transcription factors. We use an eletrophoretic mobility shift assay, a double hybrid system in
yeast and an in vitro protein interaction assay (pull down) with Ets2 protein fused to the
glutathione S-transferase (GST) and Fos, Jun, Etsl, Ets2 and Erg in vitro translated. We
demonstrate that Erg and c-Fos/c-Jun bind to the GST-Ets2 fusion protein. GST-Ets2
deletants show that Erg binds both the N-terminal transactivation region and the C-terminal
DNA binding region of Ets2, while c-Fos/c-Jun binds only to the C-terminal region.
Moreover, the interaction between c-Fos / c-Jun and Ets2 is enhanced by two EBS sites from
the stromelysin-1 promoter. These results suggest that direct protein interactions between
transcription factors may differentially regulate the expression of genes with similar elements
but differently organised, as for collagenase-1 and stromelysin-1.

Keywords

Matrix metalloproteinases, transcription regulation, oncogenes, AP-1 family (c-Fos,

c-Jun), Ets family (Ets2, Erg), direct protein interactions.
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1. Les métalloprotéases de la matrice.

1.1. Présentation.

Les métalloprotéases de la matrice (MMPs) constituent une famille d’enzymes
extracellulaires capables de dégrader les composants des membranes basales et de la matrice
extracellulaire des tissus conjonctifs. Elles sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques normaux ou pathologiques, ce qui motive 'étude de la régulation de leur
expression. Les MMPs sont impliquées dans le cycle menstruel (§ 1.9.2.3.6), dans
I’'implantation du blastocyste et dans le développement embryonnaire (§ 1.5), dans divers
processus inflammatoires, dans I’artériosclérose (prolifération des cellules musculaires d’un
vaisseau apres dégradation de la membrane basale) (Newby, et al., 1994), dans la réparation
des blessures (§ 1.6), dans 1’arthrite (Meikle, et al., 1995, Ishiguro, et al., 1996, Kikuchi, et
al., 1996), dans la périodontite (Ryan, et al., 1996) et dans le cancer (invasion tumorale,
angiogenese, métastases) (§ 1.7 et 1.8).

Les métalloprotéases de la matrice sont régulées au niveau transcriptionnel (expression
des geénes codant pour les pro-enzymes, stabilisation des ARNm), ainsi qu’au niveau
post-traductionnel (activation des pro-enzymes par clivage protéolytique, inhibition des
enzymes). Leur activité est contrdlée par les tissu-inhibiteurs des métalloprotéases
(TIMPs). Dans plusieurs cas, ’expression des MMPs et des TIMPs est régulée simultanément
par les mémes agents. L’activité protéolytique extracellulaire est une fonction complexe du
niveau d’expression des protéases extracellulaires et de leurs inhibiteurs. Nous nous
intéresserons plus particuliérement aux facteurs de transcription des familles Ets et AP-1 qui
sont les principaux facteurs de transcription impliqués dans I’induction de plusieurs MMPs et
TIMPs.

Le plasminogene (précurseur de la plasmine), ses activateurs (uPA et tPA), le récepteur
de 'uPA (uPA-R), les inhibiteurs des activateurs (PAIls) et les inhibiteurs de la plasmine
(o2-antiplasmine et o2-macroglobuline) constituent un systtme d’activité sérine protéase
extracellulaire (Plow, et al., 1995). Le systéme du plasminogéne a une importance comparable
au systtme MMPs / TIMPs dans la régulation de I’adhérence cellulaire, de la migration, de
I’'invasion et de la formation des métastases (Conese et Blasi, 1995).

Physiologiquement, les protéases dégradant la matrice extracellulaire (MEC) agissent
ensemble selon une cascade d’événements protéolytiques conduisant a la manifestation
d’activités protéolytiques a large spectre. Par exemple, la plasmine et I'uPA controlent
directement I’activation de plusieurs MMPs (§ 1.3.2.3). Les systemes du plasminogene et des
MMPs peuvent coopérer dans la progression tumorale (DeClerck et Laug, 1996).

Notre étude expérimentale concerne la régulation différentielle de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1 par des facteurs de transcription qui interagissent physiquement entre eux :
Ets-2, Erg (famille Ets), c-Fos et c-Jun (famille AP-1).
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1.2. La classification des métalloprotéases.

1.2.1. Les métalloprotéases a zinc.

Les métalloprotéases de la matrice constituent une famille de métalloprotéases a zinc.
D’une maniere générale, les métalloprotéases a zinc sont classées en fonction de leur site de
liaison du zinc (Jiang et Bond, 1992). Ce site comporte deux résidus histidine (H), mais les
autres résidus sont variables. On distingue les gluzincines, définies par le motif HExxH....E
avec un autre acide glutamique (E) pour troisitme ligand du zinc (x: un acide aminé
indéterminé), les metzincines, définies par le motif HExxH....H, avec une histidine pour
troisieme ligand, les inverzincines, enzymes dégradant 1’insuline, définies par le motif
HxxEH, les carboxypeptidases, définies par le motif HxxE, et Iles
DD-carboxypeptidases, définies par le motif HxH (Hooper, 1994).

1.2.2. La super-famille des metzincines.

Plus précisément, le site catalytique des metzincines présente un domaine conservé
HExxHxxGxxH (G : glycine). Cette famille regroupe ainsi les astacines (des protéases de
I'intestin et du rein et des protéines morphogénétiques), les serralysines (bactériennes), les
reprolysines (des métalloprotéases de venin de serpent et des protéases de mammifére
impliquées dans la reproduction) (Bjarnason et Fox, 1995, Fox et Bjarnason, 1995) et les
matrixines ou métalloprotéases de la matrice. Les domaines catalytiques des
metzincines présentent une faible homologie de séquence, mais ont des topologies similaires qui
ont motivé leur regroupement dans une super-famille. Elles partagent en particulier un résidu
méthionine proche du site de liaison du zinc (Stocker et Bode, 1995).

Une autre famille dont certains membres sont des métalloprotéases a été caractérisée chez
les mammiféres. Il s’agit de la famille ADAMs (« A Disintegrin And Metalloprotease
domain ») définie par la présence d’'un domaine métalloprotéase et d’un domaine désintégrine
(Wolfsberg, et al., 1995). Les désintégrines sont des protéines de venin de serpent de faible
poids qui se lient aux intégrines et inhibent les interactions cellules / matrice et ’agrégation des
plaquettes sanguines (Williams, 1992). Les ADAMs 1, 8, 9 et 10 présentent un site conservé
de liaison du zinc HEXGHNxGxxH, conforme au domaine consensus des metzincines et
particulierement semblable a celui des reprolysines.

ADAM 10 est connue comme une métalloprotéase fonctionnelle. Au contraire, les
ADAMs 2, 7 et 11 n’ont probablement pas d’activité protéolytique car leur domaine de type
métalloprotéase ne contient pas la séquence HExxH. MDC (« protéine de type Métalloprotéase
et Désintégrine riche en Cystéine », ADAM 11) est un suppresseur de tumeur potentiel du
locus BRCA1. Ce géne est inactivé dans deux tumeurs indépendantes du sein (Emi, et al.,
1993). Le dimere fertilinesa/p (ADAMs1 et2) est nécessaire a la fusion

spermatozoide-ovule. Il n’est pas établi si toutes les ADAMs sont des molécules d’adhésion
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fonctionnelles. Par leurs fonctions protéolytiques, adhésives ou fusogéniques, les ADAMs

pourraient étre impliquées dans de nombreux processus physiologiques ou pathologiques.

1.3. Les métalloprotéases de la matrice (MMPs).
1.3.1. La famille des MMPs.

1.3.1.1. Caractéristiques générales de la famille.

La famille des MMPs (Matrisian, 1990, Woessner, 1991) regroupe des enzymes ayant
les caractéristiques suivantes :

e Elles dégradent au moins un composant de la matrice extracellulaire (§ 1.3.3).
o Elles présentent des domaines fonctionnels conservés (figure 1).

e Elles fixent un ion zinc par un domaine conservé de séquence HExGHxLGLxH
(Takino, et al., 1995).

e Ce sont des pro-enzymes activées par clivage protéolytique. Elles sont sécrétées ou
membranaires (§ 1.3.1.3).

e Elles sont inhibées par des inhibiteurs spécifiques, les tissu-inhibiteurs des
métalloprotéases (TIMPs) (§ 1.4.2).

On dénombre aujourd’hui 17 métalloprotéases de la matrice caractérisées (table 1,
page 26). Le premier membre identifié de la famille des MMPs, la collagénase interstitielle ou
collagénase-1 (MMP-1), a été€ découvert en 1962 dans le cadre d’une étude sur la résorption de
la queue des tétards en métamorphose (Gross et Lapiere, 1962). Un syst¢tme de nomenclature
sous les appellations MMP-1, MMP-2, ... a été proposé (Okada, et al., 1986). MMP-4
(Nakano et Scott, 1987) et MMP-6 (Azzo et Woessner, 1986) n’ont été décrites que dans un
seul laboratoire et leurs séquences ne sont pas disponibles. MMP-5 est identique a MMP-2.
Deux nouvelles MMPs, appelées MMPs 18 (Cossins, et al., 1996) et 19 (Pendas, et al.,
1997), sont partiellement caractérisées. La MMP-19 pourrait définir un nouveau groupe de
MMPs. La collagénase-4, isolée chez le xénope, a été simultanément dénommée MMP-18
(Stolow, et al., 1996).

Les MMPs sont parfois classées par groupes en fonction de leurs domaines fonctionnels
(table 1, page 26) ou de leurs substrats. Ces deux criteres de classification sont en partie
redondants et en partie complémentaires. La spécificité de substrat permet de distinguer, au sein
du groupe des MMPs a domaine hémopéxine, un sous-groupe stromélysines et un sous-groupe
collagénases-métalloélastase.
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1.3.1.2. La structure des MMPs.
La gélatinase B (MMP-9) est le plus grand membre de la famille des MMPs. Elle

présente 9 domaines fonctionnels (figure 1). Le peptide signal dirige la sécrétion de la
pro-enzyme. Le pro-peptide est perdu lors de I’activation de I’enzyme. Le domaine catalytique
est séparé du domaine liant le zinc par un domaine de type collagene V de fonction inconnue et
par un domaine de type fibronectine qui interviendrait dans la reconnaissance des substrats,
homologue du domaine de la fibronectine liant le collagéne. Le domaine C-terminal de type
hémopéxine lie spécifiquement la fibronectine et I’héparine en présence d’ions calcium (Wallon
et Overall, 1997) et contribuerait également & la spécificité de substrat. Des insertions
spécifiques sont observées chez les métalloprotéases membranaires (MT-MMPs) : les domaines
IS-1 (11 résidus), IS-2 (8 résidus insérés dans le domaine catalytique) et 1S-3 (74 résidus qui
contiennent le domaine trans-membranaire de 24 acides aminés hydrophobes). La
stromélysine-3 (MMP-11) présente aussi une insertion de 10 résidus semblable a IS-1 (Takino,

et al., 1995). Le domaine IS-1 est impliqué dans le mécanisme original d’activation de ces
MMPs (§ 1.3.2.7).

matrilysine  (MMP-7) - XSS

collagénase-1 (MMP-1)

e . bt & ’T‘T‘T“"’T‘q ;
stromélysine-1 (MMP-3) ﬁ@ﬁﬁ!&&&

gélatinase A (MMP-2)

sig.

gélatinase B (MMP-9) E\\\\ n\:: e collzinc
AN kS S A S A e o =

MT-MMP-1 (MMP-14)

Figure 1. Domaines fonctionnels de six membres représentatifs de la famille des
métalloprotéases de la matrice. :

Sig. : peptide signal ; pro: pro-peptide; catalyse: domaine catalytique ; coll. :
domaine collagéne V ; zinc : domaine de liaison de I’'ion zinc; IS-1, 2 et 3 : insertions
spécifiques dans les MT-MMPs. Les différents domaines sont décrits dans les publications
(Matrisian, 1990, Woessner, 1991, Takino, et al., 1995).
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1.3.1.3. La localisation des MMPs.

La majorité des MMPs sont sécrétées. Dans la plupart des types cellulaires, les MMPs
ne sont pas stockées, a I’exception des neutrophiles et des macrophages. Par exemple, la
gélatinase A (MMP-2) est exprimée dans la lignée des granulocytes (neutrophiles,
monocytes-macrophages) et est localisée chez les neutrophiles dans les granules secondaires qui
sont un marqueur de différenciation myéloide terminale (Graubert, et al., 1993). Les
métalloprotéases sécrétées sont toujours des pro-enzymes inactives, sauf dans le cas de la
stromélysine-3 (MMP-11) qui subit un clivage activateur pendant sa maturation intracellulaire
(§ 1.3.2.7). La pro-gélatinase A (sécrétée) et la gélatinase A ont été détectées immobilisées
sur la MEC (Keski, et al., 1992). Le domaine fibronectine des gélatinases pourrait
directement expliquer leur liaison au collagéne. Des études in vivo par immunohistochimie
montrent que la collagénase-1 est détectée au niveau des fibres de collagene (Hembry, et al.,
1986). La stromélysine-1 activée, la pro-stromélysine-1, la collagénase-1 activée, mais pas la
pro-collagénase-1 lient des fibres de collageéne in vitro (Allan, et al., 1991).

Quatre MMPs membranaires (MMPs 14 a 17) ont été découvertes récemment :
MT-MMP-1 (Sato, et al., 1994), MT-MMP-2 (Takino, et al., 1995), MT-MMP-3 (Will et
Hinzmann, 1995, Shofuda, et al., 1997) et MT-MMP-4 (Puente, et al., 1996). Une étude a
également rapporté un cas de sécrétion de la MT-MMP-1 dans le milieu d’une culture de
cellules MDA-MB-231 (lignée de cancer du sein) (§ 1.4.4.2). Par ailleurs, des ADNc codant la
MT-MMP-3 et une protéine variante sans domaine transmembranaire ont été isolés a partir d’une
banque de cellules SMC (cellules de muscle lisse de rat) (Shofuda, et al., 1997).

1.3.2. L’activation des pro-MMPs.

1.3.2.1. Le mécanisme d’activation de la plupart des MMPs.

Un modele de « commutateur cystéine » a été proposé pour P’activation des
pro-MMPs. Un résidu cystéine conservé dans le pro-peptide est le quatrieme ligand de 1’ion
zinc (figure 2). L’activité enzymatique serait obtenue apres la liaison d’une molécule d’eau a
I’ion zinc, a la place de la cystéine. De nombreux agents chimiques modifiant la conformation
du pro-peptide ou réagissant avec la cystéine peuvent supprimer le contact cystéine-zinc et
activer la pro-enzyme. La pro-enzyme activée est ensuite auto-clivée selon un mécanisme intra
ou inter-moléculaire qui élimine le pro-peptide (Springman, et al., 1990). Une étude récente
confirme que le clivage correct du pro-peptide de la stromélysine-1 est nécessaire a I’ obtention
de T’activité compléte. De plus, le clivage est également déterminant pour la spécificité de
I’activité catalytique (Benbow, et al., 1996).

In vivo, Pactivation procéderait par un premier clivage sans €limination de la cystéine
(par exemple par la plasmine, § 1.3.2.3.1), suivi d’un auto-clivage conduisant a la forme active

permanente.
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Figure 2. Un modele d’activation pour la plupart des métalloprotéases de la matrice.

L’activation peut étre induite par des agents supprimant I’interaction cystéine-zinc ou par
un clivage protéolytique. Un auto-clivage conduit ensuite 2 la forme active permanente
(Springman, et al., 1990, Woessner, 1991). GO : glutathion oxydé; HCIO : acide
hypochloreux ; SDS : dodécyl sulphonate de sodium ; APMA : 4-aminophénylmercurique
acétate.

1.3.2.2. Activation par des MMPs.

Des processus d’activation de MMPs par plusieurs enzymes spécifiques sont connus. En
premier lieu, il est remarquable que plusieurs MMPs puissent activer une ou plusieurs autres
MMPs (figure 3). Ces observations ont été réalisées in vitro, c’est-a-dire en culture cellulaire
ou dans des systémes biochimiques acellulaires (Cao, et al., 1995). La signification
physiologique des réactions d’activation par des MMPs n’a le plus souvent pas été¢ déterminé.
L’activation de la collagénase-1 par la stromélysine-1 a été documentée en culture cellulaire
(Ishibashi, et al., 1987, Brinckerhoff, et al., 1990, Unemori, et al., 1991). L’activation de la
gélatinase A par la MT-MMP-1 semble particulierement significative, en culture cellulaire et
in vivo dans plusieurs contextes physiologiques (§ 1.4.4.2, § 1.5.3, §1.6.3, § 1.7.2.4,
§1.7.3.3, §1.7.5.2, § 1.8.2.1, §1.9.2.2.2).
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L’un des mécanismes d’activation de la gélatinase A procéde en deux étapes. La
pro-gélatinase A (72 kDa) est clivée par la MT-MMP-1 en une forme intermédiaire (64 kDa)
qui est ensuite clivée en la forme mature (62 kDa). Cette deuxieme étape est inhibée par des
inhibiteurs de la plasmine et par des anticorps anti-uPA, ce qui révele une implication du
systeme du plasminogene (Baramova, et al., 1997).

3 /’

Gélatinase A ————e—p-
MMP-2

Gélatinase B
MMP-9

Collagénase-3

Matrilysine
MMP-13

Collagénase-1

Stromélysine-2

Stromélysine-1
MMP-10

Col. des neutrophiles

Figure 3. Représentation schématique des activations de MMPs par d’autres MMPs.

La stromélysine-1 active par clivage la collagénase -1 en sa forme la plus active (Suzuki,
et al., 1990). La stromélysine-1 active également la gélatinase B (Ogata, et al., 1992) et la
collagénase des neutrophiles (Knauper, et al., 1996b), activée aussi par la stromélysine-2
(Knauper, et al., 1996a). La collagénase-1 est également activée par la stromélysine-2 et par la
matrilysine (Woessner, 1991). La gélatinase A est activée par la collagénase-1 (Crabbe, et al.,
1994a), par les MT-MMPs 1, 2 et 3 (Kinoshita, et al., 1996, Sato, et al., 1996b, Will, et al.,
1996, Kolkenbrock, et al., 1997, Shofuda, et al., 1997) et par la matrilysine (Crabbe, et al.,
1994b). La gélatinase B est activée aussi par la gélatinase A (Fridman, et al., 1995) et la

matrilysine (Imai, et al., 1995). La collagénase-3 est activée par la MT-MMP-1 et la
gélatinase A (Knauper, et al., 1996c¢).
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1.3.2.3. Activation par le systéeme du plasminogene.

1.3.2.3.1. Activation par la plasmine.

Certaines MMPs sont activées par la plasmine, in vitro ou en culture cellulaire (Murphy,
et al., 1992a) (figure 4). Des fibroblastes peuvent induire I’activation de pro-collagénase-1 et de
pro-stromélysine-1 ajoutées dans le milieu de culture. L’activation de la stromélysine-1 est
inductible par la plasmine ou par I’'uPA (protéase capable de convertir le plasminogéne en
plasmine). La pro-collagénase-1 est clivée par la plasmine en une forme peu active. L’ajout
d’une faible quantité de pro-stromélysine-1 conduit a I’obtention d’une collagénase-1 pleinement
active, grace a un clivage par la stromélysine-1 (Murphy, et al., 1992b). La coculture de
fibroblastes exprimant la pro-collagénase-1 et la pro-stromélysine-1 et de kératinocytes
exprimant I’uPA conduit a I’activation des deux MMPs (HE, et al., 1989).

La gélatinase B, mais pas la gélatinase A, peut &tre activée par la plasmine.
L’activation de la gélatinase B peut également étre obtenue par la stromélysine-1, sans synergie
avec la plasmine (Murphy, et al., 1992a). Cette observation suggere que l’activation de la
gélatinase B par la plasmine n’est pas médiée par la stromélysine-1.

La plasmine est également un activateur de la MT-MMP-1 (§ 1.3.2.7) et de la
métalloélastase (MMP-12, élastase des macrophages) (Chapman et Stone, 1984).

1.3.2.3.2. Activation par 'uPA.

La gélatinase A peut &tre directement activée par 'uPA. Dans une culture de
fibroblastes et en présence d’uPA, la pro-gélatinase A sécrétée (72 kDa) est clivée en la forme
active de 62 kDa. Ce clivage est inhibé par des anticorps dirigés contre I’uPA, mais pas par
I’aprotinine, un inhibiteur de la plasmine. Au contraire, le tPA, un autre activateur du
plasminogene, n’induit pas le clivage. Ces résultats montrent que 1’activation de la gélatinase A
induite par I'uPA n’est pas médiée par la plasmine (Keski, et al., 1992). De plus, nous avons
vu que la plasmine seule n’active pas la gélatinase A (§ 1.3.2.3.1), bien qu’elle puisse étre
impliquée dans la deuxiéme étape d’une activation de la gélatinase A initiée par la MT-MMP-1
(§ 1.3.2.2).

1.3.2.3.3. Conclusion

Des éléments spécifiques du systéme du plasminogene, 1’uPA et la plasmine, contribuent
par des mécanismes différents a la régulation de la composition de la MEC via Iactivation de
MMPs spécifiques.
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Figure 4. L’activation en cascade de différentes familles de protéases conduit a la
dégradation de la matrice extracellulaire.

Les pro-enzymes sont indiquées en italique, les enzymes activées en typographie
standard, les réactions d’activation par des fleches continues et les catalyses enzymatiques
(clivage de pro-peptide ou de composants de la MEC) en pointillé. La plasmine, I'uPA
(§ 1.3.2.3) et les chymases de mastocytes (§ 1.3.2.5) sont des sérine protéases. La
cathepsine B (§ 1.3.2.4) est une cystéine protéase. Les inhibiteurs des MMPs (TIMPs), des
PAs (PAIs) et de la plasmine (c2-antiplasmine et o2-macroglobuline) apportent des
contributions spécifiques complexes non représentées. Le schéma est adapté de deux figures
publiées (Murphy, et al., 1992a, Mignatti et Rifkin, 1993), complétées par des résultats
présentés dans ce mémoire et dans la publication (Dalet-Fumeron, et al., 1993).

1.3.2.4. Activation par la cathepsine B.

La cathepsine B appartient a une famille de cystéine protéases lysosomales. Elle peut
également étre trouvée a l’extérieur des cellules. La cathepsine B induit I’activation de la
stromélysine-1 par clivage, dans une culture de fibroblastes (Murphy, et al., 1992b). Elle
induit également I’activation de la collagénase-1 (Eeckhout et Vaes, 1977).
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La cathepsine B est par ailleurs capable de dégrader le collagene 1V, la fibronectine
et la laminine (Buck, et al., 1992, Guinec, et al., 1993). Ces deux propriétés, activation de
MMPs et dégradation de composants de la MEC, trouvent leur signification physiologique
in vivo dans certains cancers. L’expression et 1'activité de la cathepsine B est corrélée a la
progression tumorale dans plusieurs cancers (Keppler et Sloane, 1996). Dans le cancer du
colon, la cathepsine B est un marqueur de différenciation qui distingue adénomes et
adénocarcinomes (Satoh, et al., 1996). Elle est exprimée aux sites d’invasion tumorale
(Emmert-Buck, et al., 1994). L’expression de la cathepsine B dans une tumeur est parfois un
facteur pronostique corrélé a la formation de métastases, en particulier dans le cancer du sein
(Budihna, et al., 1995), du col de I'utérus (Makarewicz et Drewa, 1996) ou de 1’estomac
(Herszenyi, et al., 1995).

1.3.2.5. Activation par des protéases de mastocytes.

Des protéases de mastocytes peuvent également activer des MMPs. Des mastocytes ont
été observés dans des zones de dégradation des tissus conjonctifs, tout particulierement a des
sites d’invasion tumorale ou d’érosion du cartilage dans Iarthrite. Les tryptases et les
chymases, les principales protéases de ces cellules, ont peu d’activité sur les composants de la
MEC. Cependant, certaines chymases (sérine protéases) activent la collagénase-1 et la
stromélysine-1, mais pas les gélatinases. Des tryptases activent la stromélysine-1, mais pas la
collagénase-1 (Lees, et al., 1994, Suzuki, et al., 1995). Les protéases produites par les

mastocytes pourraient donc contribuer a la dégradation de la matrice via I’activation de MMPs.

1.3.2.6. Activation par ’ESAF.

L’ESAF (facteur d’angiogenese stimulant les cellules endothéliales) a
collagénase-1, la stromélysine-1 et la gélatinase A. L’ESAF est aussi la seu
physiologique connue capable de réactiver un complexe TIMP / MMP. Il réactive®
complexes formés entre ces trois MMPs et TIMP-1 ou TIMP-2. Sa liaison a une MMP prévient
la liaison de TIMP et I’inhibition de la MMP. L’ESAF pourrait jouer un réle dans 1’angiogenése
non-inflammatoire (McLaughlin et Weiss, 1996).

1.3.2.7. Activation de la stromélysine-3 et des MT-MMPs.

Contrairement a d’autres MMPs, I’activité de la stromélysine-3 et des MT-MMPs 1 et 2
n’est pas inductible par le SDS ou I’APMA. Le mécanisme d’auto-clivage ne concerne peut-étre
pas la stromélysine-3 et les MT-MMPs. Ces MMPs présentent un site RxKR, cible potentielle
des enzymes apparentées aux subtilisines bactériennes (Seidah, et al., 1994). Ce site fait partie
d’un domaine furine, appelé également IS-1 chez les MT-MMPs. 1l est situé entre le pro-peptide
et le domaine catalytique (figure 1, page 18).

A la différence des autres MMPs sécrétées, la stromélysine-3 est sécrétée sous forme

active. L’activation de la stromélysine-3 est régulée par une séquence conforme au consensus
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RxRxKR reconnue par la furine, une convertase semblable aux subtilisines et associée a
I’appareil de Golgi (Pei et Weiss, 1995). L’activation 4 lieu au cours du trafic intracellulaire.
Dans les cellules MCF7 (lignée d’un carcinome du sein), 1’activation de la stromélysine-3 est
inhibée par I’expression stable d’un inhibiteur de la furine exogeéne (Santavicca, et al., 1996).
La furine semble donc €tre I’activateur physiologique de la stromélysine-3 et serait une nouvelle
cible thérapeutique potentielle.

La furine est capable d’activer in vitro la MT-MMP-1 produite en bactérie (Sato, et
al., 1996a). La mutation des résidus NVRRKR en LVPRGS conduit a I’expression en culture
cellulaire d’une pro-enzyme qui n’est plus activée. (Imai, et al., 1996). Un autre groupe a
récemment démontré une activation de la MT-MMP-1 par la plasmine, également par clivage
au niveau du site RRKR (Okumura, et al., 1997). Ces résultats montrent que le site furine est

nécessaire a I’activation de la MT-MMP-1.

1.3.3. Les substrats des MMPs.

1.3.3.1. Introduction : la matrice extracellulaire.

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau complexe et dynamique, assemblé a
I’extérieur des cellules a partir des glycoprotéines et des protéoglycanes qu’elles sécretent. La
MEC constitue la matrice des tissus conjonctifs et les membranes basales. Elle influence des
processus cellulaires comme 1’adhérence, la migration, la prolifération, la différenciation et est
impliquée dans la morphogenese des tissus.

1.3.3.2. La matrice des tissus conjonctifs.

Le composant principal des tissus conjonctifs est le collagene, dont au moins 19 types
sont connus (van der Rest et Garrone, 1991, Brown et Timpl, 1995). Les collagenes de type 1
et III sont présents dans la plupart des tissus conjonctifs, alors que les types Il et IX se trouvent
dans le cartilage. Les collagénes I, I, III, V et XI forment des fibres. Les collagenes IX, XII et
XIV sont des collagenes associés aux fibres avec triples hélices interrompues (FACITs). Ils
relient les fibres de collagéne aux autres composants de la matrice. Le collagéne VII forme des
fibres qui relient les fibres de collagéne des tissus conjonctifs aux membranes basales. Le
collagéne VI pourrait relier les fibres de collagéne aux cellules. Les tissus conjonctifs
contiennent aussi les composants suivants : fibronectine, élastine, protéoglycanes,
ténascine, acide hyaluronique. La laminine et ’entactine sont des composants de la
membrane basale qui sont trouvés également dans certains tissus conjonctifs. L’aggrecan est

un composant du cartilage.
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Groupe Numéro Nom Masse Substrats
(kDa)
gélatines I, IIL, IV, V,
MMP MMP-7 Matrilysine 28 /19 protéoglycanes, fibronectine,
minimale (PUMP-1, MMP utérine) laminine, collagéne IV, élastine,
entactine, ténascine
MMP-1 Collagénase-1 52/42) collagenes L, II, III, VII, VIII, X,
(Collagénase interstitielle) gélatines
MMP-8 | Collagénase des neutrophiles | 85/ 65 collagenes I, I1, I, aggrecan
MMP-13 Collagénase-3 - collagene I, IL, IIL, IV, IX, X, XIV,
gélatines, fibronectine, ténascine
MMP-18 Collagénase-4 (du xénope) - collagéne 1
MMPs collagénes I, IV, V, IX, X,
a domaine MMP-3 Stromélysine-1 57748 gélatines I, I, IV, V
hémopéxine (Transine) protéoglycanes, fibronectine,
élastine (faiblement), laminine
collagenes IIL, IV, V, IX, X,
MMP-10 Stromélysine-2 53/47 gélatines I, I1L, IV, V,
| protéoglycanes, fibronectine
MMP-11 Stromélysine-3 56 /47 laminine,
fibronectine (faiblement)
MMP-12 Métalloélastase 54722 élastine, fibronectine,
(Elastase des macrophages) fibrinogéne
MMP-18 MMP-18 - -
MMP-19 MMP-19 - -
Gélatinase A collagenes [, IV, V, VI, X,
MMPs MMP-2 (Gélatinase de 72 kDa, 72766 gélatine I,
a domaine Collagénase de type IV de 72 kDa) | fibronectine, €lastine
fibronectine i
(et Gélatinase B collagénes IV, V,
hémopéxine) | MMP-9 (Gélatinase de 92 kDa, 92 /84 gélatines I, V,
Collagénase de type IV de 92 kDa) élastine
MMP-14 MT-MMP-1 63 collagenes I, II, I, gélatines,
fibronectine, laminine,
vitronectine, protéoglycanes
MMPs MMP-15 MT-MMP-2 - -
membranaires
MMP-16 MT-MMP-3 - gélatines.
MMP-17 MT-MMP-4 - -

Table 1. Nomenclature et substrats des métalloprotéases de la matrice.

Les substrats connus de chaque enzyme sont indiqués, ainsi que le poids moléculaire des
formes pro-enzyme / enzyme activée (Woessner, 1991, Baramova et Foidart, 1995, Coussens
et Werb, 1996, Powell et Matrisian, 1996). Les tirets représentent des informations non
renseignées. Les MMPs sont classées en fonction de leurs domaines fonctionnels.
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1.3.3.3. La membrane basale.

Les membranes basales présentent une structure en feuillet. Elles isolent les cellules
épithéliales ou endothéliales du tissu conjonctif sous-jacent. Les composants principaux des
membranes basales sont les collagenes IV et V, la laminine, ’entactine et des
protéoglycanes. Ces composants s’organisent en réseau par des interactions non-covalentes.

Les membranes basales forment une barriere contre le déplacement des cellules et
compartimentent les tissus et les organes. Dans des conditions physiologiques, la membrane
basale peut étre pénétrée spécifiquement par des leucocytes. Au contraire, le franchissement de
la membrane basale par des cellules néoplasiques est une étape clé de la progression tumorale
(figure 7A, page 40).

1.3.3.4. Activité des MMPs sur la matrice extracellulaire.

La table 1 présente quels composants de la MEC sont les substrats des MMPs. Les
MMPs activées par clivage par d'autres MMPs (figure 3, page 21) et les autres substrats des
MMPs (§ 1.3.3.5) ne sont pas indiqués ici.

Parmi les MMPs, la stromélysine-1 a le plus large éventail de substrats : fibronectine,
laminine, protéoglycanes de la matrice et de nombreux types de collagéne, dont le collagéne IV
de la membrane basale. Au contraire, les collagénases 1 et 3, la collagénase des
neutrophiles et la MT-MMP-1 (et peut-€tre les autres MT-MMPs) sont les seules enzymes
connues capable de cliver les collagenes natifs de types I, II et III et d'en "dérouler” les fibres.
Apres une premiere dégradation, le collageéne se présente sous une forme dénaturée, appelée
gélatine, qui peut étre la cible d’autres enzymes. La stromélysine-3 est inactive sur la
plupart des composants de la MEC et dégrade faiblement la laminine et la fibronectine
(MacDougall et Matrisian, 1995, Noel, et al., 1995).

1.3.3.5. Les autres substrats des MMPs.

1.3.3.5.1. Le précurseur du TNF-a.
Le précurseur du TNF-a est également un substrat de certaines MMPs. Le TNF-a est

une cytokine pro-inflammatoire et régulatrice du systéme immunitaire. Elle est impliquée dans
I'arthrite et dans certains cancers. Le TNF-o est exprimé sous forme d’un précurseur
membranaire (233 acides aminés) qui conduit, apres clivage, a la cytokine mature (157 acides
aminés). Des inhibiteurs synthétiques des MMPs inhibent la production de TNF-o actif dans
une culture de leucocytes (Gearing, et al., 1994). La collagénase-1, la stromélysine-1, la
matrilysine et les gélatinases A et B purifiées peuvent cliver le pro-TNF-o (Gearing, et
al., 1995).
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1.3.3.5.2. Le pro-uPA et 'uPA.

La matrilysine est également capable de cliver I'uPA et le pro-uPA. Le clivage sépare
le domaine sérine protéase du domaine lié a la membrane cellulaire, ce dernier exercant une
activité de facteur de croissance sur certains types cellulaires. La matrilysine pourrait donc &tre
importante dans la régulation de I’activité de I’'uPA (Marcotte, et al., 1992).

1.3.3.5.3. L'a1-antiprotéase et 'a2-macroglobuline.

La matrilysine controle également indirectement Dactivité de 1’élastase des
leucocytes, une sérine protéase, en clivant son principal inhibiteur physiologique,
I’al-antiprotéase (al-PI). Elle est plus efficace que les autres MMPs testées pour cette propriété
d’inactivation (sans considération pour le site particulier de la coupure) : 30 fois plus efficace
que la gélatinase B, 70 fois plus que la collagénase-1 et 180 fois plus que la stromélysine-1
(Sires, et al., 1994). La stromélysine-3 peut aussi inactiver I’al-PI (Pei, et al., 1994).

La MT-MMP-1 dégrade I’al-Pl, ainsi que I’a2-macroglobuline qui est un inhibiteur de
la plasmine (Ohuchi, et al., 1997).

1.4. Les tissu-inhibiteurs des métalloprotéases (TIMPs).

1.4.1. La famille TIMP.

L’activité des MMPs sur les composants de la MEC dépend d’un équilibre entre les
MMPs et leurs inhibiteurs (Matrisian, 1990, Woessner, 1991, Denhardt, et al., 1993). Les
tissu-inhibiteurs des métalloprotéases (TIMPs) forment une famille de quatre membres. La
région la plus conservée des TIMPs consiste en 22 résidus N-terminaux (comptés aprés
I’élimination du peptide signal), dont 16 sont identiques dans 8 protéines TIMPs 1, 2 et 3
d’especes animales différentes (Denhardt, et al., 1993).

TIMP-1 est une protéine glycosylée de 28.5 kDa avec un squelette protéique de
21 kDa. Douze résidus cystéine conservés forment six ponts disulfures et organisent la
molécule en deux domaines, contenant chacun trois boucles internes. Des références sur la
découverte et la caractérisation de TIMP-1 sont données plus loin (§ 1.4.6). La figure 5
représente la structure primaire de TIMP-1.

Chez ’homme, TIMP-2 (21 kDa) présente 38% d’identité de séquence avec TIMP-1
(Stetler-Stevenson, et al., 1989, Boone, et al., 1990). La masse apparente de TIMP-2 in vivo
reste de 20 kDa. Le TIMP-3 humain (24-25 kDa) a été isolé comme I’homologue de
TIMP-3/ChIMP-3 chez le poulet (Uria, et al., 1994, Wick, et al., 1994, Kishnani, et al., 1995).
TIMP-3 présente 30 et 38% d’identité de séquence avec TIMP-1 et TIMP-2 respectivement.
TIMP-4 (224 résidus) a été isolé a partir d’une lignée de cellule de cancer du sein. Il présente
37% d’identité avec TIMP-1 et 51% avec les TIMPs 2 et 3. L’expression normale de TIMP-4

chez I’adulte n’a été détectée que dans le cceur (Greene, et al., 1996).
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D’autres inhibiteurs de métalloprotéases ont été décrits, mais leurs séquences ne sont pas
connues : IMP-a (29 kDa), IMP-b (30 kDa) (Kishnani, et al., 1995), IMP-1 (22-26 kDa),
IMP-2 (19-21 kDa) et IMP-3 (16.5-18 kDa) (Apodaca, et al., 1990, Banda, et al., 1992).
Nous notons que ’examen des masses moléculaires apparentes ne permet pas d’exclure des
identités IMP-1/ TIMP-3 ou IMP-2 / TIMP-2.
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Figure S. Structure primaire de TIMP-1.

La structure primaire de la protéine TIMP-1 humaine est indiquée, avec ses six ponts
disulfures (Carmichael, et al., 1986). Les résidus encadrés sont identiques dans TIMP-1 chez
I'homme, la souris, le lapin et dans TIMP-2 chez I'homme et le beeuf (Woessner, 1991).

1.4.2. L’inhibition des MMPs par les TIMPs.
Aucun TIMP ne semble trés sélectif dans l’inhibition des différentes MMPs. La

collagénase-1, la collagénase des neutrophiles, les gélatinases A et B et les stromélysines 1, 2
et 3 sont inhibées par les TIMPs 1, 2 et3 (Denhardt, et al., 1993). TIMP-1 forme un
complexe avec la collagénase-1 et la stromélysine-1 selon une steechiométrie équimolaire
(Cawston, 1986).

Les TIMPs inhibent I’activit¢ des MMPs en bloquant leur site catalytique. L’activité
inhibitrice des TIMPs 1 et 2 est portée par leur région N-terminale. La région Cys’-Cys"
est critique pour I’activité de TIMP et tout particulirement les résidus His” et GIn® que ’on
suppose impliqués dans une interaction avec I’ion zinc des MMPs (O'Shea, et al., 1992).

L’inhibition de la collagénase-1 par TIMP-1 résulte de la formation, en deux étapes,
d’un complexe stable. Un complexe inactif peu stable, impliquant la région C-terminale de la

collagénase-1, est rapidement formé. Dans un deuxieme temps, un complexe ayant une
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constante de dissociation 80 fois plus faible se forme lentement a partir du premier complexe. Si
la région C-terminale de la collagénase-1 est supprimée, un complexe se forme en une seule
étape ; il est 25 fois moins stable que le complexe formé avec la collagénase-1 entiere (Taylor,
et al., 1996).

D’une maniére semblable, la délétion de la région C-terminale de la collagénase-3
diminue d’un facteur 33 sa liaison a TIMP-1, a TIMP-3 et a une chimere
TIMP-2 N-ter. / TIMP-1 C-ter. mais n’affecte que marginalement sa liaison a TIMP-2 ou a
une chimére TIMP-1 N-ter. / TIMP-2 C-ter. (Knauper, et al., 1997). Ces observations
suggeérent une interaction stabilisante de la région C-terminale de la collagénase-3 avec la
région C-terminale de TIMP-1, mais pas avec TIMP-2.

L’activité protéolytique extracellulaire dépend d’un équilibre dont le contrdle nécessite a
la fois la régulation des geénes codant les MMPs et des génes codant les TIMPs. Une
augmentation de I’expression des MMPs (endogenes ou exogenes) peut élever significativement
I’activité protéolytique extracellulaire, 2 moins que les MMPs ne soient déja en exces par rapport
aux TIMPs. Inversement, une augmentation du niveau des TIMPs peut réduire I’activité

protéolytique extracellulaire, 2 moins que les TIMPs ne soient déja en exces (figure 6).

SR

Protéases en exes. Equilibre. Inhibiteurs en exés.

L'apport d'un TIMP, mais pas d'une MMP,| L'apport d'une MMP ou d'un TIMP | L'apport d'une MMP, mais pas d'un TIMP,
est susceptible de produire un effet. est susceptible de produire un effet. est susceptible de produire un effet.

Figure 6. L’équilibre MMPs / TIMPs conditionne ’effet de 1’apport d’'une MMP ou
d’un TIMP, sur I’ activité protéolytique extracellulaire.

1.4.3. Régulation de TIMP-2 par la plasmine.

La plasmine est capable de dégrader TIMP-2. Cette activité constitue une nouvelle
contribution du systtme du plasminogene a la régulation de la MEC via le systeme
MMPs / TIMPs. In vitro, la plasmine clive TIMP-2 en générant un fragment de 14 kDa ayant
encore une activité anti-métalloprotéase. Ce fragment subit une dégradation ultérieure qui
supprime I’activité anti-MMP (DeClerck et Laug, 1996). '
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1.4.4. Propriétés particulieres des gélatinases et des TIMPs 1 et 2.

1.4.4.1. Le complexe TIMP-2/ gélatinase A.

TIMP-1 est capable de former un complexe spécifique avec la pro-gélatinase B et
TIMP-2 avec la pro-gélatinase A (Kleiner, et al., 1993). Un fragment actif de 43 kDa de la
gélatinase A, ne contenant ni le pro-peptide ni une région C-terminale, est obtenu aprés une
auto-activation. Ce fragment lie TIMP-2. De plus, un peptide de 29 kDa, correspondant a une
région C-terminale de la pro-gélatinase A, lie également TIMP-2, avec une meilleure affinité. La
liaison de TIMP-2 au fragment de 43 kDa, mais pas a la gélatinase A compleéte, est inhibée par
la 1, 10-phénanthroline. Ce produit est un chélateur des ions Zn** qui inhibe les MMPs. Tl
inhibe la liaison de TIMP-1 a la pro-gélatinase A, au niveau de son site actif. Ces résultats
mettent en évidence un domaine de liaison a TIMP-2 dans la région C-terminale de Ila
gélatinase A, distinct de son site actif. Ce domaine n’est pas reconnu par TIMP-1 (Howard et
Banda, 1991).

Le complexe TIMP-2 / pro-gélatinase A peut inhiber la gélatinase B en formant avec
elle un complexe ternaire, ce qui indique que le domaine N-terminal de TIMP-2 reste accessible
(Kolkenbrock, et al., 1991). Une étude récente a montré que TIMP-2 et TIMP-4, mais pas
TIMP-1, lient la gélatinase A et la pro-gélatinase A au niveau du domaine hémopéxine
C-terminal, mais pas au niveau du domaine central de type fibronectine (Bigg, et al., 1997).

L’homologie entre les régions C-terminales des TIMPs 1 et 2 est réduite. Un groupe a
proposé que la région C-terminale de TIMP-2 contiendrait le site de liaison spécifique a la
gélatinase A (Kleiner et Stetler-Stevenson, 1993).

Le complexe TIMP-2 / pro-gélatinase A peut €tre activé transitoirement par 1’APMA.
En présence d’APMA, le complexe se réorganise et la pro-gélatinase A activée lie la partie
N-terminale de TIMP-2. Elle ne présente pas d’activité gélatinolytique. Une faible quantité de
gélatinase A pleinement active induit un clivage de la pro-gélatinase A au sein du complexe
avec TIMP-2. Le complexe obtenu est cependant sans activité gélatinolytique. En présence
d’APMA, la stromélysine-1, mais pas la collagénase-1, clive également la pro-gélatinase A liée
a TIMP-2. La stromélysine-1 permet de plus le blocage de TIMP-2 nécessaire a la manifestation
de P’activité de la gélatinase A (Itoh, et al., 1995).

1.4.4.2. Les complexes MT-MMP / TIMP-2 / gélatinase A.

Nous avons indiqué que la gélatinase A est activée par les MT-MMPs 1 et 2
(§ 1.3.2.2). Nous précisons ici que I’activation de la gélatinase A peut étre induite par la
formation préalable d’un complexe ternaire MT-MMP-1 / TIMP-2 / pro-gélatinase A, localisé
au niveau de la membrane cellulaire (Strongin, et al., 1995). Des études cinétiques en présence
d’une quantité variable de TIMP-2 montrent que la pro-gélatinase A ne se lie pas a la membrane
cellulaire indépendamment de TIMP-2. Une séquence partielle du récepteur membranaire
indique une identité avec la MT-MMP-1.
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D’une maniére inattendue, la MT-MMP-1 est sécrétée dans une culture de cellules
MDA-MB-231 (lignée de cancer du sein) et a été purifiée sous forme d’un complexe avec
TIMP-2. Ce complexe présente une activité gélatinolytique et est capable de former un complexe
ternaire  MT-MMP-1 / TIMP-2 / pro-gélatinase A (Imai, et al., 1996). Un domaine
catalytique de MT-MMP-1 recombinant est capable d’activer la pro-gélatinase A et le complexe
TIMP-2 / pro-gélatinase A (Lichte, et al., 1996, Pei et Weiss, 1996, Will, et al., 1996). Ce
processus est inhibé par les TIMPs 2 et 3, mais pas par TIMP-1. Les TIMPs 2 et 3 lient plus
rapidement le domaine catalytique de la MT-MMP-1 que celui de la gélatinase A (Will, et al.,
1996).

La possibilité d’une activation de la gélatinase A in vivo par une isoforme MT-MMP-1
sans domaine trans-membranaire reste hypothétique. Une étude antérieure a en effet rapporté
que I’activation de la gélatinase A par la MT-MMP-1 nécessite le domaine trans-membranaire de
la MT-MMP-1. Un domaine transmembranaire hétérologue convient également (Cao, et al.,
1995).

La pro-gélatinase A et le complexe TIMP-2 / pro-gélatinase A sont également activés
par la MT-MMP-2. Le complexe MT-MMP-2 / TIMP-2 / pro-gélatinase A est inactif et la
pro-gélatinase A est activée par la MT-MMP-2 en excés molaire par rapport a TIMP-2. Apres
son activation, la gélatinase A reste liée a la membrane dans un complexe
MT-MMP-2 / TIMP-2 / gélatinase A (Kolkenbrock, et al., 1997).

1.4.4.3. L’inhibiteur long des métalloprotéases.

Un inhibiteur long des métalloprotéases (LIMP) de 76 kDa a été isol€ par filtration sur
gel d’un milieu de culture conditionné par des fibroblastes feetaux humains. LIMP forme un
complexe avec la collagénase-1, la stromélysine-1 et la gélatinase A. Il n’est pas reconnu par
des anticorps polyclonaux dirigés contre TIMP-1 (Cawston, et al., 1990). LIMP est en fait un
complexe TIMP-2 / gélatinase A (Kolkenbrock, et al., 1991, Curry, et al., 1992).

1.4.4.4. Deux états pour la gélatinase A.

La liaison de TIMP-2 avec le domaine C-terminal de la gélatinase A inhibe la faible
auto-activation de la pro-gélatinase A et la rapide auto-dégradation de la protéase activée. Le
complexe TIMP-2 / gélatinase A présente une activité sur les substrats de la MEC qui
représente 5 a 10% de ’activité de la gélatinase A (Howard, et al., 1991).

La gélatinase A se présente donc sous deux phénotypes physiologiques : une enzyme
libre, trés active et rapidement dégradée, et une enzyme liée a TIMP-2, faiblement active mais
résistante a 1’ auto-dégradation.

1.4.4.5. Le complexe TIMP-1/ gélatinase B.

Les données disponibles sur le complexe TIMP-2 / gélatinase A ne sont pas a priori

transposables au cas du complexe TIMP-1/ gélatinase B. Il semble qu’il n’ait pas été
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déterminé si ’association de TIMP-1 a la gélatinase B peut la stabiliser (Howard et Banda,
1991). Nous pouvons noter une similarité¢ entre les TIMPs 1 et 2 : la délétion du domaine
C-terminal de la gélatinase A réduit son inhibition par TIMP-1 ou TIMP-2 d’un facteur 100
(Willenbrock, et al., 1993). TIMP-1 pourrait interagir avec un domaine de la gélatinase B
homologue du domaine de la gélatinase A interagissant avec TIMP-2.

Le traitement du complexe TIMP-1 / pro-gélatinase B par I’APMA suffit a induire le
clivage protéolytique qui génére les formes actives de la gélatinase B. Cependant, I’activité
gélatinolytique n’est pas observée, en raison de la liaison de TIMP-1 au site actif de la
gélatinase B (Ogata, et al., 1995). La collagénase-1 peut induire I’activation de la
pro-gélatinase B libre, mais pas I’activation du complexe TIMP-1 / pro-gélatinase B. Celui-ci
forme un complexe ternaire avec la collagénase-1 et I'inhibe (Goldberg, et al., 1992). Un
résultat semblable est obtenu vis-a-vis de la stromélysine-1. Elle ne peut activer le complexe
TIMP-1 / pro-gélatinase B que si elle est en exceés molaire, de maniére a saturer TIMP-1 (Itoh
et Nagase, 1995).

1.4.4.6. Conclusion.

Ces travaux montrent que les TIMPs 1 et 2 régulent ’activation des pro-gélatinases.
Selon les partenaires présents, ils peuvent favoriser ou inhiber leur activation, ainsi que la

manifestation effective de leur activité gélatinolytique.

1.4.5. Les TIMPs et la prolifération cellulaire.

1.4.5.1. TIMP-1 stimule la croissance cellulaire.

TIMP-1 stimule la prolifération de kératinocytes humains. Cette propriété a d’abord été
mise en évidence sur un modele de peau in vitro reconstituant un derme et un épiderme
(Bertaux, et al., 1990). La croissance des kératinocytes n’est pas affectée quand on les cultive
sur les composants extracellulaires déposés par des cellules dont la croissance a été induite par
un TIMP-1 exogene. Cette observation montre que la croissance induite par TIMP-1 n’est pas la
conséquence d’une modification de la composition ou de la densité de la MEC et qu’elle serait
donc indépendante de I’activité anti-MMP de TIMP-1 (Bertaux, et al., 1991).

Un autre groupe rapporte que TIMP-1 est un facteur de croissance potentiel pour
plusieurs types cellulaires, dont la lignée MCF7 de carcinome du sein. La déplétion en TIMP-1
du sérum utilis€ dans les cultures réduit significativement ou totalement 1’effet stimulateur du
sérum. L’effet stimulateur est restauré par un TIMP-1 exogeéne. Au contraire, ’ajout d’un
anticorps spécifique dirigé contre TIMP-1 conduit a une suppression totale de la stimulation par
le sérum. Dans une culture sans sérum, TIMP-1, mais pas TIMP-2, stimule la prolifération de
fibroblastes humains et d’une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt. TIMP-1 serait donc un

nouveau facteur de croissance du sérum (Hayakawa, et al., 1992b).
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1.4.5.2. La prolifération des cellules endothéliales.

Des observations contrastées ont été rapportées concernant 1’influence des TIMPs sur la
prolifération des cellules endothéliales. Un groupe rapporte que TIMP-1 induit la prolifération
de cellules endothéliales bovines (Hayakawa, et al., 1992b). Un autre groupe rapporte que
TIMP-2 inhibe la prolifération de cellules endothéliales induite par le bFGF, mais n’affecte pas
leur adhérence ou leur migration. L’inhibition n’est pas observée avec TIMP-1 ou avec un
inhibiteur synthétique des MMPs. Les auteurs ne mentionnent pas non plus de stimulation de la
prolifération par TIMP-1 (Murphy, et al., 1993).

1.4.6. L’activité potentiatrice érythroide des TIMPs 1 et 2.

L’existence d’une protéine inhibitrice associée a des MMPs a été rapportée (Russell, et
al., 1981) plusieurs années avant le clonage du géne TIMP-1 (Docherty, et al., 1985). Le
clonage de TIMP-1 a révél€ une identité avec le gene codant Iactivité potentiatrice érythroide
(EPA), c’est-a-dire une activité qui stimule la croissance des progéniteurs érythroides (Gasson,
et al., 1985). L’utilisation expérimentale d’une protéine TIMP-1 modifiée a permis de montrer
que la stimulation de la croissance des progéniteurs érythroides est indépendante de 1’activité
anti-MMP de TIMP-1 (Chesler, et al., 1995). TIMP-1 est également nécessaire a la
différenciation d’une lignée cellulaire d’érythroleucémie induite par 1’erythropoiétine (Murate, et
al., 1993). TIMP-2 présente également une activité EPA (Stetler-Stevenson, et al., 1992).

1.4.7. Conclusion.

Des mécanismes biochimiques spécifiques, distincts de la propriété d’inhibition des
MMPs, ont été mis en évidence chez les TIMPs 1 et 2. 11 est remarquable que I’interaction de la
pro-gélatinase A avec TIMP-2, un inhibiteur de MMPs, est impliqué dans son activation par les
MT-MMPs 1 et 2. Dans le complexe TIMP-2 / gélatinase A, la protéase est inhibée
partiellement mais elle est stabilisée contre la dégradation. In vitro, TIMP-1 exerce une
propri€té de facteur de croissance sur plusieurs types cellulaires. Ces observations pourraient

relativiser dans certains cas l’activité anti-tumorale que 'on est tenté de préter aux TIMPs
(§ 1.7.3).

1.5. Expression des MMPs et des TIMPs dans le développement.

Les propriétés des métalloprotéases suggerent qu’elles pourraient jouer un role dans le
développement, en particulier dans I’implantation du blastocyste (processus invasif) ou dans les
remodelages de la MEC dans ’embryon.

1.5.1. L’implantation du blastocyste.

L’implantation d’un blastocyste nécessite son association avec la surface de ['utérus,
suivie du mouvement du blastocyste a travers la couche épithéliale vers le tissu conjonctif de

I’endometre. Lors de I’implantation, la collagénase-1, les stromélysines 1, 2 et 3, les
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gélatinases A et B, les TIMPs 1 et 2 sont exprimés par les cellules de I’embryon. Parmi
les protéases, la gélatinase B est prédominante. TIMP-3 est exprimé dans les cellules
maternelles immédiatement adjacentes aux cellules embryonnaires exprimant la gélatinase B.
Ces observations suggeérent que la gélatinase B est un médiateur important de 1’invasion
cellulaire lors de I’implantation de I’embryon et que TIMP-3 est un régulateur maternel qui limite
I’invasion cellulaire au niveau du site d’implantation (Werb, et al., 1992, Shimonovitz, et al.,
1994, Lefebvre, et al., 1995, Reponen, et al., 1995, Alexander, et al., 1996, Leco, et al.,
1996).

1.5.2. La différenciation de I’endoderme.

Dans le développement du blastocyste, une premiere différenciation conduit a la
distinction du trophectoderme et de la masse des cellules intérieures (ICM). Peu apres,
I’endoderme se différencie a partir de I'ICM. Les progéniteurs de I’endoderme migrent pour
former I’endoderme extra-embryonnaire. In vitro, cette différenciation s’accompagne de
I’induction d’activités gélatinase, collagénase et PA, ce qui suggere la mise en place d’une
cascade protéolytique compléte.

D’une maniere surprenante, I’application d’un TIMP-1 exogeéne sur des blastocystes en
culture augmente trés nettement le nombre des cellules de I’endoderme et leur distance de
migration. L’origine de ce phénomene n’est pas identifiée. Des composants de la MEC, en
particulier la fibronectine, facilitent les mouvements morphogénétiques dans I’embryogenese en
favorisant ’adhérence des cellules sur la MEC. En principe, I'activit¢ anti-MMP de TIMP
pourrait protéger la fibronectine et apporter une contribution favorable a la migration.
Néanmoins, les cellules en migration produisent des protéases (Werb, et al., 1992).

1.5.3. La formation des os.

Les sites d’expression de la collagénase-1 ont ét€ étudiés par hybridation in situ et par
immunohistochimie, entre les jours E6.5 et E17 de ’embryogenese de la souris (Gack, et al.,
1995, Mattot, et al., 1995). La collagénase-1 est exclusivement détectée au début de la
formation des os. L’expression est localisée au niveau des chondrocytes (cellules qui produisent
la MEC du cartilage) hypertrophiés dans des zones ou le cartilage subit un remodelage intense,
dans les ostéoblastes (cellules qui produisent I’os) et dans les cellules endothéliales qui ont
migré dans les zones ou I’os se forme. L’expression de TIMP-2 précéde celle de la
collagénase-1. Ces observations suggerent que la collagénase-1 joue un réle spécifique dans la
formation des os et qu’elle est susceptible d’étre régulée par TIMP-2.

Une autre étude par hybridation in situ et immunohistochimie chez la souris montre que
la MT-MMP-1 est exprimée dans les cellules des tissus en ossification. Ces cellules expriment
également la gélatinase A et TIMP-2. Le taux d’activation de la gélatinase A, quantifié par

zymographie, est proportionnel a I’expression de la MT-MMP-1. Ces observations suggerent
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un role fonctionnel de I’activation de la gélatinase A par la MT-MMP-1 dans la formation des os
(Kinoh, et al., 1996).

La stromélysine-3 est également détectée pendant la morphogenése des os, dans les
cellules invasives (Lefebvre, et al., 1995).

1.5.4. La morphogenese de branchement.

In vivo, les gélatinases A et B sont détectées par immunohistochimie dans le
mésenchyme des reins d’un embryon de souris au jour E11. L’activé des gélatinases A ou B
peut étre spécifiquement inhibée dans le milieu de culture d’un rein embryonnaire par des
anticorps spécifiques. L’inhibition de la gélatinase A n’a pas d’effet sur la morphogenese
in vitro. Au contraire, ’inhibition de la gélatinase B supprime la morphogenese de
branchement et les divisions cellulaires du bourgeon de l'uretere. Cet effet est également
observé apres un apport de TIMP-1, inhibiteur naturel de la gélatinase B. Cette étude montre
que la gélatinase B est nécessaire a la morphogenese de branchement du rein (Lelongt, et al.,
1997).

Des observations semblables ont ét€ réalisées dans la morphogenése de la glande
mammaire chez la souris. Les stromélysines 1 et 3 et la gélatinase A sont exprimées
pendant la morphogenese de branchement des conduits. Les transcrits de la stromélysine-1 sont
exprimés spécifiquement au niveau des fibroblastes du stroma positionnés le long des conduits
en élongation (Witty, et al., 1995).

1.5.5. La morphogenése des glandes salivaires.

Une ou plusieurs MMPs semblent également impliquées dans la morphogenése des
glandes salivaires chez la souris. Des glandes sub-memdibulaires rudimentaires d’un embryon
au jour E12 sont cultivées in vitro. Elles forment en moyenne 2 cryptes en 24 h, ou s’accumule
le collagene III. Elles en forment 5 en présence de TIMP bovin et n’en forment aucune en
présence de collagénase-1. Ces résultats suggerent que une ou des MMPs pourraient réguler la
formation des cryptes des glandes salivaires en contrdlant la structure des fibres de collagéne de
la MEC (Hayakawa, et al., 1992a).

1.6. Les MMPs et TIMP-1 dans la réparation des blessures.

1.6.1. Introduction.

La réparation d’une blessure consiste a restaurer une couche épithéliale et un tissu
conjonctif vascularisé présentant une architecture extracellulaire appropriée. Ce processus
régénérateur nécessite le remodelage de la MEC par les MMPs et un nouveau dép6t de
composants de la MEC. Les études réalisées ont souvent pour objet le dép6t, I’accumulation et
la solidité des composants de la MEC, mais plus rarement la cinétique de leur expression et la

régulation des MMPs. L’étude de ces dernieres est motivée par le besoin de comprendre les
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mécanismes impliqués dans les blessures chroniques qui présentent une activité MMP dérégulée
(Moses, et al., 1996).

1.6.2. Localisation histologique de la collagénase-1 et de TIMP-1.

Chez ’homme, la réparation de brilures de I’épiderme et du derme s’accompagne de
I’expression de la collagénase-1 et de TIMP-1. Leur expression, évaluée par
immunohistochimie, présente des distributions semblables. Dans 1’épiderme, I’expression n’est
pas détectée dans les deux premiers jours et elle diminue a partir de trois semaines. La
collagénase-1 et TIMP-1 sont présents au bord de la blessure au niveau des kératinocytes non
stratifiés en migration. Le marquage est plus intense au niveau du compartiment adjacent
constitué de kératinocytes en prolifération. Des kératinocytes de glandes ou de conduits
sudoriféres et de follicules ayant survécu a la brilure migrent jusqu’a la surface de la blessure et
participent aussi a la re-épithélialisation. La collagénase-1 et TIMP-1 sont exprimés & la pointe
des structures formées par ces cellules, avec toutefois des variantes (Stricklin, et al., 1993).

Ces résultats sont a rapprocher d’études en culture cellulaire qui indiquent que
I’expression de la collagénase-1 et de TIMP-1 par des kératinocytes est inhibée par la laminine
ou un matrigel (extraits de membrane basale) et est stimulée par les collagenes I et IV (Petersen,
et al., 1990, Saarialho-Kere, et al., 1993).

Dans le derme, les distributions de la collagénase-1 et de TIMP-1 sont également
similaires. Aux jours 2 & 4, I’expression est tres forte dans des zones tres localisées : bord de
la brlilure dans les cas superficiels, autour des vaisseaux (vraisemblablement cellules
endothéliales et macrophages) dans le cas de brililures profondes. Aux jours 5 a 15, des
cellules plus nombreuses sont marquées, selon une distribution dispersée dans toute la zone
touchée par une brillure profonde. Cette dispersion suggere I'implication de fibroblastes.
L’éventualité d’une co-localisation collagénase-1 / TIMP-1 au niveau cellulaire n’a pas pu étre
déterminée (Stricklin, et al., 1993).

Ces résultats different des observations effectuées par hybridation in situ dans des
blessures chroniques comme les granulomes pyogéniques. Dans cette pathologie, les
transcrits collagénase-1 ne sont détectés que dans 1’épithélium au bord des lésions et TIMP-1
uniquement dans les cellules stromales et autour des vaisseaux. Il est possible de spéculer que
cette distribution est anormale et qu’elle contribue a I’altération des mécanismes de remodelage

et de reconstruction des tissus (Saarialho-Kere, et al., 1992).

1.6.3. Expression comparative des MMPs.

Une étude comparative entre des blessures aigués en réparation et des ulceres chroniques
de la peau a révélé une expression de la collagénase-1, des stromélysines 1 et 2 et de
I’'uPA dans les deux cas. TIMP-1 est exprimé a la bordure épithéliale des blessures aigués

mais n’a jamais ét€ détecté dans les blessures chroniques (Vaalamo, et al., 1996).
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D’autres €tudes se sont intéressées aux gélatinases A et B dans la réparation des
blessures. Une étude utilise I’hybridation in situ sur un modele de blessure de la muqueuse orale
chez ’homme. La gélatinase A est détectée au niveau des fibroblastes et des cellules
endothéliales, pendant toute la durée de la réparation. La gélatinase B est détectée dans les
cellules épithéliales en migration et dans les couches basales et supra-basales de 1’épithélium non
blessé. Apres 7 jours, la gélatinase B est également exprimée dans le tissu de granulation en
remodelage (Salo, et al., 1994).

Dans un modele de réparation de blessures de la peau chez le rat, les stromélysines 1
et 3, la collagénase-3, les gélatinases A et B et la MT-MMP-1 sont fortement
exprimées. Les transcrits de la gélatinase A et de la MT-MMP-1 ont des distributions
semblables dans le stroma. L’activation de la gélatinase A est corrélée a la détection de la
MT-MMP-1 a la surface des fibroblastes. Ces observations suggerent que la MT-MMP-1 est
I’activateur physiologique de la gélatinase A dans la réparation du derme apres une blessure de
la peau (Okada, et al., 1997).

1.6.4. Le bFGF et la réparation des blessures.

Des facteurs de croissance semblent intervenir dans la réparation des blessures. Des
facteurs stockés dans la MEC pourraient étre 1ibérés et activés a la suite de la dégradation de la
MEQC par des protéases. Il semblerait que le bFGF soit un médiateur pré-synthétisé, stocké dans
les cellules ou dans la MEC et libéré localement au site de la blessure au début du processus de
réparation (niveau maximum a partir du jour 4) (Gibran, et al., 1994).

Le bFGF est supposé favoriser I’angiogenése. C’est en particulier I’'un des médiateurs
de l'angiogengse précoce et rapide observée lors de la réparation des tissus aprés une
intervention chirurgicale (Nissen, et al., 1996). Un r0le similaire pour le bFGF stocké dans la

MEC est proposé dans le cadre de 1’angiogenese tumorale (§ 1.8.3).

1.6.5. Conclusion.

La réparation efficace des blessures nécessite un remodelage et une reconstruction du
tissu conjonctif et une re-épithélialisation de la surface endommagée. La réparation
s’accompagne d’une expression de plusieurs MMPs et de TIMP-1 dans plusieurs types
cellulaires. Le plus souvent, I’expression des MMPs et de TIMP-1 est détectée dans les mémes
région , sinon dans les mémes cellules, a la fois dans I’épithélium et dans le tissu conjonctif.
Les cas chroniques de réparation inefficace sont caractérisés par des distributions plus
restreintes des MMPs et de TIMP-1, ou méme par 1’absence de TIMP-1. Ces observations
suggerent qu'une régulation fine des MMPs et de TIMP dans chaque compartiment de la
blessure est nécessaire a la réparation.

Des similarités peuvent €tre notées au niveau moléculaire entre la réparation des
blessures et la réaction stromale dans les cancers (Dvorak, 1986).
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1.7. Implication des MMPs et des TIMPs dans [l’invasion

tumorale et Ia formation des métastases.

1.7.1. Introduction : la progression tumorale.

Le développement d’un cancer peut étre représenté en plusieurs étapes (figure 7). Apres
la mutation de plusieurs proto-oncogénes, des cellules peuvent adopter un comportement
anormal caractérisé par une prolifération excessive et une modification de leurs caractéristiques
fonctionnelles. Une tumeur bénigne se forme. Les cellules néoplasiques induisent une réaction
du tissu sain environnant. Les cellules stromales adjacentes au néoplasme modifient leur
biochimie et leur morphologie. Elles vont constituer le stroma tumoral qui est une barriére
mécanique opposée a I’expansion de la tumeur. Les cellules stromales ne sont pas uniquement
localisées a la périphérie de la masse tumorale. La tumeur est constituée d’ilots de cellules
néoplasiques et de cellules stromales.

Des événements ultérieurs permettront d’induire la dégradation des composants
extracellulaires (membrane basale et matrice des tissus conjonctifs) et la migration des
cellules néoplasiques grace a des molécules d’adhésion spécifiques (Jouanneau, et al., 1995).
La tumeur est alors invasive et présente un danger pour 1’organisme. La prolifération continue
et la tumeur a besoin d’apports nutritifs et respiratoires directs. Les cellules néoplasiques
émettent des signaux qui vont induire la néo-formation de capillaires sanguins & partir de
vaisseaux préexistants (angiogenese). Une nouvelle étape dans la cancérisation est alors
possible : la membrane basale entourant les capillaires est dégradée et des cellules peuvent
passer dans la circulation sanguine (intravasation). Elles sont emmenées a travers 1’organisme et
pourront éventuellement sortir de la circulation (extravasation) et former des colonies
(métastases) dans des tissus distants, ce qui rend plus difficile le traitement de la maladie.

Le concept de tumorigenése multi-étape est largement documenté et accepté.
Historiquement, on a d’abord pensé que la tumorigenése résultait uniquement de 1’acquisition de
mutations successives qui conduisent directement a la surexpression de protéines normales, a
I’expression de protéines activées, ou au contraire a la perte de suppresseurs de tumeur. Les
produits de ces oncogenes ou de ces anti-oncogenes contrblent la prolifération, les propriétés
invasives et la sensibilité des cellules a leur environnement. Cependant, 1’expression de
protéases extracellulaires et d’inhibiteurs de protéases par les cellules stromales joue également
un rdle important dans la progression tumorale. Ce sont des facteurs extrinséques, par
opposition aux facteurs intrinséques, a savoir les oncogeénes activés et les genes dont la
transcription est induite par les oncoprotéines dans les cellules néoplasiques.

Le sarcome de Kaposi est un exemple extréme de participation du tissu hote a une
pathologie tumorale. Ce sarcome est observé principalement en association avec le SIDA. Le
bFGF et la protéine Tat du virus VIH-1 cooperent a ’induction chez la souris de lésions

semblables au sarcome de Kaposi. Tat est un facteur de croissance angiogénique liant
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I’héparine. Il augmente la croissance des cellules endothéliales et I’expression de la gélatinase A
en réponse au bFGF. Les cellules endothéliales sont les progéniteurs potentiels de cette tumeur.
Le sarcome de Kaposi pourrait étre une réponse de I'h6te a Tat, et non pas un véritable
néoplasme (Ensoli, et al., 1994, Schwartz, 1996).
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Figure 7. Histologie de la progression tumorale.

A) Invasion. Des cellules épithéliales néoplasiques franchissent la membrane basale et
envahissent le tissu voisin.

B) Angiogenese. Des cellules endothéliales migrent et forment de nouveaux capillaires
dans la tumeur primaire. 2

C) Intravasation. Des cellules néoplasiques s’infiltrent dans les capillaires.

D) Extravasation et formation de métastases. Des cellules néoplasiques sortent de la
circulation et s’implantent dans un tissu distant de la tumeur primaire.

Plusieurs étapes de la progression tumorale ont en commun la dégradation de
composants extracellulaires par des protéases spécifiques. Cette dégradation est nécessaire aux
déplacements des cellules néoplasiques ou des cellules endothéliales. Les protéases dégradant la
matrice extracellulaire produites par des cellules invasives ou par des cellules du stroma tumoral
se répartissent entre les MMPs, les sérine protéases (activateurs du plasminogene,
plasmine, élastase des leucocytes, cathepsine G) et les cystéine protéases (d’origine
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lysosomale et parfois exportées dans I’espace extracellulaire, comme la cathepsine B) (Mignatti
et Rifkin, 1993, Coussens et Werb, 1996, Powell et Matrisian, 1996).

Expérimentalement, il est possible d’induire un processus cancéreux en traitant la peau
d’une souris par un initiateur comme le DMBA (7, 12-dimethylbenz(a)anthracene) puis d’une
maniere répétée par un promoteur comme le TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate). Des
papillomes bénins apparaissent apres 15 semaines. 6% d’entre eux expriment la stromélysine-1,
a un niveau faible. Aprés 25 a 30 semaines, 5 & 7% des animaux développent des carcinomes.
La stromélysine-1 est détectée dans 73% d’entre eux (McDonnell et Matrisian, 1990).

Une meilleure compréhension des propriétés cellulaires nécessaires a I’invasion
(dégradation de la MEC, adhérence, migration) devra prendre en compte leur
interdépendance (figure 8). Les interactions cellule / matrice influencent 1’expression des
protéases (§ 1.9.2.4-5). Réciproquement, 1’équilibre entre I’expression des protéases et
des inhibiteurs peut fortement influencer les interactions cellule / matrice (Stetler-Stevenson, et
al., 1993).

activité protéas'é' m
activation de 1

3
proto-oncogénes g A acteurs
\ moléculaires

cytokin es protéases | inhibiteurs

;;;;;;;

\

4
Pl A lyse de la matrice . comportement
Eprollferatnon chimiotactisme extracellulaire —~ adherence cellulaire
angiogenese invasion )
A o dynamique
des tissus

formation de
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Figure 8. Larégulation de I’activité protéolytique extracellulaire fait partie d’un réseau
d’événements interdépendants qui concourent a la progression tumorale. ‘

L’activation de proto-oncogenes participe a la prolifération et a ’expression de genes
codant des protéases ou leurs inhibiteurs. Les cytokines influencent la prolifération cellulaire
ainsi que 1’expression des protéases et de leurs inhibiteurs. L’activité protéolytique permet la
lyse de la matrice extracellulaire (MEC), la libération des cytokines latentes de la MEC et leur
activation. L’activité protéolytique modifie aussi les propriét€s d’adhérence des’cellules sur la
MEC, propriétés importantes pour la migration. Les propriétés invasives concernent les cellules
néoplasiques (invasion tumorale, dissémination métastatique) et les cellules endothéliales
(angiogeneése). Le comportement des différents types cellulaires (cellules néoplasiques,
fibroblastes du stroma, cellules endothéliales) est a I’origine de la dynamique des tissus dans la
progression tumorale (croissance tumorale, invasion, angiogenese tumorale, formation de
métastases). Les relations indiquées sont justifiées au long des sections § 1.7 et 1.8.
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1.7.2. Expression des MMPs dans les tumeurs.

1.7.2.1. Introduction.

L’implication des MMPs dans les processus invasifs et métastatiques a été révélée par
plusieurs approches : des corrélations entre 1’expression ou I’activité des MMPs et le stade des
tumeurs humaines (dosage d’ARNm, hybridation in sifu, immunohistochimie, tests de
zymographie), des modeles d’invasion in vitro dans une matrice extracellulaire artificielle, des
modeles animaux d’invasion tumorale et de métastase et I'utilisation des TIMPs pour inhiber
toutes les MMPs (Powell et Matrisian, 1996).

1.7.2.2. Diversité de l’expression des MMPs.

Des études d’hybridation in sifu ont montré que la plupart des MMPs sont produites par
des cellules stromales proches des cellules néoplasiques (table 2) (Wolf, et al., 1994).
L’expression stromale des MMPs suggere une induction via des facteurs produits par les
cellules néoplasiques.

L’étude des cancers souligne la nécessit€é d’étudier la régulation et les fonctions
spécifiques des différentes MMPs. L’expression et la localisation de toutes les MMPs connues
ont été étudiées dans une série de biopsies de tumeurs du sein. Les MMPs sont exprimées dans
le stroma, sauf la matrilysine et la collagénase-3. L’expression des MMPs représente donc
principalement une réponse de I’hdte au néoplasme. Dans la plupart des cas, TIMP-1 est
exprimé dans des cellules néoplasiques et stromales. La stromélysine-2 et la collagénase des
neutrophiles ne sont pas détectées. Toutes les MMPs détectées ont des distributions trés
distinctes (Heppner, et al., 1996).

1.7.2.3. Expression précoce de la matrilysine.

La matrilysine est généralement exprimée dans les cellules néoplasiques des
carcinomes, contrairement aux autres MMPs qui sont souvent détectées dans le stroma. C’est
surtout au début de la progression tumorale que I’expression de la matrilysine et des autres
MMPs manifeste cette distribution (Wilson et Matrisian, 1996). Par exemple, la matrilysine
s’exprime dans les cellules d’un adénome du colon. Au stade carcinome, les cellules
néoplasiques expriment encore la matrilysine et les cellules du tissu conjonctif environnant
expriment la stromélysine-1, la stromélysine-3 et la gélatinase A (Newell, et al., 1994). Une
expérimentation chez la souris montre que la collagénase-1 et la stromélysine-1 sont exprimées
dans des cellules néoplasiques a un stade tardif de la progression tumorale (Wright, et al.,
1994). La suppression de I’expression de la matrilysine dans des cellules néoplasiques du colon
supprime leur capacité invasive in vitro (Yamamoto, et al., 1995). La modulation de

I’expression de la matrilysine affecte la tumorigénicité in vivo des cellules (Witty, et al., 1994).
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Enzyme Tumeurs Localisation
Prostate Néoplasme
Colon Néoplasme
Matrilysine Sein Néoplasme ; conduits épithéliaux
Estomac Néoplasme
Carcinomes cutanés Néoplasme
Estomac / intestin Néoplasme
Collagénase-1 Téte et cou Stroma / Néoplasme
Sein Stroma
Collagénase-3 Sein Stroma / Néoplasme
Colon Stroma
Stromélysine-1 Oesophage Néoplasme
Carcinomes cutanés Stroma
Sein Stroma

Stromélysine-2

Stromélysine-3

Téte et cou

Sein
Carcinomes cutanés
Téte et cou
Colon
Poumon

Stroma / Néoplasme

Stroma
Stroma
Stroma
Stroma
Stroma

Gélatinase A

Col de 1'utérus
Colon
Oesophage
Poumon
Thyroide
Sein

Col de 'utérus

Stroma / Néoplasme
Stroma
Néoplasme
Stroma / Néoplasme
Néoplasme
Stroma / Néoplasme

Stroma / Néoplasme

Gélatinase B Lymphome Néoplasme / Macrophages
Sein Néoplasme / cellules endothéliales
Poumon Stroma / Néoplasme
Sein Stroma
MT-MMP-1 Colon Stroma
Téte et cou Stroma
Poumon Néoplasme

Table 2. Expression des métalloprotéases de la matrice dans les tumeurs humaines.

La table est adaptée de celle présentée dans la publication (Powell et Matrisian, 1996).
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1.7.2.4. Gélatinase A, MT-MMP-1 et invasion tumorale.

Les cellules stromales et néoplasiques semblent coopérer au processus de dégradation de
la. MEC au voisinage des cellules invasives (Noel, et al., 1994). En particulier, la
gélatinase A peut E&tre exprimée par des cellules stromales ou par des cellules néoplasiques.
Dans certains cas, elle serait spécifiquement recrutée a la surface des cellules néoplasiques
invasives et y serait activée par la MT-MMP-1.

La MT-MMP-1 a été isolée et caractérisée comme une MMP membranaire dont
I’expression a la surface cellulaire induit I’activation de la pro-gélatinase A et une augmentation
des propriétés invasives in vitro des cellules. In vivo, les cellules d’un carcinome invasif du
poumon, dans lequel des formes actives de la gélatinase A sont détectées, expriment des
transcrits de la MT-MMP-1 (Sato, et al., 1994). L’expression de la MT-MMP-1 dans les
cellules néoplasiques de tumeurs de 1’estomac et de gliomes est corrélée a I’expression et a
I’activation de la gélatinase A (Nomura, et al., 1995, Yamamoto, et al., 1996). Dans d’autres
cancers (colon, sein, téte et cou), c’est dans les fibroblastes du stroma que les transcrits
MT-MMP-1 sont détectés, en relation plus étroite avec les transcrits gélatinase A que ceux
d’autres MMPs (Okada, et al., 1995).

La gélatinase A peut présenter une localisation membranaire, mais pas exclusivement en
relation avec une MT-MMP. La localisation de la gélatinase A sur la surface de cellules
invasives peut aussi étre expliquée par sa liaison a I’intégrine aVB3 (Brooks, et al., 1996).
Une autre étude montre que la pro-gélatinase A se fixe a la surface d’extensions membranaires
spécialisées appelées invadopodia, perd son pro-peptide et que la forme active s’immobilise
sur la MEC (Monsky, et al., 1993). Les invadopodia sont les sites de I’invasion des cellules
néoplasiques dans la matrice.

Il est également remarquable que l’intégrine aVB3 puisse induire 1’expression de la
gélatinase A dans des cellules de mélanome (table 5, page 72). Les intégrines sont aussi
impliquées dans I’adhérence, une propriété cellulaire importante pour I’invasion. En particulier,
I’expression de I’intégrine aVB3 par des cellules CS-1 (lignée de mélanome) leur permet de lier
la gélatinase A. La gélatinase A inhibe 1’adhérence de ces cellules sur la vitronectine, mais pas
leur adhérence et leur migration sur le collagéne IV. L’ intégrine aVB3 pourrait donc lier a la fois

la gélatinase A et des fragments de collagéne dégradé (Brooks, et al., 1996).

1.7.2.5. Expression des MMPs et pronostic clinique.

1.7.2.5.1. La collagénase-1 et le cancer du colon.

L’expression de la collagénase-1 a été étudiée par immunohistochimie dans des tumeurs
du colon. Elle est corrélée a un mauvais pronostic. Un inhibiteur de la collagénase-1 inhibe la

croissance de tumeurs humaines du colon greffées chez la souris. Ces résultats révelent que la
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collagénase-1 est un nouveau facteur pronostique et une cible thérapeutique potentielle dans le
cancer du colon (Murray, et al., 1996).

1.7.2.5.2. La stromélysine-3.

La stromélysine-3 a ét€ isolée par criblage différentiel d’une banque d’ADNc d’une
tumeur du sein versus un tissu non malin (Basset, et al., 1990). Elle est exprimée dans le
stroma de la majorité des carcinomes invasifs du sein, mais rarement dans les carcinomes in
situ. La stromélysine-3 permet également d’identifier des sous-populations de cellules
agressives et d’apprécier le risque d’une évolution vers un cancer invasif. Son expression dans
la tumeur primaire est corrélée a la formation des métastases et a I’issue de la maladie. Elle est
indépendante des autres facteurs pronostiques étudiés (Hahnel, et al., 1993, Basset, et al.,
1994, Engel, et al., 1994, Chenard, et al., 1996).

La stromélysine-3 est également exprimée dans la plupart des carcinomes invasifs
humains, mais rarement dans des tumeurs non épithéliales. Dans tous les cas, son expression
est stromale. Comme dans les tumeurs du sein, son expression dans des carcinomes non
invasifs du col de I'utérus ou de la vessie est corrélée au risque d’évolution vers un cancer
invasif (Rouyer, et al., 1994).

La stromélysine-3 est relativement peu active sur les composants de la MEC (table 1,
page 26). Elle pourrait participer au phénotype invasif en activant d’autres protéases ou en
inactivant des inhibiteurs de protéases, comme |’al-antiprotéase (§ 1.3.3.5.3).

1.7.2.6. Conclusion.

Les MMPs sont nécessaires a la dégradation de composants spécifiques de la MEC.
Elles participent a la progression tumorale en s’exprimant a des temps différents et a des
localisations histologiques variées. La matrilysine serait 1’acteur le plus précoce. Pour certaines
tumeurs primaires, I’expression d’une MMP est un facteur prédictif de 1’évolution ultérieure de

la maladie, ce qui est potentiellement intéressant dans le choix du traitement post-opératoire.

1.7.3. Expression des TIMPs dans les tumeurs.

1.7.3.1. Introduction.

Le role des MMPs dans les cancers n’est congu que dans le sens de 1’aggravation de la
pathologie. Il est donc tentant de postuler que les TIMPs puissent étre, en raison de leur activité
anti-métalloprotéase, des inhibiteurs de la progression tumorale. Par ailleurs, 1’étude de
I’implantation du blastocyste montre la capacité de TIMP a limiter in vivo un processus invasif
induit par des MMPs (§ 1.5.1).

Plusieurs résultats confirment le pouvoir inhibiteur de TIMP dans la progression
tumorale (Khokha et Denhardt, 1989). Cependant, dans d’autres cas, une expression élevée de

TIMP est corrélée a la progression tumorale. La suppression de TIMP-1 dans une lignée de
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cellules transformées s’accompagne de la réduction de l’activité métastatique. TIMP-1 est
fortement exprimé par des métastases d’hépatocarcinome dans le poumon. Dans le cancer du

sein, une expression stromale élevée de TIMP-2 est corrélée a une activité invasive élevée.

1.7.3.2. TIMP peut inhiber la progression tumorale.

TIMP-1 peut inhiber la capacité invasive in vitro de cellules transformées, ainsi que leur
tumorigénicité et leur potentiel métastatique. Un apport de TIMP-1 exogene augmente
I’adhérence des cellules B16-F10 de mélanome de souris sur une membrane amniotique
humaine et réduit 'invasion a travers cette membrane. L’activit¢ anti-MMP de TIMP peut
expliquer ces observations par la préservation des composants de la membrane. Injectées dans
une souris, ces cellules ont un pouvoir métastatique inhibé par TIMP-1, mais la croissance des
métastases formées est inchangée. Dans ce modele, I’extravasation et/ou 'invasion semblent
inhibées par TIMP-1 (Schultz, et al., 1988). Une autre étude montre que des cellules B16-F10
surexprimant un TIMP-1 exogene ont une tumorigénicité et un potentiel métastatique inhibés
(Khokha, 1994).

In vivo, des cas de corrélation entre 1’activité métalloprotéase (qui dépend de la quantité
des MMPs et des TIMPs) et la progression tumorale sont connus. Dans les cancers du sein,
le niveau de TIMP-1 est plus bas dans les carcinomes que dans les adénomes, alors que les
quantités de la collagénase-1, des gélatinases A et B et de TIMP-2 sont semblables. La quantité
des gélatinases est nettement plus élevée dans les cas métastatiques (Iwata, et al., 1996). De
méme, dans le cancer du col de ’utérus, le rapport entre le nombre de cellules exprimant
les gélatinases et celles exprimant les TIMPs 1 et 2 semble un facteur essentiel de 1’agressivité
de la tumeur. Une réduction nette des TIMPs est observée dans les cancers a mauvais pronostic
(Nuovo, et al., 1995).

Un cas est rapporté dans lequel 1’activité métalloprotéase dans la circulation sanguine est
significative. Chez des patients en rémission aprés un cancer de I’uretere (conduit reliant le
rein a la vessie) la récurrence des cancers est élevée et la survie est plus courte lorsque le rapport
TIMP-2 sur gélatinase A dans la circulation sanguine est faible. Ce parametre est un nouvel
indicateur pronostique indépendant dans le cancer de 1’uretére (Gohji, et al., 1996).

Des études par immunohistochimie de la tumeur de I’os a cellules géantes ont
montré que ’expression des gélatinases A et B et des TIMPs 1 et 2 est différente entre les
tumeurs non-récurrentes et les tumeurs récurrentes. Ces dernieres présentent un large
déséquilibre d’expression des MMPs et des TIMPs en faveur des MMPs. L’évolution de la

pathologie n’est pas prévisible selon d’autres criteres (Schoedel, et al., 1996).
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1.7.3.3. TIMP pourrait promouvoir la progression tumorale.

1.7.3.3.1. Les TIMPs et le cancer du sein.

Une étude immunohistochimique des gélatinases A et B et de TIMP-2 dans le cancer du
sein a révélé leur expression dans la majorité des cas. Les gélatinases sont détectées a la surface
des cellules néoplasiques et TIMP-2 dans le stroma. Le niveau d’expression des gélatinases
n’est corrélé ni a la présence de métastases au moment de ’intervention, ni a 1’issue de la
maladie. Par contre, I’expression de TIMP-2 est plus élevée dans les cas de récurrence
(Visscher, et al., 1994). Une autre étude immunohistochimique de tumeurs du sein rapporte
que, dans plus de la moitié des cas, la collagénase-1, les gélatinases A et B et les TIMPs 1
et 2 sont localisés au niveau des cellules néoplasiques et, en ce qui concerne la gélatinase A,
plus particulierement a la surface cellulaire. Le taux d’activation de la gélatinase A est plus
élevé dans les cas métastatiques que dans les tumeurs non métastatiques et les adénomes (Iwata,
et al., 1996). Les ARNm TIMP-1 sont plus abondants dans des tumeurs malignes du sein que
dans des tumeurs bénignes (Yoshiji, et al., 1996).

In vitro, TIMP-2 est impliqué dans le recrutement membranaire de la gélatinase A et
dans son activation par une MT-MMP (§ 1.4.4.2). Ce mécanisme pourrait expliquer la
corrélation entre un niveau élevé d’expression de TIMP-2 et une récurrence élevée des cancers
du sein (Visscher, et al., 1994). L’activation de la pro-gélatinase A pourrait étre une étape plus
limitante pour I’activité protéolytique extracellulaire que la seule synthése de pro-gélatinase A.
En effet, le niveau global des gélatinases et pro-gélatinases dans les tumeurs est peu corrélé a la
récurrence du cancer (Visscher, et al., 1994) et, d’autre part, le taux d’activation de la
pro-gélatinase A est corrélé a la progression tumorale (Iwata, et al., 1996). Une autre étude a
montré que les potentiels tumorigénes et métastatiques de lignées cellulaires de carcinome du
sein sont corrélés a ’activation de la gélatinase A, événement localisé sur la membrane, mais
pas a son taux d’expression (Azzam, et al., 1993).

I faut aussi rappeler que TIMP-1 induit la croissance de kératinocytes en culture,
indépendamment de sa capacité a réguler la composition de la MEC. La déplétion de TIMP-1
dans le sérum utilisé en culture cellulaire supprime I’induction par le sérum de la prolifération
des cellules MCF7 ( lignée de carcinome du sein) (§ 1.4.5.1). Il n’est donc pas exclu que un ou
des TIMPs puissent dans certains cas contribuer directement a la croissance tumorale, en
particulier dans le cancer du sein.

Il est également remarquable que TIMP-3 ait ét€ isolé dans une banque d’ADNc
préparée a partir d’une tumeur du sein, criblée par une sonde TIMP dégénérée. TIMP-3 est
exprimé dans toutes les tumeurs du sein étudiées (Uria, et al., 1994). La synthése de ChIMP-3,
I’homologue potentiel de TIMP-3 chez le poulet, est stimulée dans les stades précoces de la
transformation de fibroblastes de poulet. De plus, I’addition dans une culture de protéine

ChIMP-3 purifiée induit certains caractéres phénotypiques de cellules transformées (Yang et
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Hawkes, 1992). Ces observations suggerent que TIMP-3 pourrait contribuer 2 la transformation
cellulaire et a la progression tumorale.

1.7.3.3.2. Les TIMPs et la formation des métastases.

Dans le cas des hépatocarcinomes, I’expression des TIMPs 1 et 2 est plus élevée
dans la tumeur primaire que dans le tissu sain. TIMP-2 est exprimé plus faiblement que
TIMP-1. L’expression des TIMPs dans les tumeurs est le plus souvent homogene. Le niveau
d’expression des TIMPs n’est pas corrélé au stade de progression de la tameur primaire, mais
I’expression de TIMP-1 dans les métastases pulmonaires est toujours €levée (Nakatsukasa, et
al., 1996).

Une étude in vivo a montré que la formation de métastases dans le poumon par des
cellules du derme transformées est identique chez des souris déficientes en TIMP-1 et chez des
souris de type sauvage dont les poumons produisent naturellement TIMP-1. Au contraire, la
mutation du géne de TIMP-1 dans les cellules injectées, par insertion d’un codon stop dans le
3° exon, augmente le pouvoir métastatique de deux lignées cellulaires mais, d’une maniére
inattendue, inhibe 37 fois celui d’une troisieme lignée (Soloway, et al., 1996). Ces résultats

suggerent que TIMP-1 peut, selon la tumeur, inhiber ou favoriser la formation de métastases.

1.7.3.3.3. Autres cancers.

D’autres études indiquent que I’activation de la gélatinase A par la MT-MMP-1 est une
étape clé de I’acquisition du phénotype invasif dans des cancers du poumon (Tokuraku, et al.,
1995), de l'ovaire (Fishman, et al., 1996) et de I’estomac (Nomura, et al., 1996). Les
observations effectuées suggerent que 1’activation de la gélatinase A est médiée par TIMP-2.

1.7.3.4. Conclusion.

Les observations contrastées sur 1’expression et les fonctions potentielles des TIMPs
dans des tumeurs ou dans des cultures de cellules transformées semblent refléter les différentes
propriétés des TIMPs mises en évidence in vitro (activité anti-métalloprotéase, médiation de
’activation de la gélatinase A par la MT-MMP-1, activité anti-angiogénique, stimulation de la
prolifération). L’activité anti-métalloprotéase de TIMP limite I’invasion cellulaire en inhibant la
dégradation de la MEC ou pourrait hypothétiquement la favoriser par une augmentation de
I’adhérence. La préservation des composants extracellulaires prévient aussi la stimulation de la
prolifération et/ou de I’expression de protéases par des facteurs de croissance (§ 1.9.2.2)
immobilisés dans la MEC ou par des produits de dégradation de la MEC (régulation via les
intégrines, § 1.9.2.4.1).

Dans plusieurs cancers, et en particulier dans le cancer du sein, une coopération entre
TIMPs et MMPs a la progression tumorale est envisageable sur la base d’analyses

biochimiques, histologiques et cliniques. Il est nécessaire de préciser les propriétés des TIMPs
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par des études complémentaires et d’étre trés prudent dans 1’évaluation de leur rdle dans les

cancers.

1.7.4. Utilisation thérapeutique des inhibiteurs de protéases.

Des inhibiteurs de MMPs synthétiques (MMPIs), ou des inhibiteurs d’autres protéases,
ont été utilisés dans le traitement de tumeurs. Ils sont capables d’inhiber la croissance tumorale
(en préservant I’encapsulation stromale et en inhibant ’angiogenése tumorale) ou d’inhiber la
formation des métastases (DeClerck et Imren, 1994).

En raison de leur mode d’action, il est anticipé les MMPIs auront un profil de toxicité
trés différent des drogues cytotoxiques. Ils pourraient interagir avec d’autres protéases
dépendantes du zinc ou pourraient interférer avec la maturation des cytokines. La seconde
génération de MMPIs est susceptible d’€tre administrée par voie orale, plutdt qu’en application
locale, ce qui est trés important en raison de la nécessité de traitements a long terme (Talbot et
Brown, 1996).

Les TIMPs ne semblent pas avoir été testé cliniquement comme agents anti-tumoraux.

1.7.5. Interactions cellules néoplasiques / fibroblastes

1.7.5.1. Modélisation des interactions néoplasme / stroma.

La réponse du tissu hote au néoplasme freine la croissance de la tumeur mais peut aussi
contribuer a la progression tumorale. L’expression de MMPs par des fibroblastes du stroma est
un élément de cette réponse.

La coculture de cellules néoplasiques d’origine épithéliale et de fibroblastes permet de
modéliser in vitro I’interaction néoplasme / stroma. L.’addition dans une culture cellulaire d’un
milieu conditionné ou de cellules tuées par congélation permet de déterminer si une modification
de I'expression des MMPs ou des TIMPs est médiée par un facteur soluble (stimulation
paracrine) ou si elle dépend de contacts cellulaires directs.

1.7.5.2. Expression des MMPs et de TIMP-1.

La coculture de 5 lignées néoplasiques avec des fibroblastes normaux induit 1’expression
de la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de TIMP-1 dans les fibroblastes.
L’observation d’une induction dépend du rapport entre les deux populations. Lorsque le nombre
de fibroblastes est 10 fois plus élevé que le nombre de cellules néoplasiques, c’est I’expression
des MMPs qui est induite ; lorsque ces nombres sont égaux, c’est I’expression de TIMP qui est
induite. Ces résultats indiquent que les interactions cellulaires modifient I’activité protéolytique
extracellulaire (Nabeshima, et al., 1994).

Une étude a montré que ’activité collagénolytique exprimée par des fibroblastes est

induite (x 15 a 50) par un facteur soluble produit par des cellules de carcinome du poumon
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(Biswas, 1984). Ce facteur pourrait €tre le TCSF, un facteur tumoral stimulant 1’expression de
la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase A (§ 1.9.2.6).

La MT-MMP-1 est exprimée dans des cellules stromales proches des sites d’invasion
dans des tumeurs du sein. Un milieu conditionné par les cellules MDA-MB-231 (lignée invasive
de cancer du sein) induit I’expression d’ARMm MT-MMP-1 et D’activation de la
gélatinase A dans une culture de fibroblastes humains. Cette induction n’est pas obtenue avec
un milieu conditionné par les cellules MCF-7 (lignée non invasive de cancer du sein) (Polette, et
al., 1997b). Ces observations suggeérent qu’un facteur soluble produit par les cellules
néoplasiques pourrait induire I’expression de la MT-MMP-1 dans le stroma et 1’activation de la
gélatinase A. La corrélation avec la capacit€ invasive des cellules néoplasiques suggére que ce
mécanisme est fonctionnel dans I’invasion.

L’expression de la matrilysine est induite dans une culture de kératinocytes tumoraux
par un facteur soluble produit par des fibroblastes. La gélatinase B est induite dans une
coculture de ces cellules, mais pas lors de tests utilisant un milieu conditionné ou des cellules
tuées. L’induction pourrait €tre médiée par un facteur membranaire détruit ou perdu pendant la
congélation / décongélation, ou par la coopération de contacts cellulaires directs et d’un facteur
cellulaire soluble (Borchers, et al., 1994).

Des fibroblastes induisent I’expression de la gélatinase B dans des cellules
néoplasiques du sein via un facteur soluble. Ce résultat pourrait expliquer que in vivo la
quantité des transcrits de la gélatinase B observés au niveau des cellules néoplasiques est plus
élevée a I’interface néoplasme / stroma (Lengyel, et al., 1995, Himelstein et Muschel, 1996).

L’expression de la gélatinase B est également induite dans des fibroblastes d’origines
différentes par des contacts directs avec des cellules néoplasiques de tumeurs colorectales
primaires, mais pas en présence de cellules de métastases hépatiques ou lymphatiques. Cette
induction est bloquée completement par un anticorps anti-intégrine 1 et partiellement par des
anticorps anti-o5 ou anti-oV (Segain, et al., 1996). Cette observation rappelle 1’expression de la
collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase B induite dans des fibroblastes par
I’activation de I’intégrine o581, un récepteur de la fibronectine (§ 1.9.2.4.1).

Ces résultats montrent que des stimulations paracrines et des contacts cellulaires directs
entre des cellules épithéliales néoplasiques et des fibroblastes influencent I’expression de
plusieurs genes par ces cellules. La progression tumorale peut étre expliquée non seulement par
I’activation de proto-oncogeénes dans les cellules néoplasiques, mais aussi par 1'induction de
MMPs et de TIMPs dans des cellules néoplasiques ou stromales sous l'influence d’autres
cellules.

1.7.5.3. Implication du facteur de transcription Etsl.

Le géne ets/ est un bon candidat a I'induction dans le stroma de genes controlant
Pactivité protéolytique extracellulaire, sous I’influence des cellules néoplasiques. Il est régulé

par des cytokines et des facteurs de croissance. Nous notons que les facteurs Fos-Jun sont
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également inductibles par de nombreux stimuli extracellulaires (§ 2.1, 2.10) et induisent
plusieurs MMPs, TIMP-1 (§ 1.9.1.2) et 'uPA (§ 3.7.2.2.3) en coopération avec des facteurs
Ets.

Des milieux de culture conditionnés par des lignées néoplasiques induisent 1’expression
de ets! par des fibroblastes. Le TNF-a et I'IL-1 induisent une élévation des ARNm ets]
observée entre 1 h et 19 h aprés le traitement. L’induction par le bFGF, I’EGF et le PDGF se
manifeste seulement apreés 19 h. Cependant, ces trois facteurs augmentent ’induction par le
TNF-a a partir de 4 h. L’association de I'IL-1 au TNF-a est sans effet supplémentaire. Ces
résultats indiquent que ets] est induit par plusieurs facteurs et qu’il est en particulier un géne de
réponse précoce au TNF-a (Gilles, et al., 1996).

Il est remarquable que dans les tumeurs invasives l’expression du facteur de
transcription c-etsl soit localisée dans les cellules endothéliales et les fibroblastes du stroma et
soit corrélée a D’expression dans les fibroblastes de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1. c-ets] n’est pas exprimé dans les tumeurs bénignes (Vandenbunder, et al.,
1994b, Calmels, et al., 1995).

Une autre étude montre que les ARNm ets] et collagénase-1 sont coexprimés dans les
mémes régions du stroma, dans 11 tumeurs du poumon sur 34 étudiées. De plus, leurs niveaux
d’expression sont corrélés. Ces résultats suggerent que le facteur de transcription Ets1 pourrait
contribuer a I’induction de la collagénase-1 dans le stroma et participer a I’invasion tumorale
(Bolon, et al., 1995).

Dans un systeme de coculture, 'uPA et le facteur de transcription efsI sont induits
dans des fibroblastes par un facteur soluble produit par des kératinocytes tumoraux. Des

contacts cellulaires directs contribuent également a I’expression de ets! (Borchers, et al., 1994).

1.8. Implication des MMPs et TIMPs dans I'angiogenése tumorale.

1.8.1. Introduction.

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans 1’embryon ou chez 1’adulte (dans
I’inflammation, la réparation de blessures, le cycle menstruel, la formation d’os, la croissance
tumorale) est appelée angiogenese. Elle nécessite la prolifération et la migration des cellules
endothéliales. Lors de la formation d’un nouveau vaisseau chez 1’adulte, les cellules
endothéliales d’un capillaire préexistant doivent d’abord dégrader la membrane basale qui
Pentoure. Les cellules migrent ensuite de la paroi du vaisseau vers la source du stimulus
angiogénique. Ces étapes nécessitent la dégradation de 1a MEC par des protéases.
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1.8.2. Cultures de cellules endothéliales.

1.8.2.1. Expression des MMPs et des TIMPs:.

C’est in vitro que I’expression des MMPs et des TIMPs par des cellules endothéliales a
d’abord été observée. Des cellules endothéliales en culture expriment constitutivement la
collagénase-1, la gélatinase A et les TIMPs 1 et 2. Le traitement des cellules par le
TNF-« induit ’expression de la stromélysine-1. Le PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate)
induit également TIMP-1 et la gélatinase B, I’expression de cette derniére pouvant étre
ensuite augmentée par le TNF-o ou I'IL-1a (Hanemaaijer, et al., 1993).

Des cellules endothéliales humaines de cordon ombilical ou de vaisseaux de la peau
stimulées par le PMA envahissent un gel de collagéne et y forment des tubules semblables a des
vaisseaux. La production de collagénase-1 active est fortement stimulée et, dans une moindre
mesure, la production de gélatinase A active. L’addition de TIMP bloque I’invasion dans le gel
et la formation des tubules. Ces résultats montrent que la collagénase-1 est nécessaire a
I’angiogenese in vitro (Fisher, et al., 1994).

La pro-gélatinase A et la gélatinase A ont été détectées dans une fraction membranaire
de cellules endothéliales humaines. Les membranes induisent Iactivation d’une
pro-gélatinase A exogéne. Le traitement préalable des cellules par le TPA augmente cette
capacité d’activation, ainsi que ’expression de la MT-MMP-1. La gélatinase A pourrait étre
activée par la MT-MMP-1 a la surface des cellules endothéliales et €tre impliquée dans la
dégradation de 1a membrane basale lors de 1’angiogenese (Lewalle, et al., 1995).

1.8.2.2. Facteurs de transcription liés a l’angiogenese.

La régulation de deux facteurs de transcription, Ets1 et ARNT, a été observée en relation
avec I’angiogenese. Les ARNm etsI sont induits par les facteurs angiogéniques aFGF, bFGF,
VEGF et EGF, dans plusieurs lignées de cellules endothéliales humaines. Un oligonucléotide
ets] antisens bloque la synthése des protéines Etsl, uPA et collagénase-1 induite par les
facteurs angiogéniques et bloque la migration des cellules et la formation de tubes (Iwasaka, et
al., 1996).

ARNT (« arylhydrocarbon-receptor nuclear translocator ») est membre d’une famille
de facteurs de transcription & domaines basiques et hélice-boucle-hélice qui forment des
hétérodimeres. Il est induit en réponse a I’hypoxie ou a I’hypoglycémie. Des embryons de
souris déficients en ARNT meurent au jour E 10.5. Ils présentent un défaut de vascularisation
semblable a celui observé chez des souris déficientes en VEGF. ARNT pourrait réguler

I’expression de facteurs angiogéniques (Maltepe, et al., 1997).

1.8.3. Un modele de I’angiogenése tumorale.

Le modele suivant a été proposé pour décrire 1I’angiogenese tumorale (Mignatti et Rifkin,

1996). Les activateurs du plasminogéne déclenchent une cascade de clivages qui conduisent a
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I'apparition de concentrations localement élevées de plasmine et de MMPs actives. Cette
activité protéolytique permet la dégradation de la membrane basale et la migration des cellules
endothéliales.

Les activités protéolytiques permettent aussi de libérer et d’activer des facteurs de
croissance immobilisés dans la MEC. La plasmine libére le bFGF et le VEGF 2 partir de la
surface cellulaire et de la MEC (Saksela et Rifkin, 1990, Houck, et al., 1992). In vitro, ces
deux facteurs de croissance stimulent I’expression par les cellules endothéliales de I'uPA, du
tPA, de 'uPA-R et de la collagénase-1. La plasmine induit également 1’activation du TGF-p
latent (Sato et Rifkin, 1989). In vitro, le TGF-8 actif réduit les effets du bFGF sur les cellules
endothéliales, en inhibant I’expression de I’'uPA et en stimulant celle du PAI (Saksela, et al.,
1987, Flaumenhaft, et al., 1992).

L’expression de protéases dans le stroma n’explique pas la localisation du processus
invasif & 'extrémité d’un capillaire en extension. Les cellules endothéliales a 1’extrémité
migrent, alors qu’il est important que toutes les autres restent stationnaires pour préserver la
structure du capillaire. Le TGF-p pourrait contribuer a une réversion de la capacité invasive des
cellules endothéliales et a la stabilité des capillaires formés (Mignatti et Rifkin, 1996).

1.8.4. Observations in vivo.

Plusieurs études ont indiqué que I’expression in vivo de certaines protéases n’est pas
détectée dans les cellules endothéliales, mais au contraire dans les fibroblastes du stroma
(hybridation in situ ou immunohistochimie) (Vandenbunder, et al., 1994a). 1l est possible que
les cellules endothéliales recrutent a leur surface 'uPA (Pepper, et al.,, 1993) ou la
gélatinase A (Brooks, et al., 1996), sans les exprimer elles-mémes. Inversement, il n’est pas
exclu qu’une expression transitoire de protéases par les cellules endothéliales ait échappée a la
détection. L’expression de protéases par les cellules endothéliales (comme observé in vitro)
pourrait contribuer 2 initier le processus invasif, en particulier la dégradation de la membrane
basale entourant le vaisseau préexistant.

Dans le cas du sarcome de Kaposi (présenté en § 1.7.1), P'implication d’une MMP
semble nécessaire 4 1’angiogenése tumorale. L’inhibition de la gélatinase A par I’apport de
son pro-peptide ou de TIMP-2 bloque I’angiogenése induite par un facteur soluble produit par
les cellules du sarcome de Kaposi. Ce résultat est obtenu in vitro (culture de cellules
endothéliales sur matrigel, en milieu conditionné par des cellules néoplasiques) et in vivo
(injection de matrigel et de milieu conditionné dans la souris) (Albini, et al., 1994, Benelli, et
al., 1994).

Un antagoniste de 'uPA-R, construit & partir du domaine de I'uPA semblable a I'EGF,
inhibe la vascularisation et la croissance d’un mélanome développé aprés ’injection de cellules
B16-BL6 chez la souris. L’uPA et son récepteur sont des €léments clé d’une cascade
protéolytique et sont des cibles potentielles en vue d’inhiber la progression tumorale (Min, et
al., 1996a).
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1.8.5. L’activité anti-angiogénique des TIMPs 1 et 2.

La densité des micro-vaisseaux dans le cancer du sein est considérée comme un facteur
pronostique. Etant donné I'implication des MMPs dans I’angiogenese, cette observation a
motivé I’étude de ’action d’un TIMP-1 exogéne sur I’angiogenese in vitro. Sous forme d’une
molécule de 29 kDa, TIMP-1 inhibe I’activit¢ MMP et I’angiogenese. Sous forme d’agrégats de
66 kDa, il n’inhibe plus I’activit¢ MMP mais inhibe encore 1I’angiogenése comme la forme de
29 kDa. Ces résultats révelent un pouvoir anti-angiogénique de TIMP-1 indépendant de son
activité anti-MMP (Thorgeirsson, et al., 1996).

Une revue antérieure a ces travaux a au contraire suggéré que TIMP-1 inhibait
I’angiogenése tumorale en partie via ’inhibition des protéases. Le pouvoir inhibiteur de TIMP-1
sur la capacité invasive des cellules endothéliales est fortement diminué en présence d’anticorps
neutralisant la gélatinase A. Cette observation suggere que !’activité anti-angiogénique de
TIMP-1 serait une conséquence de son activité anti-MMP. Cette publication rapporte cependant
que l’inhibition par TIMP-2 de la réponse angiogénique au bFGF serait indépendante de
I’activité anti-MMP (Ray et Stetler, 1994).

Nous avons vu également que des résultats contrastés ont été rapportés sur I’influence
des TIMPs 1 et 2 sur la prolifération des cellules endothéliales en culture (§ 1.4.5.2).

1.8.6. Conclusion.

Il semble difficile d’établir clairement un modele de I’angiogengse tumorale et d’évaluer
en détail sa pertinence in vivo. Les intervenants sont tres complexes (protéases s’activant en
cascade, inhibiteurs de protéases et facteurs anti-angiogéniques, facteurs de croissance latents
dans la MEC). A notre connaissance, Ets1 est le seul facteur de transcription régulant des genes
de protéases pour lequel une implication lors de I’angiogenése soit suggérée.

11 est difficile d’exploiter les observations in vitro, car elles correspondent peut-€tre
in vivo a des événements treés localisés dans 1’espace et le temps, dans le contexte de structures
extracellulaires de composition variée et soumises a I’activit¢ dynamique de plusieurs types
cellulaires. Les recherches in vitro sont néanmoins indispensables a I’identification des acteurs
potentiels de I’angiogenese.
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1.9. La régulation transcriptionnelle des MMPs et des TIMPs.
1.9.1. Eléments régulateurs et facteurs de transcription.

1.9.1.1. Présentation d’ensemble.

La synthese des MMPs est suivie rapidement par leur sécrétion. Les signaux qui régulent
I’expression des MMPs agissent presque exclusivement au nivean de la transcription
(Woessner, 1991), ce qui confére une importance toute particuliere a 1’étude de la régulation de
I'activité des promoteurs des MMPs. La figure 9 présente des sites de fixation de facteurs de
transcription dans les promoteurs de plusieurs MMPs et TIMPs humains. Certains sites sont
fonctionnels (ils sont nécessaires a la régulation de la transcription par des facteurs spécifiques
qui reconnaissent ces sites), d’autres sont potentiels (ils ont été identifiés par homologie de

séquence avec des sites fonctionnels connus dans d’autres promoteurs).

1.9.1.2. Les sites EBS et AP-1. Le site TTCA.

Les sites EBS sont les cibles des facteurs de transcription de la famille Ets. Les
promoteurs de la matrilysine, de la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase B
contiennent des sites EBS fonctionnels.

Dans le cas de la stromélysine-1, nous rapportons que Ets2, mais pas Erg (« géne
se rapprochant de ets »), induit la transcription via un tandem inversé de sites EBS
(-216 CAGGAAGC ACTTCCTG). De plus, Erg inhibe la transcription induite par Ets2
(§ 4.1). La stromélysine-1 a également été identifiée comme un géne cible de EWS-Flil
(Braun, et al., 1995). EWS-Flil est un facteur impliqué dans la majorité des .sarcomes
d’Ewing. Il résulte de la fusion par translocation chromosomique de la région N-terminale de
EWS avec le DBD de Flil, un membre de la famille Ets (May, et al., 1993).

Dans le cas de la collagénase-1 humaine, le site EBS (-89 GAGGATGT) est voisin
d’un site AP-1 (-72 TGAGTCA). Les sites AP-1 sont les cibles des facteurs de la famille
AP-1, comme par exemple le complexe c-Fos / ¢-Jun, également appelé complexe AP-1.
L’expression de c-fos est nécessaire a la transcription de la collagénase-1, basale ou induite par
d’autres oncogeénes (v-src, c-Ha-ras, v-mos) ou par les esters de phorbol, dans les cellules
NIH 3T3 (fibroblastes de souris immortalisés) (Schonthal, et al., 1988). Ces résultats
suggérent que la famille AP-1 joue un role essentiel dans I'induction du promoteur de la
collagénase-1.

Une étude par mutation montre que le site AP-1 est nécessaire a Iactivité induite par le
TPA ou par des oncogénes. Le site EBS adjacent n’est pas nécessaire a 1'inductibilit¢ mais
permet d’obtenir un niveau plus €élevé. Cette paire de sites EBS-AP-1 constitue un site TORU
(unité de réponse au TPA et a des oncogenes) (Gutman et Wasylyk, 1990).
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Figure 9A. Sites fonctionnels des promoteurs de quelques MMPs humains et de TIMP-1 murin.
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Figure 9B. Sites fonctionnels ou potentiels des promoteurs de quelques MMPs et TIMPs humains.




Légende.

Les promoteurs sont représentés avec des sites cibles de facteurs de transcription,
potentiels (en italique) ou fonctionnels (typographie normale). Les sites ont ét€ mentionnés ou
caractérisés dans des publications (références ci-dessous), ou ont ét€ identifiés par recherche
systématique. Les consensus utilisés dans cette recherche sont également indiqués. Ces
consensus ont été définis dans des publications ou ont été déduits, avec un souci de simplicité
mais pas d’exhaustivité, a partir de séquences fonctionnelles publiées. Certaines séquences sont
particulierement fréquentes et tous les sites potentiels correspondants ne peuvent pas é&tre
représentés. Les sites EBS, EBS like, AP-1 like, TIE like et UEF3/NIP, fonctionnels ou
potentiels, ne sont indiqués que s’ils sont mentionnés dans une publication. Tous les sites
AP-1, TIE, NIP, les cceurs Spl GGGCGG et les boites GT sont indiqués. Dans le promoteur
de TIMP-2, des sites Sp1 ne contenant pas le ceeur GGGCGG sont signalés par les auteurs de
la séquence. Contrairement aux autres promoteurs, un EBS potentiel du promoteur de TIMP-1,
identifié¢ par recherche systématique, est indiqué. Les promoteurs des TIMPs?2 et3 ne
contiennent aucun EBS. Les promoteurs des TIMPs humains ne contiennent apparemment pas
de boite TATA vers (-30), mais TIMP-2 présente une boite TATA like (-327).

Définitions des séquences cibles.

AP-1: TGAGTCA (Angel, et al., 1987, Deutsch, et al., 1988, Ryseck et Bravo, 1991)
EBS : (G/C)AGGA(A/TY(GT/GC/AT) ; n(G/IC)GGA(A/TYGT/GC/AT)
(Wasylyk, et al., 1993)
SPRE : ACTAGT (Sanz, et al., 1994)
TIE : (G/A)nnTTGG(T/A)G/A)
(Kerr, et al., 1990, Gaire, et al., 1994, Matrisian, 1994)
Spl: GGGCGG (ne recouvre pas toutes les séquences Spl potentielles)

(Dynan et Tjian, 1983, Thiesen et Bach, 1990)
boite GT : GGGGTGGGG (Sato, et al., 1993)
UEF3/NIP : TG(A/G)CAG (Berthelsen, et al., 1996)
NIP : CTCACnTnC (Engeland, et al., 1995)
NK«B : GGG(A/G)nnT(T/A/C)CC (Muller, et al., 1993)
site « like » : site consensus avec modification(s) ponctuelle(s)

Identification de sites dans les promoteurs.

Matrilysine : TIE, EBS, AP-1 (Gaire, et al., 1994)

Collagénase-1 : EBS, AP-1 (Angel, et al., 1987, Gutman et Wasylyk, 1990)
AP-1 like (étudié dans le promoteur de lapin) (White et Brinckerhoff, 1995)
TTCA (lapin) (Auble et Brinckerhoff, 1991, Pan, et al., 1992, White et
Brinckerhoff, 1995)
inhibition par le TGF-8 (Edwards, et al., 1987)

Stromélysine-1 : AP-1 (Buttice, et al., 1991)
EBS (Buttice et Kurkinen, 1993)
SPRE (Kirstein, et al., 1996)
UEF3/NIP, EBS like (Sirum-Connolly et Brinckerhoff, 1991)
NF-IL6, HMG (non représentés, voir § 4.1.2)

Stromélysine-2 : AP-1 like (Sirum et Brinckerhoff, 1989)

Stromélysine-3 : tous les sites sauf TIE et NIP (Anglard, et al., 1995)

Gélatinase A :  Spl (Matrisian, 1994)
AP-2 (-1685) (Frisch et Morisaki, 1990)
AP-2 (+146) (Huhtala, et al., 1990, Somasundaram, et al., 1996)
(NB : la séquence en amont de -426 n’est pas publiée)

Gélatinase B :  paire EBS-AP-1 (Gum, et al., 1996)
NKkB like, Sp1, AP-1, TIE like (Sato et Seiki, 1993)
boite GT (Sato, et al., 1993)

TIMP-1 : AP-1 like-EBS (souris) (Edwards, et al., 1992, Logan, et al., 1996)
TIMP-2 : AP-1, Spl, AP-2, TATA like (DeClerck, et al., 1994)
TIMP-3 : Spl, NF1, C/EBP like (Wick, et al., 1995)

57



Abréviations.
AP-1: protéine activatrice 1
SPRE : élément de réponse au PDGF de la stromélysine-1
TIE : élément d’inhibition TGF-
UEF : facteur de I’élément activateur de I’'uPA (« uPA enhancer factor »)
NIP :  protéine nucléaire d’inhibition
RARE : élément de réponse a I’acide rétinoique

Les sites EBS et AP-1 du promoteur de la collagénase-1 sont nécessaires a 1’induction
par le facteur Erg qui interagit physiquement avec le complexe c-Fos/c-Jun (§ 4.1).
Inversement, des promoteurs délétés de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 contenant leur
site AP-1 (-72 et -70) mais pas le site EBS (coll.-1, -89) ou le tandem EBS inversé (str.-1) ne
sont pas induits par le complexe c-Fos/c-Jun. En présence des sites EBS et AP-1, une
induction par c-Fos / c-Jun est observée (Butticé et Kurkinen, 1994).

Des membres spécifiques de la famille Ets régulent la collagénase-1 en coopération avec
AP-1. Nous avons montré que Erg induit (x 20) le promoteur de la collagénase-1 (-610/+61)
en cellules HepG2, ainsi que Ets2 dans une moindre mesure (x 3.5). Erg est recruté sur le
promoteur au niveau du site EBS (-89) par une interaction protéique avec le complexe
c-Fos / c-Jun lié sur le site AP-1 voisin (-72) (§ 4.1). Un autre groupe a ensuite montré
que Etsl induit (x 10) le promoteur de la collagénase-1 (3.8 kb) et stimule I'induction par le
TPA (x 2.2), par c¢-Jun (x 2.3) ou par JunB (x 4), dans les fibroblastes NIH 3T3. Flil et
PU.1, deux membres de la famille Ets, n’ont pas d’effet significatif seuls. Flil augmente
cependant I’induction par le TPA (x 2.2), par c-Jun (x 1.4), mais pas par JunB. Au contraire,
PU.1 inhibe I’induction par le TPA (:2.5, retour au niveau basal), par c-Jun ou
JunB (: 2.3). Dans des cellules exprimant stablement PU.1, le promoteur de la collagénase-1
est moins actif et la liaison des facteurs c-Jun et JunB est plus faible (Westermarck, et al.,
1997). Ces études montrent que 5 facteurs de la famille Ets régﬁlent différemment le promoteur
de la collagénase-1, selon une coopération ou un antagonisme avec AP-1.

Une étude par délétion montre que le site AP-1 (-77) du promoteur de la collagénase-1
de lapin est nécessaire au niveau basal, mais qu’il ne permet pas I’induction par le PMA dans
une culture primaire de fibroblastes de lapin. Au contraire, un site EBS (-94), un site contenant
la séquence TTCA (-109) et la région (-182/-149) participent efficacement & 1’induction (Auble
et Brinckerhoff, 1991, Pan, et al., 1992). Cette région contient un site AP-1 like
(-186 TTAATCA) responsable de son activit¢ (White et Brinckerhoff, 1995). Une étude
moléculaire détaillée montre que c-Fos et JunD participent aux complexes qui lient les sites
AP-1 et AP-1 like. Fra-2, un membre de la famille Fos, est détecté au niveau du site AP-1,
mais pas sur le site AP-1 like. Nous notons que les sites AP-1 like et TTCA sont conservés
identiquement chez 'homme (-181, -104), ou leur fonctionnalité¢ n’a pas été étudiée a notre

connaissance. Au contraire, le promoteur de la collagénase-1 de souris (-660/+32) ne contient
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pas de site TTCA vers -100 et aucun site AP-1like semblable (recherche des séquences
T(G/T)A(G/A/T)TCA).

Des résultats comparables ont ét€ obtenus avec la stromélysine-1, en ce qui concerne
I’expression basale et 1’induction par les esters de phorbol. Deux études du promoteur humain
par délétion et par mutation montrent que le tandem inversé de sites EBS (-216, -208), mais pas
le site AP-1 (-70), est nécessaire a l'induction par le TPA dans une culture primaire de
fibroblastes humains. Le tandem EBS est également la cible de I'induction par Ets2 (Butticg, et
al., 1991, Buttice et Kurkinen, 1993). Le tandem EBS inversé et le site AP-1 sont conservés
chez le rat (-205, -197, -71) et le lapin (-206, -198, -64), ce qui pourrait traduire leur
importance fonctionnelle. La régulation des stromélysines 1 et 2 par le TPA est spécifique
des types cellulaires. Le TPA induit exclusivement les ARNm de la stromélysine-1 dans des
fibroblastes humains gingivaux et la stromélysine-2 dans des kératinocytes de la peau (Windsor,
et al., 1993). Cette spécificité pourrait s’expliquer par la différence de nombre et de position des
sites EBS, ainsi que par la différence entre les sites AP-1 (str.-1, -70 TGAGTCA) et AP-1 like
(str.-2, -65 TGAATCA).

Le promoteur de la gélatinase B contient également une paire EBS-AP-1 (-541, -533)
qui participe a I’induction par ras, ainsi que le site NFxB like (-599) et une boite GT (-54) (site
susceptible d’étre liée par des protéines Spl) (Gum, et al., 1996). Le TPA et le TNF-a
induisent le promoteur via un site AP-1 (-79) qui coopere avec le site NK«B like (-599) ou
avec un site Sp1 (-563) (Sato et Seiki, 1993). Au contraire, le promoteur de la gélatinase A
ne contient pas de site AP-1 et n’est pas inductible par le TPA (Frisch et Morisaki, 1990).

Chez la souris, le promoteur de TIMP-1 présente une paire de sites fonctionnels
AP-1like (-59 TGAGTAA) et EBS (-46). Le site AP-1 like lie le complexe c-Fos / ¢-Jun
ainsi que d’autres facteurs qui ne s’associent pas au site AP-1 de la collagénase-1 (Edwards, et
al., 1992). Cette paire de sites permet une induction de la transcription par la coopération des
facteurs AP-1 et Etsl (Logan, et al., 1996). Nous remarquons que la région (-69/-31) est
conservée chez ’homme en position (-102/-64), avec 38 bases identiques sur 39. L’activité de
la paire homologue AP-1 like-EBS (-92, -79) du promoteur humain n’a pas ét€ étudiée a notre
connaissance.

Le promoteur de la matrilysine contient €galement un site AP-1 (-67). Ces
5 promoteurs contenant un site AP-1 ou AP-1like en position (-7217) ont également en
commun avec la stromélysine-3 une boite TATA, absente des autres promoteurs MMPs ou
TIMPs présentés ici. Ces similitudes pourraient expliquer 1’expression de plusieurs MMPs dans
des situations semblables, par exemple en réponse a E1A-F (§ 1.9.1.3) ou a I'IL-1p
(§ 1.9.2.2.2).

Ces résultats mettent en évidence des mécanismes de complémentarité ou
d’interdépendance entre les sites AP-1 et EBS et entre des membres spécifiques des familles de
facteurs de transcription AP-1 et Ets, dans I'induction de la transcription de plusieurs MMPs et

de TIMP-1. D’autres exemples spécifiques d’interaction entre les familles AP-1 et Ets sont
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connus au niveau transcriptionnel (§ 3.7.2.2). Dans deux cas des interactions protéiques ont été
caractérisées, entre Elfl et c-Jun (§ 3.7.3.5) et entre Erg et c-Fos / c-Jun (§ 4.2).

1.9.1.3. Induction par EIA-F.

La protéine E1A-F a été caractérisée a partir d’extraits nucléaires de cellules HeLa (lignée
de carcinome du col de I’utérus) comme une activité se liant a I’élément activateur du géne E1A
de I’adénovirus de type 5. E1A-F pourrait €tre I’homologue humain du facteur PEA3 de souris.
Des tests de transactivation en culture cellulaire montrent que E1A-F induit les promoteurs de la
collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase B, dans les cellules MG63
(lignée d’ostéosarcome humain). C’est la premiere fois qu'une induction transcriptionnelle de
ces 3 MMPs par un méme membre de la famille Ets est rapportée. La délétion du site EBS de la
collagénase-1 abolit 1’activation par E1A-F. PEA3 et E1A-F induisent la collagénase-1 en
coopération avec le complexe AP-1 (Higashino, et al., 1995).

La transfection de cellules MCF-7 (lignée non invasive de carcinome du sein), par
E1A-F confére les propriétés d’invasion et de motilité et augmente 1’expression de la
gélatinase B. Par ailleurs, I’expression de E1A-F et de la gélatinase B est élevée dans plusieurs
lignées tumorales (Kaya, et al., 1996).

Ces études indiquent que E1A-F est un facteur capable d’induire plusieurs MMPs et que
cette induction semble importante en terme d’invasion tumorale.

1.9.1.4. Le site SPRE.

Le promoteur de la stromélysine-1 est a l’origine de la découverte du site SPRE
(palindrome ACTAGT), un élément de réponse au PDGF (Sanz, et al., 1994). Des facteurs de
croissance participent a I’activation mitogene des cellules dans le cancer et le PDGF contribue
également 2 la transformation du phénotype en induisant 1’expression de la stromélysine-1.
Cette induction met en jeu une voie de signalisation originale, passant par la {PKC (une PKC
insensible au PMA), dont le site SPRE est la cible finale. Le site SPRE est la cible d’un nouveau
facteur de transcription, la SPBP (« protéine liant le SPRE ») (Sanz, et al., 1995). La SPBP
induit un promoteur minimal TK contrdlé par un site SPRE. Elle présente un domaine basique
semblable au domaine liant I’ ADN de Fos et Jun et un domaine potentiel de type leucine zipper.
Le site SPRE (-1578) coopere avec le site AP-1 (-70) et la SPBP interagit physiquement avec
c-Jun, mais pas avec c-Fos (Kirstein, et al., 1996).

Le site SPRE a été caractérisé en position (-1218) sur un promoteur stromélysine-1
(-1308/+66) (Quinones, et al., 1989) dans lequel I’inversion (-2311/-1482, Xba I/ Sst I) et la
délétion (-1482/-479, Sst I/ Xba I) de deux fragments du promoteur sauvage (-2311/+66) ont
été plus tard mises en évidence (Kirstein, et al., 1996). La position originelle du site SPRE est

en réalité (-1578), dans la région inversée du promoteur utilisé pour caractériser ce site.
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1.9.1.5. Le site TIE et ’inhibition par le TGF-3.

Dans les cellules Rat-1 (fibroblastes embryonnaires de rat), le TGF-B inhibe la
transcription de la stromélysine-1 induite par I’EGF ou par les oncogénes v-src ou Ki-ras (Kerr,
et al., 1988). Le promoteur de la stromélysine-1 de rat contient un site TIE (-709)
nécessaire a I’inhibition par le TGF-. Ce site est spécifiquement li€ par un complexe protéique
contenant la protéine c-Fos (Kerr, et al., 1990).

Dans des cultures de fibroblastes humains, le TGF-B induit ’expression de TIMP-1 en
coopération avec des facteurs de croissance et réprime I’induction de la collagénase-1 (Edwards,
et al., 1987). Dans des fibroblastes, le PMA induit I’expression des transcrits de la
collagénase-1, de la stromélysine-1, de la gélatinase B, des TIMPs 1 et 3. Le TGF-B
réduit I’expression de ces MMPs et augmente celle des TIMPs (Edwards, et al., 1996).

Nous notons que les promoteurs de la collagénase-1 et de la gélatinase B contiennent
également un ou plusieurs sites TIE potentiels, qui n’ont pas ét€ étudiés fonctionnellement a
notre connaissance. Le promoteur de la matrilysine contient également 5 sites TIE,
positionnés entre (-823) et (-413).

In vivo, la matrilysine et les stromélysines sont impliquées dans la menstruation et sont
exprimées respectivement dans les cellules €pithéliales et stromales de 1’endométre. Durant la
phase du cycle ou la sécrétion de la progestérone domine, 1’expression des MMPs est supprimée
(§ 1.9.2.3.6). Le TGF-B est sécrété par les cellules stromales en réponse a la progestérone.
C’est le médiateur de I’inhibition de ’expression de la matrilysine dans les cellules épithéliales
voisines (Osteen, et al., 1994, Bruner, et al., 1995). Les mécanismes transcriptionnels
impliqués dans cette inhibition n’ont pas été étudiés a notre connaissance.

Une recherche systématique de paires de sites dans 23 promoteurs de MMPs, de TIMPs
et de geénes du systtme du plasminogéne nous a révélé que les paires EBS-TIE ou
EBS-TIE like sont aussi fréquentes que les paires EBS-AP-1. Cette fréquence remarquable
nous interroge sur la possibilité d’interactions entre ces sites et leur éventuelle signification dans
la régulation de la transcription. Des facteurs Ets pourraient interagir physiquement au niveau de
ces paires avec les facteurs liant le TIE, comme en particulier c-Fos dont nous savons qu’il est
impliqué dans I’interaction de Erg avec le complexe c-Fos / c-Jun (§ 4.2). Cette question n’a
pas €té étudiée a notre connaissance. Les séquences que nous avons remarquées sont indiquées
ci-dessous. Les cceurs des EBS sont en gras et les TIE sont soulignés.

Gélatinase A rat GCATCCCTCCAAAGA (répété 2 fois a 16 pb d’intervalle)
Gélatinase B homme -474 GGTTTGGGGAGGATAT
Stromélysine-1 ~ homme -225 CTACCAAGACAGGAAGCACTTCCTG

Stromélysine-1  rat -109 GAGTTGGTGAGTGGGAGAGCATCCTC
uPA homme -2003 TCTCCAAACCTCTTTGTCCAGGAGGAAAT
uPA-R homme -1081 GCTTCCCAAGCATTGGTGT
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1.9.1.6. Les sites NIP et UEF3/NIP.

La région NIP (« protéine nucléaire d’inhibition ») a d’abord été définie comme une
région inhibitrice dans le promoteur de I'IL-3 (Mathey-Prevot, et al., 1990). Au moins
3 complexes protéiques différents lient cette région, mais seul I'un d’entre eux est corrélé a la
répression. La mutagenése du promoteur de I'IL-3 a permis de définir un site consensus NIP
(CTCACnTnC) impliqué dans I’inhibition de ce promoteur (Engeland, et al., 1995).

Dans le cas de 'uPA, un site UEF3 fait partie d’une région COM nécessaire a la
coopération d’un site AP-1 et d’une paire EBS-AP-1 dans I'induction du promoteur. Cette
région contient des sites UEF1 a 4 qui sont tous nécessaires a la coopération. Une séquence
TG(A/G)CAG présente dans les régions COM de 'uPA et NIP de I'IL-3 est reconnue par un
complexe protéique UEF3 (Berthelsen, et al., 1996). Cette séquence est rapportée dans
plusieurs publications sous les noms UEF3, NIP ou NIP like et nous la nommerons
UEF3/NIP. Selon cette convention de langage, le promoteur de I'IL-3 contient un site
NIP (-266) et un site UEF3/NIP (-258) qui se chevauchent
(-266 CTCACCTGC _TGCCAT -252).

Dans le cas de la stromélysine-1, un site UEF3/NIP (-94) coopere avec le site
AP-1 (-70) dans I’induction par I’'IL-1 ou le PMA (Sirum-Connolly et Brinckerhoff, 1991).
Au total, 11 bases sont conservées entre la stromélysine-1 (-98 CCTGC_TGCCAT -88) et la
région NIP de I'IL-3. Nous notons également que les promoteurs de I'IL-3, de la
stromélysine-1 et de I'uPA contiennent un site UEF3/NIP proche d’un site AP-1 et d’un site
EBS ou EBS like, ce qui suggere des mécanismes régulateurs similaires.

1.9.1.7. Boite TATA versus sites Spl.

Contrairement aux autres promoteurs présentés ici, les promoteurs de la
stromélysine-3, de la gélatinase A et des TIMPs 1, 2 et 3 ne présentent pas de boite TATA
vers (-30) et présentent plusieurs sites consensus Spl, ce qui suggere un mécanisme régulateur
qui leur serait commun. TIMP-3 a la particularité¢ d’étre régulé au cours du cycle cellulaire et
atteint son maximum d’expression pendant la phase G1 (Wick, et al., 1994).

1.9.2. Autres mécanismes régulateurs.

1.9.2.1. Induction de la stromélysine-1 par la cyclohéximide.

Des inhibiteurs de la synthése protéique (cyclohéximide et anisomycine) induisent
I’accumulation d’ARNm de la stromélysine-1 selon un facteur 20 dans 3 lignées cellulaires
humaines, des fibroblastes et des cellules d’ostéosarcome. Cet effet n’est pas observé avec la
collagénase-1. Une stabilisation des ARMm est observée selon un facteur 1.6. L’observation
d’une stabilisation des ARMm selon un facteur nettement inférieur a leur taux d’accumulation

permet de déduire que la transcription a ét€ induite. Les auteurs proposent qu’un répresseur
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protéique de demi-vie courte serait impliqué dans la régulation de la transcription de la
stromélysine-1 humaine. Cette induction de la stromélysine-1 endogéne n’est pas observée dans
des cellules de rat ou de lapin (Otani, et al., 1990).

II serait intéressant de déterminer si le site UEF3/NIP du promoteur de la stromélysine-1
peut étre impliqué dans P’induction par la cyclohéximide. Cette région est homologue d’une
région inhibitrice du promoteur de I'IL-3 qui lie plusieurs complexes protéiques. Nous
remarquons de plus que ce sitte UEF3/NIP (-94 CTGCCA) n’est conservé ni chez le rat
(-91 - - - - CA), ni chez le lapin (-85 GTGTCG) (nous nous référons a la publication
(Quinones, et al., 1989) qui présente un alignement des promoteurs de I’homme, du rat et du
lapin). Le promoteur de lapin (-702/+12) ne présente aucun site UEF3/NIP potentiel mais nous
notons que le promoteur de rat (-1106/+1) en présente 5.

1.9.2.2. Facteurs de croissance et cytokines.

1.9.2.2.1. Généralités.

Les facteurs de croissance et les cytokines sont des molécules solubles qui permettent la
communication entre cellules. Les facteurs de croissance induisent la prolifération cellulaire
(facteurs mitogéniques), la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (facteurs
angiogéniques), la migration et I'invasion (facteurs de motilit€ et de dispersion). Les cytokines
interviennent dans les réponses inflammatoires et immunes. Des cytokines et des facteurs de
croissance régulent plusieurs MMPs et TIMPs au niveau transcriptionnel (table 3).

1.9.2.2.2. Régulation par I'IL-1 et le TNF-c.

L’IL-la ou B et le TNF-a induisent le remaniement de la MEC en augmentant
I’expression de plusieurs protéases (collagénase-1, stromélysine-1, gélatinases A et B, uPA).
IIs inhibent également la synthése de plusieurs composants de la MEC (collagenes I, 11, III, XI,
fibronectine) par des fibroblastes de la peau ou par des chondrocytes (Heino et Heinonen, 1990,
Lefebvre, et al., 1990). Dans une autre étude sur des fibroblastes de la peau, les IL-1o et B et
les TNF-a et B inhibent la production de fibronectine, mais induisent le collagéne et des
glycosaminoglycanes ainsi que, dans un rapport 10 fois supérieur, la collagénase-1. Il en résulte
une inhibition de production ou une dégradation de ces composants de la MEC (Duncan et
Berman, 1989). Dans une autre étude, le TNF-o induit en 24 h 1’accumulation d’ ARMm codant
la collagénase-1 (x 10) et TIMP-1 (x 3) dans des fibroblastes de la peau (Chua et Chua,
1990).

[’TL-1B induit la transcription de la stromélysine-1 dans des fibroblastes synoviaux de
lapin (Frisch et Ruley, 1987). L’IL-18 induit la stromélysine-1, mais pas la collagénase-1, dans
des fibroblastes de poumon humains (Yang et Kurkinen, 1994). L’IL-1p induit in vitro les
ARMm de la stromélysine-1 et de la collagénase des neutrophiles dans des cartilages humains et

provoque une dégradation semblable a celle observée dans I’arthrite. Fonctionnellement,
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I’expression de la collagénase des neutrophiles et 1a dégradation de I’aggrecan dans les cartilages
sont corrélées a la progression de I’arthrite (Chubinskaya, et al., 1996). L’IL-18 humaine induit
les ARNm collagénase-3 dans des chondrocytes de cheval (Caron, et al., 1996).

IL-1 | TNF-o; TGF-B i autres facteurs
Matrilysine 0 0 -+ : IL-4, TL-10, IFN-y (-)
Collagénase-1 + + -/+ |  PDGF, bFGF, EGF, LR, LT +)
! " IFN-y, IL-6 (-/+), IL-4, IGE-I et Il (-)
Collagénase ‘
des neutrophiles + 1
Collagénase-3 + + “ -/+
Stromélysine-1 + + - PDGF, EGF, LR (+), IFN-y (-)
Gélatinase A o/+  o/+ | o/+
Gélatinase B | 0/+ | 0/+ | 0/+ LT (+), IL-4, IFN-y (-)
MT-MMP-1 0 | 0/+ | O ! EGF, bFGF (0)
TIMP-1 -0/ + -/0/+ + IL-6 (+)
TIMP-2 0 0
TIMP-3 +

Table 3. Régulation des MMPs et des TIMPs par des facteurs de croissance et des
cytokines.

Cette table rassemble les résultats présentés dans les publications (Mackay, et al., 1992,
Mauviel, 1993) et les travaux cités dans les sections § 1.9.2.2.2-4. Les résultats obtenus
dépendent des types cellulaires étudiés.

-: inhibition; O: pas d’effet; +: induction; LR: leukoréguline; LT :
lymphotoxine ; IFN : interféron ; EGF : facteur de croissance de 1’épiderme ; PDGF : facteur
de croissance dérivé des plaquettes ; IGF : facteur de croissance semblable a I’insuline.

L’IL-1B, ainsi que le PMA, active la PKC cytoplasmique et induit le facteur AP-1, ce qui
pourrait expliquer 1’induction concomitante des promoteurs de la collagénase-1, de la
stromélysine-1 et de TIMP-1 dans des fibroblastes synoviaux (DiBattista, et al., 1995). Dans
une autre étude sur des fibroblastes synoviaux, les IL-lo et B et le TNF-a induisent la
stromélysine-1, mais pas TIMP-1 (MacNaul, et al., 1990). Dans une troisicme étude, I'IL-1B

inhibe la production de TIMP-1 par des cellules endothéliales mais I’augmente chez des
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fibroblastes synoviaux et des chondrocytes. Le TNF-a I’inhibe et I'IL-6 1’augmente dans ces
3 types cellulaires (Shingu, et al., 1993).

En ce qui concerne la matrilysine, une régulation par plusieurs cytokines a été mise en
évidence dans une culture de phagocytes mononucléaires humains (Busiek, et al., 1995)
(table 3).

Le TNF-a induit I'expression de la MT-MMP-1 dans une culture de fibroblastes
synoviaux. La MT-MMP-1 participe a I'activation de la pro-gélatinase A (constitutivement
exprimée par ces cellules) induite par le TNF-o (Migita, et al., 1996). Une autre étude rapporte
une induction des ARNm MT-MMP-1 par le TNF-a dans les cellules HT1080 (lignée de
fibrosarcome humain), mais pas dans des fibroblastes embryonnaires de poumon (Lohi, et al.,
1996).

En conclusion, I'IL-1 et le TNF-a régulent les MMPs et les TIMPs d’une maniere
diversifiée. Le plus souvent, cette régulation induit la dégradation de la MEC.

1.9.2.2.3. Induction de la stromélysine-1 par P'IL-1.

Les éléments du promoteur de la stromélysine-1 humaine impliqués dans I’induction par
I’IL-1 ont été étudiés dans les cellules HepG?2 (lignée d’hépatocarcinome humain) et dans une
culture primaire de fibroblastes de la peau humains. Dans les cellules HepG2, la mutation du
site AP-1 (-70) diminue le niveau basal et supprime ’effet inducteur de I'IL-1. Dans les
fibroblastes, au contraire, le niveau basal diminue mais 1’effet inducteur (x 4-5) est conservé.

Dans les fibroblastes, la région (-86/-54) suffit pour obtenir I’induction par I'IL-1. Un
test de protection a la DNAse montre que cette région lie des protéines nucléaires au niveau des
domaines (-73/-62, site AP-1) et (-85/-75) (Quinones, et al., 1994). La séquence
(-83 ATGAAAGCAAG -73) est homologue a I’élément A du promoteur de 1’haptoglobine
(ATGAA - GCAAG). 1l est remarquable que I’élément A ait été identifié comme un élément de
réponse a I’IL-1 (Baumann, et al., 1990).

L’activité différente du site AP-1 dans I’induction de la stromélysine-1 par I'IL-1, dans
les cellules HepG?2 et dans des fibroblastes, suggere I'implication de facteurs spécifiques dans
ces types cellulaires.

1.9.2.2.4. Régulation par le TGF-B.

Le TGF-B induit la transcription de la collagénase-1 dans des kératinocytes de la peau
mais I’inhibe dans des fibroblastes de la peau. Cet effet différentiel s’expliquerait par 1’induction
de c-jun (induction) ou de junB (inhibition) (Mauviel, et al., 1996). Le TGF-B induit la
transcription de la collagénase-3 dans les kératinocytes HaCaT, mais I’inhibe dans des
ostéoblastes et réduit la stabilité de ses ARMm (Johansson, et al., 1997, Rydziel, et al., 1997).
Des sites TIE (§ 1.9.1.5) dans les promoteurs de la matrilysine et de la stromélysine-1 seraient
la cible de I’inhibition par le TGF-B. Le TGF- supprime 1’expression de la matrilysine dans des
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cellules épithéliales de I’endometre, mais la stimule dans 2 lignées (sur 5 étudiées) de cellules
de gliome humain (tumeur du systéme nerveux central) (Nakano, et al., 1993).

Dans des fibroblastes gingivaux, le TGF-f induit la transcription de la gélatinase A et
stabilise ses transcrits. Il inhibe la transcription de la collagénase-1 et induit celle de TIMP-1
(Overall, et al.,, 1991). Un autre groupe a montré que le TGF-B induit la transcription des
gélatinases A et B dans des kératinocytes humains, mais pas dans des kératinocytes de rat ni
dans des fibroblastes gingivaux humains (Salo, et al., 1991). Le TGF- induit la sécrétion de
TIMP-1 par des fibroblastes humains de la peau ou synoviaux (Wright, et al., 1991). Il induit la
transcription de TIMP-3 dans des chondrocytes bovins et humains (Su, et al., 1996).

Le TGF-B induit I’expression des gélatinases A et B et de TIMP-1 dans les cellules
HT1080. L’activité collagénolytique dans le milieu de culture s’en trouve globalement
réduite ainsi que la capacité invasive de ces cellules. Ces résultats suggérent que le TGF-B
pourrait jouer un rdle inhibiteur dans I'invasion tumorale en induisant I’expression de TIMP
(Kubota, et al., 1991).

Le TGF-B inhibe également 1’expression de ’'uPA et induit le PAI (inhibiteur des
activateurs du plasminogene) dans les trophoblastes lors de I’implantation du blastocyste
(Graham, 1997). 1l induit ’expression de composants de la MEC (collagenes I, III,
fibronectine) par des fibroblastes de la peau ou gingivaux (Heino et Heinonen, 1990, Overall,
et al., 1991). Ces processus concourent a la construction de la MEC.

Cependant, I’action du TGF-B sur le systeme du plasminogéne dépend du type cellulaire.
Le TGF-p stimule 1’expression de I’'uPA dans des fibroblastes synoviaux (Hamilton, et al.,
1991).

En conclusion, la régulation des protéases extracellulaires et de leurs inhibiteurs par le
TGF-B dépend largement des types cellulaires.

1.9.2.3. Régulation par les récepteurs nucléaires.

1.9.2.3.1. La super-famille des récepteurs nucléaires.

Les hormones lipophiles (stéroides, rétinoides, hormones thyroidiennes et vitamine D,)
sont des régulateurs du développement, de la différenciation cellulaire et du métabolisme. Elles
sont les ligands de la super-famille des récepteurs nucléaires. Les récepteurs nucléaires sont
caractérisés par un domaine central liant I’ ADN (DBD) composé de deux doigts de zinc et par un
domaine C-terminal de liaison du ligand (LBD). Une fois lié au ligand, le LBD place le
récepteur dans un état transcriptionnellement actif. Les récepteurs nucléaires peuvent alors
reconnaitre des sites spécifiques de I’ADN et induire la transcription. Ils sont également
impliqués dans la répression de la transcription induite par le complexe AP-1 ou par d’autres
facteurs de transcription. Contrairement a la transactivation, les mécanismes connus de

transrépression ne mettent pas en jeu de sites propres aux récepteurs nucléaires.
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La super-famille est constituée de 4 classes. La classe I regroupe les récepteurs des
stéroides, c’est-a-dire le récepteur de la cortisone et des glucocorticoides (GR), le récepteur des
cestrogenes (ER), le récepteur de la progestérone (PR), le récepteur des androgénes (AR) et le
récepteur minéralocorticoide de I’aldostérone (MR). Les récepteurs de la classe I lient I’ ADN en
homodimeéres. La classe II regroupe les récepteurs qui s’hétérodimérisent avec les RXRs,
comme par exemple les RARs (a, B et y) qui lient I’acide rétinoique (RA) tout-trans ou les
récepteurs des hormones thyroidiennes (T,R). La classe III regroupe des récepteurs qui
s’homodimérisent, comme les RXRs (o, B et v) qui lient le RA 9-cis. Les récepteurs de la
classe IV lient I’ADN en monomeéres. Des récepteurs nucléaires orphelins, principalement dans
les classes III et IV, n’ont pas de ligands connus (Mangelsdorf, et al., 1995).

Alors que les facteurs AP-1 sont impliqués dans la prolifération cellulaire, les récepteurs
nucléaires sont au contraire des régulateurs de programmes de différenciation. Ces deux familles
interagissent au niveau transcriptionnel, principalement par des interactions protéiques directes
qui sont le plus souvent inhibitrices (Pfahl, 1993). Nous allons voir que plusieurs MMPs et
TIMPs sont régulés par les récepteurs nucléaires, selon différents mécanismes impliquant AP-1.

1.9.2.3.2. Inhibition par les glucocorticoides et le GR.

Plusieurs études montrent que la déxaméthasone inhibe I’expression, basale ou induite,
de la collagénase-1 (Jonat, et al., 1992, Konig, et al., 1992), de la stromélysine-1 (Frisch
et Ruley, 1987, Offringa, et al., 1988), des gélatinases A et B et des TIMPs 1, 2 et 3
(Shapiro, et al., 1991, Kylmaniemi, et al., 1996, Su, et al., 1996), dans différents types
cellulaires. Nous ne connaissons pas d’étude qui examine directement la régulation de I’activité
protéolytique extracellulaire résultant de 1’inhibition simultanée de MMPs et de TIMPs par les
glucocorticoides. Les propriétés anti-inflammatoires et anti-promoteur tumoral de la
déxaméthasone suggerent néanmoins une réduction de [Dactivité protéolytique. La
déxaméthasone controle également le systtme du plasminogéne en inhibant 1’expression de
I’uPA et du tPA et en induisant le PAI-1.

Nous notons également que 1’hydrocortisone inhibe chez le poulet la formation des
plumes et induit une accumulation de collagéne. In vivo, le traitement par I’hydrocortisone
s’accompagne d’une baisse des ARMm codant la p68“*’ et la gélatinase A et d’une
élévation des ARMm p54°“’ et c-jun. Il n’a pas été déterminé si le promoteur de la
gélatinase A du poulet présente des sites EBS et s’il serait inductible par la p54***' (Turque, et
al., 1997).

1.9.2.3.3. Régulation par les rétinoides, les RARs et RXRs.
Le promoteur de la stromélysine-1 est inhibé par les rétinoides via le site AP-1 (-70)
(Nicholson, et al., 1990). Il n’a pas été mis en évidence de liaison d’un RAR i ce site, ce qui

suggeére une interaction physique avec un complexe AP-1 (interaction directe) ou avec un
cofacteur de AP-1 (interaction indirecte).
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Les rétinoides inhibent la transcription de la collagénase-1 dans les cellules HIG82
(lignée de fibroblastes synoviaux de lapin). Il semble que AP-1 soit la cible de cette inhibition
(§ 1.9.2.3.4). Toutefois, un site TTCA (-106, chez le lapin) est nécessaire a I’inhibition par
I’acide rétinoique. Il est également I'un des éléments impliqués dans !’induction par le PMA
(§ 1.9.1.2). Lorsqu’il est muté, on observe d’une maniére inattendue une synergie en présence
de RA et de PMA (Pan, et al., 1992). Au contraire, dans le cas particulier d’une culture primaire
d’ostéoblastes de rat feetal ou d’une culture d’ostéoblastes d’ostéosarcome de rat, les RAs
tout-trans, 9-cis et 13-cis induisent la transcription de la collagénase-1 (x 13-20) et la
stabilisation de ses ARMm (Connolly, et al., 1994, Varghese, et al., 1994, Overall, 1995).

Le promoteur de la stromélysine-3 présente un site RARE du type DR1 (« répétition
directe 1 », -385 AGGTCA G AGGTCA). Ce site permet ’induction du promoteur dans des
fibroblastes par les RARs et RXRs en présence de RA 9-cis ou tout-trans. Des rétinoides
spécifiques permettent d’inhiber le promoteur de la collagénase-1 sans induire la stromélysine-3.
De tels produits sont des agents thérapeutiques potentiels dans le traitement des cancers
(Anglard, et al., 1995, Guerin, et al., 1997).

Le RA tout-trans induit I’expression d’ARNm et de protéines TIMP-1 dans des
fibroblastes humains de la peau ou synoviaux (Overall, 1995, Bigg et Cawston, 1996). Au
contraire, il inhibe la transcription de TIMP-1 dans des ostéoblastes, sans affecter la stabilité des
ARNm (Overall, 1995).

L’action de I’acide rétinoique sur le systéme du plasminogene semble fonctionnellement
différente. Dans des cellules d’origine épithéliale, fibroblastique ou promyélocytique, 1’acide
rétinoique induit I’expression de ’'uPA ou du tPA. Il augmente I’activation du plasminogéne 2
la surface cellulaire.

L’acide rétinoique a donc la propriété d’induire selon une spécificité de type cellulaire
des activités susceptibles de concourir & la génération ou au contraire, dans le cas des
ostéoblastes, a la résorption de la MEC. 1l est par ailleurs connu que les rétinoides induisent des
1ésions des ligaments et de I’os (Zelger, et al., 1990).

1.9.2.3.4. GR, RARs, RXRs : des antagonistes de AP-1.

Les propriétés anti-inflammatoires des glucocorticoides mettent en jeu a la fois la
transactivation et la transrépression de différents geénes cibles codant des cytokines, des
molécules d’adhésion et des protéases (Cato et Wade, 1996). La fixation d’un ligand sur le GR
est nécessaire & sa nucléarisation, un prérequis pour la transactivation et la transrépression.
Selon les cofacteurs impliqués, la transrépression proceéde par une liaison compétitive du GR
sur un site cis-activateur ou par la liaison du GR a un facteur de transcription qui se trouve
inhibé (AP-1, NF«B). Dans le cas de la transcription induite par AP-1, une liaison directe du
GR avec c-Fos ou avec c-Jun a été observée par coimmunoprécipitation. L’interaction entre le
GR et AP-1 inhibe mutuellement leur liaison 2 I’ADN (Yang-Yen, et al., 1990). Le GR peut au

contraire coopérer spécifiquement avec I’homodimere c-Jun / c-Jun dans I’induction de genes
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contrdlés par AP-1 (Teurich et Angel, 1995). Par ailleurs, le GR inhibe (: 3-4) la transcription
du géne c-fos induite par le sérum en liant deux sites dans le SRE, compétitivement aux
facteurs inducteurs SRF et Elk1 (§ 2.10.5.1.1). Leurs séquences, (-302 TGTCCT -307) et
(-323 ACAGGATGTCCA), sont semblables au consensus de 1’élément de réponse aux
glucocorticoides (GRE : GTACAnnnTGT(T/C)CT) (Karagianni et Tsawdaroglou, 1994). Ce
mécanisme pourrait également contribuer a I’inhibition de ’expression de plusieurs MMPs.

Les récepteurs RARs et RXRs induisent la transcription en réponse a leur ligands en
se liant a un site appelé RARE. Ils peuvent aussi inhiber la transcription induite par le complexe
AP-1. Les RARSs ne lient pas le site AP-1 in vitro (Nicholson, et al., 1990). Le RA tout-trans
inhibe en 2 h via le site SRE la transcription du géne c¢-fos induite par le sérum ou le PMA et
inhibe en 16 h P'expression induite de c-jun, dans des cellules de mélanome (Busam, et al.,
1992). D’ autres études ont également montré que les rétinoides induisent une baisse des ARNm
c-fos et c-jun, une augmentation des ARNm RAR et la liaison des diméres RAR / RXR au
complexe AP-1 par une interaction directe avec c-Jun. Ces mécanismes pourraient concourir a
I’inhibition de la transcription de la collagénase-1 (Wolf, 1992, Schroen et Brinckerhoff, 1996,
Vincenti, et al., 1996).

L’acide rétinoique induit la liaison de protéines nucléaires sur des oligonucléotides
contenant un site AP-1 ou correspondant a la région (-182/-141) du promoteur de la
collagénase-1 de lapin (Pan, et al.,, 1992, Pan, et al.,, 1995). Nous remarquons que cette
région (-182/-141) chevauche un site AP-1 like (-186 TTAATCA) fonctionnel (§ 1.9.1.2), ce
qui suggere a nouveau la possibilité d’interactions avec un facteur AP-1.

Ces études montrent que les récepteurs nucléaires GR, RARs et RXRs sont des
antagonistes de AP-1. Ils inhibent I’activité des facteurs de transcription c-Fos et c-Jun déja
présents dans le noyau et peuvent également inhiber ’expression des génes c-fos et c-jun. Ces
mécanismes pourraient concourir a I’inhibition de I’expression des MMPs inductibles via AP-1.

1.9.2.3.5.Des récepteurs nucléaires ciblent un cofacteur d’'AP-1.

Un autre mécanisme d’inhibition de I’activité AP-1, qui serait commun & plusieurs
récepteurs nucléaires, a ét€ mis en évidence. L’inhibition par les récepteurs nucléaires d’un
promoteur contrdlé par un site AP-1 est apparemment le résultat d’une compétition pour une
quantité limitée de CBP (protéine liant CREB, 265 kDa, § 5.2.2) ou de son homologue p300.
CBP et p300 interagissent directement in vitro et in vivo avec le LBD de plusieurs récepteurs
nucléaires (ER, T,R, RAR, RXR), par les régions CBP(1-101) et p300(1-117), et avec les
coactivateurs pl60 des récepteurs nucléaires, par les régions CBP(2058-2163) et
p300(2042-2157). L’inhibition de ’activité AP-1 par les récepteurs RAR et GR est abolie par
la surexpression de CBP (Kamei, et al., 1996).
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1.9.2.3.6. Les cestrogenes, la progestérone, 'ER et le PR.

Les MMPs et TIMPs participent au cycle menstruel et a son arrét, ainsi qu’au contrdle de
la dilatation du col. Une étude par hybridation in situ montre que la matrilysine est exprimée
dans les cellules épithéliales. Les autres MMPs sont exprimées dans les cellules stromales. La
matrilysine et la stromélysine-3 sont exprimées pendant la phase proliférative du cycle,
caractérisée par un taux d’cestradiol croissant et I’absence de progestérone (jours 1-14). Pendant
la période d’implantation, les taux d’cestradiol et de progestérone sont élevés et I’expression des
MMPs est inhibée. La chute des taux d’cestradiol et de progestérone pendant la phase
menstruelle s’accompagne d’une expression de la matrilysine et des stromélysines 1, 2et3 a
un niveau maximal (jours 27-28) (Osteen, et al., 1994, Rodgers, et al., 1994).

Des études in vitro montrent que la progestérone et les cestrogénes régulent I’expression
des MMPs et des TIMPs dans des cellules de I’endometre et du col. Dans la plupart des cas, la
progestérone inhibe 1’expression de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 et induit celle
des TIMPs 1 et 2 (table 4).

La régulation des MMPs par les stéroides est parfois indirecte, par I’induction d’un
facteur de croissance. La progestérone inhibe !’expression de la matrilysine dans les
fibroblastes et dans les cellules épithéliales de I’endomeétre. L’inhibition dans les cellules
épithéliales est médiée par une sécrétion de TGF-B par les fibroblastes (Nakano, et al., 1993).
L’inhibition de I’expression des MMPs par les stéroides dans les fibroblastes pourrait procéder
par le ciblage de CBP, un coactivateur de AP-1 (§ 1.9.2.3.5).

Il est également remarquable que la stimulation de la production de collagénase-1 dans
une culture primaire de cellules cervicales par le 17 B-cestradiol soit bloquée par un inhibiteur de
la PKC (« protéine kinase C », figure 10, page 86) (Rajabi, et al., 1992).

Le traitement de femelles de rats par I’cestradiol augmente le niveau des ARNm de
c-jun, junB et junD, avec un maximum aprés 3 h. Cet effet est spécifique des stéroides
cestrogéniques.

Ces études montrent que I’induction de membres de la famille AP-1, ou leur inhibition
par ciblage du coactivateur CBP, pourrait participer a la réponse de I'utérus aux hormones
stéroides.

1.9.2.3.7. Inhibition par les androgénes et 'AR. Facteurs Ets.

Les androgeénes inhibent I’expression de la matrilysine, de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1 dans les cellules LNCaP (lignée d’un carcinome de la prostate humain). Une
analyse par délétion montre que la région (-73/4+63) du promoteur de la collagénase-1, contenant
le site AP-1 (-72) mais pas le site EBS (-89), ne peut pas médier I’inhibition par I’AR dans les
cellules de singe CV-1. Au contraire, des constructions contenant a la fois les sites EBS et AP-1
sont inhibées par ’AR.
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Cellules (c) (Estrogenes Progestérone
ou tissu (t) | Coll.-1| Str.-1 | TIMP-1| TIMP-2| Matr. | Coll.-1| Str.-1 | TIMP-1 | TIMP-2 Références
col (c) + I Rajabi, et al., 1991
col (©) + | | Rajabi, et al., 1992
col (c) - - + - - + Sato, et al., 1991
col {(¢) + “+ Imada, et al., 1994
endomeétre (c) i i - _ Schatz, et al., 1994
endométre (c,t) - - ; ; Osteen, et al., 1994
endométre (c) - Bruner, et al., 1995
endometre (t) - - Marbaix, et al., 1995
endométre () - Poo= - + Hampton, et al., 1995
myomeétre (c) V | - ’ Jeffrey, et al., 1990

Table 4. La progestérone et les cestrogenes régulent 1’expression de plusieurs MMPs
et TIMPs dans I’utérus (endometre, myometre, col).

La régulation de I’expression des ARMm ou des protéines a ét€¢ étudiée en culture
cellulaire, en culture de tissu ou par analyse de tissus d’animaux trait€s par une hormone. Les
cellules en culture de I’endometre et du col sont des fibroblastes.

- : inhibition ; + : induction.

L’induction du promoteur par la surexpression de facteurs de la famille Ets (Etsl,
PEA3, ERM) est inhibée par la surexpression de I’AR, dans les cellules DU145 (lignée d’un
carcinome de la prostate humain). In vitro, ERM est lié par la moiti€ C-terminale de I’AR qui
contient le DBD et le LBD. L’’inhibition nécessite cependant la moitié N-terminale de I’AR.

Cette étude ne permet pas de distinguer directement si 1’inhibition par ’AR cible
uniquement un facteur Ets ou une association Ets / AP-1. Elle montre néanmoins que la
répression de 1’activité induite par ERM est spécifique de I’AR et n’est pas obtenue avec deux
autres récepteurs d’hormones stéroides, le GR et le MR (Schneikert, et al., 1996). L’inhibition
de la transcription de plusieurs MMPs par le GR procéderait au contraire par le ciblage d’AP-1
(§ 1.9.2.3.2-4-5)

1.9.2.4. Régulation des MMPs par les intégrines et la MEC.

1.9.2.4.1. Régulation des MMPs via les intégrines.

Les intégrines constituent I'une des familles de molécules d’adhésion. Cette famille
semble particulierement importante dans la migration des cellules et dans la signalisation
intracellulaire dépendante de I’adhérence (Garratt et Humphries, 1995). L’hétérodimérisation
d’une des 16 sous-unités a avec I'une des 8 sous-unités B permet la composition d’au moins
22 récepteurs fonctionnels qui reconnaissent des composants de la MEC. La sous-unité BI est
la plus fréquente et paftiéipe a la formation de 10 récepteurs différents. Les intégrines a1B1 et

o2B1 sont les principaux récepteurs du collagéne. Les intégrines semblent contribuer a
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Pinvasion tumorale en agissant a la fois sur la migration et sur I’expression de plusieurs
MMPs (Heino, 1996) (table 5).

Cellules Intégrine Inducteur Coll.-1| Str.-1 | Gél. A | GéL. B Références
sarcome ostéogéniquel  a2f1 collagéne 1 + J i Riikonen, et al., 1995
humain |
kératinocytes o3Pl anti-o3 ; 0 + | Larjava, et al., 1993
humains anti-p1 ; d
fibroblastes o431 région CS-1 de - . - Huhtala, et al., 1995
synoviaux de lapin la fibronectine
fibroblastes anti-o581 ; + + | Werb, et al., 1989
aspl région RGD de + + Damsky, et al., 1992
synoviaux de lapin la fibronectine + + + Huhtala, et al., 1995
mélanome oVp3 vitronectine ; + Seftor, et al., 1992
humain anti-oV 3
fibroblastes ? collagéne II + 0 Yang, et al., 1994
synoviaux de lapin
fibroblastes ? ténascine associée + + + Tremble, et al., 1994
synoviaux de lapin a la fibronectine |

Table 5. L’activation des intégrines régule I’expression de la collagénase-1, de la
stromélysine-1 et des gélatinases A et B.

Des études en culture cellulaire montrent que I’exposition de cellules a des composants
de la MEC, ou 2 des anticorps monoclonaux dirigés contre des intégrines, induit ou inhibe
I'expression de plusieurs MMPs (observation des ARNm et/ou des protéines). Ces résultats
mettent en évidence des voies de signalisation qui passent par les intégrines et qui participent a la
régulation de I’ activité protéolytique extracellulaire.

- : inhibition ; O : pas d’effet ; + : induction.

La culture de cellules dans un gel de collagene induit I’expression de la collagénase-1
dans la plupart des types cellulaires (Grinnell, 1994). Dans des cellules de sarcome

ostéogénique humain, cette induction est médiée par 1’intégrine o281. Lors de la réparation

des blessures, les kératinocytes expriment la collagénase-1 lorsqu’ils sont en contact avec le
collagene 1, mais pas en présence d’une membrane basale intacte (Saarialho-Kere, et al., 1993).

Dans des fibroblastes synoviaux de lapin, I’intégrine adpl activée inhibe I’expression de
la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase B, alors que I’intégrine aSp1 activée
les stimule. Ces intégrines reconnaissent deux régions différentes de la fibronectine. L’induction
de ces MMPs est obtenue en présence d’un fragment de fibronectine, mais pas en présence de la
fibronectine native. En principe, ce mécanisme inducteur de MMPs pourrait contribuer a
accélérer une dégradation de la MEC déja initiée.
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Le traitement de kératynocytes humains par des anticorps anti-a3 ou anti-B1 induit
I’expression de la gélatinase B, contrairement a des anticorps dirigés contre d’autres intégrines.
Ces observations suggerent une induction via I’intégrine o3p1.

Dans des cellules de mélanome humain, la gélatinase A est induite via I’intégrine oV83.

Dans une culture de fibroblastes de poumon humains a faible concentration en sérum, le
collagéne II induit les ARNm de la collagénase-1, mais pas ceux de la stromélysine-1. C’est un
nouvel exemple de régulation différentielle de ces deux MMPs.

Le dépdt de fibroblastes synoviaux de lapin sur une matrice constituée d’un mélange de
fibronectine et de ténascine induit I’expression de la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la
gélatinase B. L’ajout de ténascine dans le milieu de culture de cellules déposées sur une matrice
de fibronectine est sans effet. L’activité de la ténascine et de la fibronectine nécessite donc leur
association directe. De plus, I’induction est supprimée par un anticorps dirigé contre le domaine
de la ténascine qui interagir avec la fibronectine et avec la cellule.

1.9.2.4.2. Induction de la collagénase-1 via la paire EBS-AP-1.

Une étude par délétion du promoteur de la collagénase-1 humaine (-1200/-42) fusionné a
un promoteur minimal TK montre que la région (-139/-67), qui contient la paire de sites
EBS-AP-1, est la cible de I’induction par un fragment RGD de la fibronectine (contenant
la séquence RGD, arginine-glycine-acide aspartique), dans une culture de fibroblastes
synoviaux de lapin. La mutation du site EBS ou du site AP-1 supprime I’induction. La protéine
c-Fos s’accumule dans les noyaux 1 h apres le dé€pdt des cellules sur une matrice de fragments
de fibronectine (Tremble, et al., 1995). Ces observations suggérent que I’induction de la
collagénase-1 par le récepteur o581 de la fibronectine utilise une voie de transduction qui met en
jeu des facteurs de transcription des familles Ets et AP-1, en particulier c-Fos.

La protéine c-Fos s’accumule également 1 h aprés le dépdt des fibroblastes sur une
matrice constituée d’une association ténascine / fibronectine (Tremble, et al., 1994).

1.9.2.5. Induction de MMPs par SPARC.

SPARC (« protéine sécrétée acide et riche en cystéine ») est une glycoprotéine associée
a la MEC, exprimée dans plusieurs tissus lors du développement. Elle contient des domaines
qui lient d’une maniére indépendante les composants de la MEC et les cellules. Elle peut rompre
les contacts cellule-matrice et est appelée anti-adhésine. De plus, elle lie la chaine B du PDGF
et affecte la réponse cellulaire a plusieurs cytokines (Lane et Sage, 1994). Elle est impliquée
dans I’angiogenese, en conjonction avec des facteurs angiogéniques (Jendraschak et Sage,
1996). Elle intervient également dans la réparation des blessures et le cancer (Reed et
Sage, 1996). Une étude par dosage d’ARNm et par hybridation in situ montre que la
stromélysine-3 et SPARC sont surexprimés dans des tumeurs colorectales et dans leurs
métastases hépatiques. Les transcrits sont détectés dans les cellules stromales adjacentes aux
cellules néoplasiques (Porte, et al., 1995).
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SPARC induit la sécrétion de collagénase-1, de stromélysine-1 et de la
gélatinase B, dans une culture de fibroblastes synoviaux de lapin. L expression des ARNm
collagénase-1 est induite par SPARC quand les cellules sont cultivées sur les collageénes I, II, IIT
et V, sur la vitronectine ou sur une MEC de cellules de muscle lisse, mais pas sur le collagéne
III ou sur un matrigel. Le matrigel est un extrait de membrane basale du sarcome de
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). L’induction par SPARC est observée aprés 8 h, a la
différence d’une induction par le PMA en 4 h. Elle nécessite un facteur intermédiaire sécrété
(Tremble, et al., 1993).

En conclusion, SPARC est impliqué dans la modification de la structure des tissus dans
des contextes physiologiques variés. Il agit directement au niveau des interactions
cellule-matrice et concoure a la dégradation de la MEC par I’induction de plusieurs MMPs, via

un facteur intermédiaire sécrété.

1.9.2.6. Le facteur tumoral stimulant la collagénase.

Le TCSF (« facteur stimulant la collagénase dérivé de cellules tumorales ») a été
purifié a partir de cellules néoplasiques d’un carcinome du poumon. Il est exprimé a la surface
de cellules tumorales in vitro et in vivo. Il stimule I’expression des transcrits de la
collagénase-1, de la stromélysine-1 et de la gélatinase A, dans une culture de
fibroblastes humains (Kataoka, et al., 1993). Le TCSF est fortement exprimé dans des
tumeurs de la vessie, méme dans des tumeurs de grade précoce (Muraoka, et al., 1993).
C’est un membre de la super-famille des immunoglobulines (Biswas, et al., 1995). Il est détecté
par hybridation in situ dans 40 tumeurs pré-invasives ou invasives du poumon et du sein,
sur 44 étudiées. Les transcrits TCSF et gélatinase A sont détectés dans les mémes régions des
tumeurs du sein, a la fois dans les cellules néoplasiques et les fibroblastes. Son expression est
plus élevée dans les tumeurs malignes que dans les tumeurs bénignes et le tissu sain (Polette, et
al., 1997a).

Ces études indiquent que le TCSF est un facteur extracellulaire capable d’induire

I’expression de plusieurs MMPs et suggerent qu’il est impliqué dans la progression tumorale.

1.9.2.7. Inhibition par la protéine EIA de l’adénovirus.

1.9.2.7.1. Les adénovirus et les protéines E1A.

La région précoce 1 (E1) de I’ADN de I’adénovirus humain de type 5 (AdS5) est capable
de transformer une variété de cellules de mammiferes. Elle est constituée de deux unités
transcriptionnelles E1A et E1B. La comparaison des protéines E1A de différents adénovirus
révele 3 régions peptidiques conservées (CR1, 2 et 3). La région E1A de 1’ AdS est transcrite en
4 ARMm, 10S, 118, 12S et 13S, traduits en des protéines de mémes noms (Stephens et
Harlow, 1987). La région CR1 des protéines Ad5 E1A, constituée par les résidus (41-80),

va nous intéresser plus particulicrement. La région E1A de 1’adénovirus de type 2 (Ad2) code
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également deux protéines 12S et 13S. La région E1A de I’adénovirus de type 12 (Ad12) est
transcrite en 6 ARMm alternatifs qui codent pour les 5 protéines 266R, 235R, 106R, 52R
et 53R dont les régions C-terminales différent. La protéine 52R est nécessaire a 1’activité
transformante de 1’ Ad12.

Parmi les protéines El, les protéines E1A jouent un réle clé dans la transformation
cellulaire. Des études suggerent que la région CR1 et la région N-terminale de E1A jouent un
role important dans la transformation des cellules NRK (lignée de rein de rat). Pour davantage
de références sur les protéines E1A, on pourra se rapporter aux publications (Brockmann, et al.,
1995, Dorsman, et al., 1995).

1.9.2.7.2. Ad5 E1A inhibe I'expression de la collagénase-1.

La protéine Ad5 E1A inhibe la transcription de la collagénase-1 induite par le TPA dans
plusieurs types cellulaires. Cette propriété inhibitrice nécessite la région CR1 (Offringa, et al.,
1990). Une autre étude montre d’une maniére semblable qu’elle inhibe, via sa région
N-terminale, la transcription de la collagénase-1 induite par c-Jun dans les cellules Hela
(Dorsman, et al., 1995).

La répression du promoteur de la collagénase-1 par Ad5 E1A a également été observée
dans un systéme de transcription in vitro, ce qui implique une interaction directe avec un facteur
cellulaire. Il est remarquable qu’un polypeptide AdS E1A constitué des résidus (1-80) est
suffisant pour obtenir I’inhibition. Deux domaines d’AdS E1A, (1-25) et (48-60), sont

nécessaires a ’inhibition, mais pas les régions voisines (30-49) et (70-80) (Song, et al., 1995).

1.9.2.7.3. Ad5 E1A est un antagoniste de c-Jun.

La protéine AdS5 E1A inhibe I’induction par le TPA d’un promoteur minimal TK
contr6lé par un triplet de sites AP-1 (Frisch, et al., 1990). Elle réprime I’activit¢ du TRE du
promoteur de la collagénase-1 (-72 TGAGTCA, site AP-1) induite par le TPA, mais pas celle
du TRE proximal de c-jun (-71 TGACATCA). Néanmoins, elle réprime I’activité du TRE du
promoteur de c-jun induite par c-Jun. Les auteurs supposent que le TPA induit un facteur autre
que c-Fos ou c-Jun qui cible le TRE de c-jun et qui, contrairement a c-Jun, ne pourrait pas étre
inhibé par E1A. La mutation de la région CR1 de E1A supprime I’activité inhibitrice (van
Dam, et al., 1990). L’étude de protéines chimeéres fusionnant les DBD et les domaines
transactivateurs de c-Jun et d’un facteur de transcription hétérologue (GHF1) montre que le
DBD de c-Jun est la cible de E1A dans ’inhibition du TRE de la collagénase-1. In vivo, E1A
supprime la liaison des complexes c-Jun / c-Jun et c-Fos / c-Jun au TRE de la collagénase-1,
mais pas celle de c-Jun/ ATF-2 aux TREs de c-jun (c-junlI-TRE, -71 TGACATCA ;
c-jun2-TRE, -189 TTACCTCA) (Hagmeyer, et al., 1993).

Ces résultats indiquent globalement que la région N-terminale (1-80) de la protéine
AdS E1A inhibe la trahscription médiée par le site AP-1 en ciblant le DBD de c-Jun,

spécifiquement dans les complexes c-Fos / c-Jun et c-Jun / c-Jun dont la liaison a I’ADN est
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inhibée. Un autre mécanisme moléculaire d’antagonisme entre E1A et c-Jun ou JunB fait

intervenir le cofacteur CBP ou son homologue p300. Il sera présenté plus loin (§ 5.2.3.2).

1.9.2.7.4. Ad5/12 E1A inhibe I'expression de la stromélysine-1.

Dans les cellules NRK, des facteurs de croissance, le PMA ou la transformation par
I'oncogeéne Ha-ras EJ induisent les ARMm de la stromélysine-1. La transformation par
Ad5E1A ou par Ad12 E1A inhibe ces ARNm d’une maniére additive, c’est-a-dire sans
supprimer le phénoméne d’induction. La déxaméthasone produit les mémes effets, ce qui
suggere un mécanisme commun (Offringa, et al., 1988). Ce mécanisme pourrait cibler AP-1,
comme nous 1’avons vu avec ’inhibition par les glucocorticoides (§ 1.9.2.3.2, 4) ou ci-dessus
avec l’inhibition de la collagénase-1 par Ad5 E1A (§ 1.9.2.7.2-3). Cette hypothese est
confortée par I’'implication de la région CR1 de AdS E1A dans I’inhibition de I’expression des
ARNm de la stromélysine-1 (van Dam, et al., 1989), région qui permet I’inhibition d’AP-1
(§ 1.9.2.7.3, §5.2.3).

1.9.2.7.5. Ad2/5 E1A inhibe la gélatinase A via le site AP-2.

L’expression de AdS E1A dans 3 lignées cellulaires tumorales inhibe I’expression de la
collagénase-1 ou celle de 'uPA, et simultanément celle de la gélatinase A (Frisch, et al., 1990).
La répression du promoteur de la gélatinase A par AdS E1A dans les cellules HT1080 (lignée
de fibrosarcome humain) est médiée par une région contenant a la fois le principal domaine
activateur du promoteur (-1685 GCCTGAACT) lié par le facteur AP-2 et un domaine inhibiteur
de 40 nucléotides (Frisch et Morisaki, 1990). Une construction fusionnant le site AP-2 au
promoteur minimal de la gélatinase A montre qu’il est la cible de la protéine Ad2 E1A. Une
protéine Ad2 E1A délétée au niveau des résidus (36-67) inhibe le promoteur de la gélatinase A,
aussi bien que la protéine E1A compléte (Somasundaram, et al., 1996).

Ces résultats montrent que Ad2/5 E1A inhibe I’activité du promoteur de la gélatinase A
induite via le site AP-2 (-1685). Cette inhibition met en jeu une région de E1A distincte de celle
impliquée dans I’inhibition du promoteur de la collagénase-1 par le ciblage du facteur c-Jun.

1.9.3. Conclusion.

Physiologiquement, les MMPs et les TIMPs sont régulés dans les processus
inflammatoires, dans le cancer, lors de I’angiogencse, dans 1'utérus, dans le développement.
Ces mécanismes qui régulent leur expression sont induits par des facteurs extracellulaires ou
membranaires (cytokines, facteurs de croissance, composants de la MEC, molécules
d’adhésion, hormones lipophiles) qui sont le point de départ de cascades de signalisation. Les
signaux aboutissent dans le noyau et induisent l’activation ou !’inhibition de facteurs de
transcription. L’expression des MMPs et des TIMPs in vivo dépend largement des types
cellulaires (cellules épithéliales, cellules endothéliales, fibroblastes, chondrocytes, ostéoblastes).

Cette spécificité est retrouvée dans les tests de transactivation en culture cellulaire. Dans certains
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cas, des facteurs de transcription spécifiques d’un type cellulaire ont ét¢ identifiés (famille
AP-1).

La multiplicité des sites régulateurs et la variabilité de leurs combinaisons dans les
promoteurs des MMPs et des TIMPs semblent responsables de la spécificité d’expression de ces
génes. Les sites AP-1 ou AP-1 like ont un rdle central dans la régulation des promoteurs de la
matrilysine, de la collagénase-1, de la stromélysine-1, de la gélatinase B et de TIMP-I1.
Néanmoins, le site AP-1 semble ne jamais agir seul dans le contexte des promoteurs naturels.
C’est souvent avec les sites EBS qu’interagissent les sites AP-1. Dans certains cas, des
interactions protéiques directes ont été mises en évidence entre des facteurs des familles AP-1 et
Ets.

AP-1 est également la cible de mécanismes inhibiteurs, comme ceux induits par des
hormones glucocorticoides, rétinoides et stéroides, ou par la protéine E1A de 1’adénovirus.
L’inhibition par les hormones androgenes cible un facteur Ets. Les sites SPRE et TIE sont
impliqués dans la régulation par des facteurs de croissance spécifiques, le PDGF et le TGF-
respectivement. Ces deux sites sont les cibles de facteurs de transcription qui interagissent
physiquement avec Fos ou avec Jun, ce qui souligne a nouveau I'importance des facteurs de la
famille AP-1 dans la régulation de plusieurs MMPs, selon des mécanismes variés.

Le plus souvent les signaux extracellulaires et les facteurs de transcription qui régulent
Iexpression des MMPs régulent également les TIMPs, parfois en sens opposé, ce qui renforce
fonctionnellement leur action sur les MMPs, ou parfois dans le méme sens. Ces facteurs
régulent également le systtme du plasminogéne, un systtme d’activité protéolytique
physiologiquement apparenté a celui des MMPs et des TIMPs.
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2. Les facteurs de transcription Fos et Jun.

2.1. Les familles Fos et Jun.

Les familles de facteurs de transcription Fos et Jun constituent la famille AP-1. Ces
facteurs contiennent un domaine basique de liaison a ' ADN et un domaine « leucine zipper »
(une hélice o présentant une répétition périodique de résidus leucine). Ils font donc partie du
groupe des protéines bZip (Busch et Sassone-Corsi, 1990a). Ces dimeéres ont été originellement
définis sous le nom d’AP-1 (« protéine activatrice 1 »). Ce terme désigne un facteur qui
reconnait le site AP-1/TRE (§ 1.9.1.2, § 2.3.1) et qui est responsable de ’induction de la
transcription de différents genes par le TPA. Des signaux initiés par des messagers
extracellulaires (facteurs de croissance, cytokines, activateurs des lymphocytes T, hormones,
neurotransmetteurs) induisent une cascade de signalisation intracellulaire qui aboutit 2
I'activation d’AP-1 (figure 10, page 86). L’induction de D’activit¢ AP-1 proceéde par la
phosphorylation des facteurs Fos-Jun déja présents dans le noyau et également par !’induction
de la transcription des genes fos-jun.

Chez les mammiferes, la famille fos est constituée de 4 membres homologues de
I’oncogene v-fos : c-fos, fosB, fral et fra2 (« antigéne se rapprochant de Fos »). La
famille jun comporte 3 membres homologues de 1’oncogene v-jun : c-jun, junB et junD.
c-jun, junB et les génes de la famille fos sont des génes dits « de réponse précoce immédiate »,
c’est-a-dire des geénes dont la transcription est induite rapidement apres une stimulation de la
cellule. Au contraire, junD peut avoir une expression élevée dans des cellules non stimulées et il
est relativement réfractaire a une stimulation par des agents mitogeénes (Herschman, 1991).

2.2. La dimerisation des facteurs Fos et Jun.

2.2.1. La dimérisation des facteurs Fos et Jun entre eux.

La dimérisation des facteurs de la famille AP-1 a lieu au niveau du domaine Zip. Elle
permet le rapprochement des domaines de liaison a ’ADN des deux partenaires et elle est
nécessaire a la liaison a I’ ADN (Gentz, et al., 1989). Les protéines de la famille Jun forment des
dimeres entre elles et avec les protéines Fos. Les protéines Fos ne forment pas de diméres entre
elles (Ryseck et Bravo, 1991). Les dimeres Fos / Jun sont plus stables que les dimeres
Jun / Jun et les protéines c-Fos et c-Jun coopérent pour la liaison & I’ADN (Rauscher, et al.,
1988, Smeal, et al., 1989). JunB lie ’ADN 10 fois plus faiblement que c-Jun. Quatre résidus
dans les domaines de dimérisation et de liaison & I’ADN sont responsables de cette différence
d’activité (Deng et Karin, 1993).

La structure cristallographique du dimére c-Fos/c-Jun lié a 'ADN révele que la
reconnaissance du site asymétrique AP-1 est possible dans les deux orientations. Le dimere se

présente sous la forme d’un X souple dont une extrémité vient pincer le grand sillon de I’ADN.
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Cette structure favoriserait les interactions physiques avec des facteurs de transcription liés sur
des sites adjacents (Glover et Harrison, 1995).

2.2.2. La dimérisation avec ATF-CREB.

Les protéines Fos et Jun sont également capables de former des diméres avec les facteurs
de la famille ATF-CREB (« facteur activant la transcription » et « protéine liant le CRE »). Le
site CRE est un élément activateur régulé par I’AMPc. La famille ATF-CREB regroupe les
protéines CREB-1, ATF-1, CREB-2 = ATF-2 = CRE-BP1, ATF-3, ATF-4, ATF-a

et CREM. La formation d’hétérodimeres n’a lieu qu’entre des membres spécifiques (table 6).

CREB-1] ATF-1 | ATF-2 | ATF-3 | ATF-4 | ATF-a
c-Fos 0 0 0 0 + +
Frai ? 0 0 0 + ?
c-Jun 0 0 + -+ + +
JunB 0 ? 0 ? ? ?

Table 6. Des facteurs spécifiques des familles Fos-Jun et ATF-CREB forment des
hétérodimeres.

La table rassemble les résultats présentés dans les publications (Benbrook et Jones,
1990, Hai et Curran, 1991, Chatton, et al., 1994). Les dimeéres ont été observés in vitro (test
de retard sur gel) ou in vivo (coimmunoprécipitation).

0 : pas de dimérisation ; + : dimérisation observée ; ? : dimérisation non testée.

2.2.3. La dimérisation avec Maf.

La famille maf est une autre famille codant des facteurs de transcription 4 domaine bZip.
Elle est constituée par maf (homologue cellulaire de v-maf), nrl, mafB, mafF, mafG et
mafK. Maf forme des homodiméres qui lient les sites MAREs (« éléments de réponse a
Maf »). Le MARE de type TRE (TGC TGAGTCA GCA) et le MARE de type CRE
(TGC TGACGTCA GCA) incluent respectivement des consensus AP-1 (§ 2.3.1) et CRE
(§ 2.3.2).

Maf forme des hétérodimeres avec c-Fos et c-Jun dont les sites préférentiels de liaison
sont constitués d’une moitié MARE et d’une moiti€ AP-1. Nrl s’hétérodimérise également avec
c-Fos et c-Jun. MafB, MafF, MafG et MafK s’hétérodimérisent avec c-Fos, mais pas avec
c-Jun. MafF, MafG et MafK sont de petites protéines homologues du tiers C-terminal de v-Maf.
Elles forment des hétérodimeres avec un facteur p45 spécifique de la lignée érythroide.

La formation d’hétérodimeres entre les facteurs de transcription des familles Maf et
Fos-Jun est susceptible de générer un répertoire de complexes régulateurs se liant a des sites

semblables mais spécifiques.
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2.2.4. La dimérisation avec NF-IL6.

NF-IL6 (« facteur nucléaire pour I’expression de I'IL-6 ») est un membre de la
famille C/EBP (« protéine liant I’élément activateur CCAAT »), une famille de facteurs de
transcription a domaine bZip. NF-IL6 lie spécifiquement un élément de réponse a I’'IL-1 dans le
promoteur de I'IL-6. La transcription du géne NF-IL6 est induite par I'IL-6 et d’autres
cytokines (Akira, et al., 1990). NF-IL6 forme des dimeres avec c-Fos et avec c-Jun. Les
homodimeres NF-IL6 reconnaissent a la fois des sites NF-IL6 (TTGTGCAAT, promoteur de
I'IL-6, TTGAGAAAG, promoteur E2 de I’adénovirus) et un site ATF/NF-IL6 (TGACGTAGT,
promoteur E2 de I’adénovirus). Les hétérodimeres NF-IL6 /c-Fos et NF-IL6/c-Jun
reconnaissent les sites NF-IL6 avec une affinité réduite, mais ne reconnaissant plus le site
ATF/NF-IL6. Au niveau transcriptionnel, I’induction par NF-IL6 d’un géne rapporteur contr6lé
par un site NF-IL6 est inhibée par c-Fos et c-Jun.

Ces résultats montrent que 1’hétérodimérisation de NF-IL6 avec c-Fos et c-Jun inhibe
I’induction de la transcription via les sites NF-IL6 et pourrait contribuer a la spécificité de
promoteur et de type cellulaire de la signalisation de I'TL-6 (Hsu, et al., 1994).

2.3. Liaison a I’ADN.

2.3.1. Les sites AP-1 et TRE.

Les dimeres Fos / Jun et Jun / Jun lient le site AP-1 de séquence TGA(G/C)TCA,
avec des affinités différentes (Ryseck et Bravo, 1991). Le site AP-1 est un site TRE (inductible
par le TPA) (Angel, et al., 1987). 1l existe également des sites fonctionnels semblables a AP-1
dans des promoteurs naturels, comme TITAATCA dans le promoteur de la collagénase-1 de
lapin et TGAGTAA dans le promoteur de TIMP-1 murin (§ 1.9.1.2), TGITTCA dans le
promoteur de I'IL-2 humaine (§ 2.4.1.2), TGAGTAA et TGACTCT dans le promoteur du
TGF-B murin (Owen et Ostrowski, 1990).

D’autres TREs sont connus, comme TGACATCA (c-junI-TRE) et TTACCTCA
(c-jun2-TRE) dans le promoteur de c-jun (§ 1.9.2.7.3) et TGAAGTCA dans le promoteur de
I’'uPA humain (§ 2.4.2.2). Ces TREs sont liés par le complexe c-Jun/ ATF-2. Un site
fonctionnel TGAGCTCA semblable a ces TREs est connu dans le promoteur de junD
(8§ 2.10.4) et dans le promoteur du TNF-o (§ 2.4.2.3, § 3.7.2.2.5).

Un nouveau site AP-1 transcriptionnellement actif a été isolé par la technique de
sélection de sites de liaison. Cette technique utilise des anticorps dirigés contre la famille Fos
pour isoler des complexes ADN / protéines formés entre des oligonucléotides et des facteurs
extraits de fibroblastes de rat, normaux (208F) ou transformés par v-fos (FBR). Cette étude a
permis de définir la séquence « 208F » ACCACATC comme le site consensus de c-Fos, par
opposition a v-Fos dont le consensus (A/G)TGA(G/C)T(C/A)A s’avére identique aux sites
AP-1 et AP-1 like déja connus. Le site 208F n’a pas d’activité transcriptionnelle dans les
cellules transformées par v-fos.

80



Dans les cellules normales, ’EGF induit un géne rapporteur contrdlé par le site 208F
mais inhibe I’activité d’un site ATGCGTAT. L’EGF n’affecte pas Dactivité de la plupart des
autres sites oligonucléotides testés. Les cellules normales ou transformées présentent des
activités nucléaires de liaison aux oligonucléotides et d’induction de la transcription différentes
(Hawker, et al., 1996).

2.3.2. Le site ATF/CRE.

Les facteurs de la famille ATF-CREB régulent la transcription en se liant au site CRE
(inductible par I’AMPc). C’est un palindrome de séquence TGACGTCA qui ne differe que par
une base de I’AP-1/TRE et du c-jun/-TRE. La phosphorylation de CREB induit la transcription
via le site CRE (§ 2.10.5.2).

2.4. Activité transcriptionnelle.
2.4.1. Activité des différents facteurs Fos et Jun.

2.4.1.1. Généralités.

c-Fos et c-Jun induisent la transcription via le site AP-1 (Gutman et Wasylyk, 1991)
(et § 1.9.1.2).

FosB a un pouvoir transformant beaucoup plus élevé que c-fos et comparable & celui de
v-fos. FosB induit la transcription du promoteur de c-jun et d’un géne rapporteur contrdlé par
des sites AP-1. La transformation par v-fos, mais pas celle par fosB, s’accompagne de
I'induction des ARNm de I’'uPA et du PAI ce qui indique des propriétés de régulation de la
transcription spécifiques (Schuermann, et al., 1991). Un ARMm alternatif de fosB est traduit en
une protéine FosB2 (= FosB/SF = AFosB) de 237 acides aminés ou manquent les 101 résidus
C-terminaux de FosB. FosB2 forme avec c-Jun un dimere qui lie le site AP-1. Selon les études,
FosB2 induit ou n’induit pas la transcription via AP-1. Dans une étude, FosB2 inhibe I’activité
transcriptionnelle induite par c-Fos et c-Jun via un site AP-1 et les transformations induites par
c-fos et v-fos. Deux études montrent que FosB2, contrairement 2 FosB, n’inhibe pas le
promoteur de c-fos via le site SRE (§2.10.5.1.2). FosB2 serait donc un facteur
transactivateur, transinhibiteur ou inactif selon les circonstances (Dobrazanski, et al., 1991,
Mumberg, et al., 1991, Nakabeppu et Nathans, 1991, Yen, et al.,, 1991). Les 55 résidus
C-terminaux de FosB définissent un motif TBM de liaison a la protéine TBP, absent dans
FosB2 et Fral (§ 2.9.2).

Fral et c-Jun coopérent pour la liaison au site AP-1 (Cohen, et al., 1989). Dans des
kératinocytes humains traités par le TPA, Fral, junB et junD induisent le promoteur de
I’involucrine humaine via 2 des 5 sites AP-1 potentiels (Welter, et al., 1995). (L’involucrine est
un donneur du groupefnént glutamyl] impliqué dans la construction de I’enveloppe insoluble des

filaments de cytokératine de la couche suprabasale de 1’épiderme).
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c-Fos, Fral et Fra2 forment des hétérodiméres in vitro avec c-Jun, JunB et JunD. Dans
les cellules F9 (lignée d’un carcinome embryonnaire de testicule de souris), Fra2 supprime
Pactivité d’un rapporteur AP-1 induit par c-Jun. Au contraire, Fra2 et c-Fos augmentent la
transcription induite par JunD (Suzuki, et al., 1991).

Pendant la prolifération des ostéoblastes, toutes les protéines des familles Fos et Jun
participent a la formation de complexes. Dans les ostéoblastes différenci€s, Fra2 et JunD
prédominent. Dans les cellules ROS 17/2.8 (lignée d’ostéosarcome de rat), la coexpression de
Fra2 et JunD induit le promoteur de 1’ostéocalcine. Ce promoteur est au contraire inhibé par la
coexpression de c-Jun et de tout facteur de la famille Fos. Il n’est pas affecté par la coexpression
de Fral et JunB. L’activité spécifique de facteurs des familles Fos et Jun pourrait donc étre
impliquée dans la prolifération et la différenciation des ostéoblastes (McCabe, et al., 1996).

L’induction du promoteur de la collagénase-1 par le PMA s’accompagne de la liaison de
c-Fos, JunD et Fra2 aux sites AP-1like (-181 TTAATCA) et AP-1 (-72 TGAGTCA)
(§ 1.9.1.2).

Bien que JunB induise la transcription via le site AP-1, il est moins efficace que c-Jun et
il réprime son activité transcriptionnelle en formant avec lui un complexe inactif (Deng et Karin,
1993). JunB présente un domaine activateur trés conservé dans la famille Jun et un domaine
inhibiteur trés divergent. JunB réprime ou induit des promoteurs spécifiques, seul ou en
coopération avec LRF-1 (« facteur de régénération du foie ») (Hsu, et al.,, 1993). junB peut
transformer des cellules en coopération avec ras, mais moins efficacement que c-jun. c-fos
coopere avec c-jun a la transformation cellulaire, alors que junB restreint la transformation par
c-jun (Schutte, et al., 1989).

JunD inhibe la croissance de fibroblastes et supprime la transformation par ras (Pfarr, et
al., 1994).

2.4.1.2. Régulation du promoteur de I’IL-2.

La complexité du promoteur de I'IL-2 et la spécificité de type cellulaire, ou au contraire
’ubiquité, des facteurs de transcription qui le régulent en font un modéele tres riche de 1'étude de
la régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes.

Une région appelée NFAT-1 du promoteur de I'IL-2 humaine est reconnue par un
complexe protéique du méme nom, spécifiquement dans les lymphocytes T activés. Cette
région contient un site EBS1 (-286 GAGGAAAA) et un site AP-1 like (-276 TGITTCA)
séparés par 2 bases. EIf1 a été isolé comme un membre de la famille Ets qui lie les sites EBS1
et EBS2 (-140 GAGGAAAA), contrairement a Etsl et Ets2. L’inductibilité du promoteur
nécessite I’un ou 1’autre de ces EBS (Thompson, et al., 1992) qui, par ailleurs, chevauchent des
sites reconnus par la famille NFAT de facteurs de transcription apparentés 2 NFxB (§ 3.7.3.6).
De plus, les ARNm fral et junB sont induits lors de Pactivation des lymphocytes T et le
complexe NFAT-1 contient les protéines Fral et JunB. La mutation du site AP-1 like
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supprime la capacité de la région NFAT-1 a étre reconnue par un complexe NFAT-1 et a induire
un gene rapporteur dans des lymphocytes T activés (Boise, et al., 1993).

Ces résultats suggerent que Elfl (ou un facteur apparenté) et le dimere Fral / JunB
cooperent a I’induction de la région NFAT-1 du promoteur de I'IL-2, lors de Dactivation des
lymphocytes T.

Le site EBS2 (-140) est adjacent a une séquence (-132 ACAAAGGTAA) reconnue
également par un facteur AP-1. Ces 2 éléments définissent la région NFIL-2B,
fonctionnellement semblable a la région NFAT-1 (Rooney, et al., 1995).

D’une maniére remarquable, la séquence AP-1 like (-276 TGTTTCA) est strictement
identique au consensus de liaison du facteur ILF, déterminée par la technique de sélection de
sites de liaison. Trois isoformes de ILF (« facteur liant I’élément activateur de I'IL-2 ») sont
connues. ILF ne participe pas au complexe NFAT-1, mais pourrait maintenir le promoteur dans
un état non actif et inductible (Nirula, et al., 1997). Ce facteur, isolé en 1991, a été trés peu
étudié (3 publications).

2.4.2. Activité des hétérodimeéres Fos-Jun / ATF-CREB.

2.4.2.1. Généralités.

Les hétérodimeres formés entre les familles Fos-Jun et ATF-CREB (table 6, page 79)
ont des activités spécifiques. La formation de ces diméres réalise un couplage des signaux
activant ces deux familles. Les dimeres c-Jun / ATF-2, 3, 4, c-Fos/ ATF-4 et Fral / ATF-4
lient le sitt CRE, exclusivement ou préférentiellement au site TRE. Les protéines ATF-CREB
peuvent donc réorienter 1’activité des protéines Fos-Jun (Hai et Curran, 1991).

L’expression de c-Jun, JunB ou JunD, mais pas de c-Fos, stimule la capacité
transactivatrice d’une construction GAL4-ATF-a. Le complexe c-Jun/ ATF-a lie
efficacement les sites CRE et AP-1, contrairement au complexe c-Fos / ATF-a (Chatton, et al.,
1994).

2.4.2.2. Régulation de I'uPA.

Le dimere c-Jun / ATF-2 est observé in vivo, mais il n’induit pas la transcription
d’un géne rapporteur contr6lé par des sites CRE ou AP-1, en cellules F9 (Benbrook et Jones,
1990). 11 induit cependant un gene rapporteur contr6lé par des copies du site TRE du promoteur
de ’'uPA humain (-1975 TGAAGTCA), dans les cellules Hel.a. c-Jun induit Pactivité¢ de ce

rapporteur et c-Fos I’inhibe, ce qui suggére un titrage de c-Jun par c-Fos a partir du complexe
c-Jun/ ATF-2 (de Cesare, et al., 1995).

2.4.2.3. Régulation du TNF-o.

Le dimeére c-Jun/ ATF-2 et le facteur NFATI1 lient non coopérativement une paire de
sites TRE like - NFxB like (-106 TGAGCTCA T GGGTITCTCC) du promoteur du
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TNF-a humain. Ils cooperent cependant in vivo a I'induction de ce promoteur dans les
lymphocytes T activés (Tsai, et al., 1996). D’autres travaux montrent que NFAT1 interagit
physiquement avec des complexes AP-1 (§ 3.7.3.6). Par ailleurs, le site TRE like coopére avec
un site EBS (-118) (§ 3.7.2.2.5).

2.4.3. Conclusion.
Les facteurs de transcription des familles Fos-Jun et ATF-CREB forment des dimeres

spécifiques qui régulent I’expression des MMPs et des TIMPs (§ 1.9.1.2), de I’'uPA, ainsi que
de I'TL-2 et du TNF-a. Des cytokines et des facteurs de croissance sont eux-mémes impliqués
dans la régulation de I’expression des MMPs et des TIMPs (§ 1.9.2.2), en particulier le
TNF-a, mais pas I'IL-2 qui n’affecte pas leur expression a notre connaissance. Les facteurs
Fos-Jun et ATF-CREB participent donc directement et indirectement au contrdle des geénes

codant des protéases extracellulaires ou leurs inhibiteurs.

2.5. Régulation par phosphorylation.
2.5.1. c-Jun est activé par phosphorylation.

Dans les cellules quiescentes, c-Jun est phosphorylé en 5 sites, dont 3 sont proches du
DBD et inhibent la liaison a ’ADN. En réponse a ’expression de I’oncogéne Ha-ras, la |
phosphorylation de ces 3 sites inhibiteurs baisse. L’activité transcriptionnelle de c-Jun est
induite par la phosphorylation des résidus Ser® et Ser”. Cette phosphorylation est également
nécessaire a la coopération avec ras pour la transformation (Smeal, et al., 1991, Smeal, et al.,
1992). Une étwude in vivo des complexes protéiques sur le promoteur de c-jun montre que
I’irradiation par des U.V. induit la phosphorylation de c-Jun sur les résidus Ser® et Ser”” mais
ne modifie pas significativement les interactions protéine / ADN, en particulier au niveau des
TREs (-71, -189) qui répondent & cette irradiation.

Ces observations suggerent qu’une phosphorylation du facteur c-Jun déja li€¢ a I’ADN,
ou d’autres membres de la famille AP-1, permet la rapide induction du géne c-jun en réponse a
des stimuli extracellulaires (Rozek et Pfeifer, 1993).

CBP est un cofacteur d’ AP-1 qui lie spécifiquement la protéine c-Jun phosphorylée sur
les résidus Ser® et Ser” (§ 5.2.3). CBP interagit avec la machinerie transcriptionnelle

(§ 5.2.2) et semble donc étre un effecteur de 1’activation de c-Jun.

2.5.2. Plusieurs kinases phosphorylent les facteurs Fos-Jun.

La protéine JNK1/SAPKYy (« kinase du domaine N-terminal de Jun / protéine kinase
activée par le stress ») est une protéine kinase induite par Ha-ras et par les U.V.. Elle est
activée par la phosphorylation de résidus Thr et Tyr. Elle phosphoryle c-Jun sur les résidus
Ser® et Ser” (Derijard, et al.,, 1994). Une kinase homologue, JNK2/SAPx, a une activité
catalytique semblable, mais lie beaucoup mieux c-Jun que JNK1 (Kallunki, et al., 1994). JunB
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est reconnu par les JNKs mais n’est pas phosphorylé par elles, car les résidus homologues des
Ser® et Ser”” de c-Jun ne sont pas suivis par des prolines (Kallunki, et al., 1994). La
phosphorylation par JNK nécessite non seulement un site phospho-accepteur, mais également
un site d’ancrage. JunD ne contient pas de site d’ancrage, mais il est phosphorylé au sein d’un
dimere dans lequel son partenaire recrute la JNK. c-Jun et JunB contiennent ce site d’ancrage
(Kallunki, et al., 1996). SAPKB est un 3°* membre connu de la famille INK/SAPK.

c-Fos et c-Jun sont phosphorylés dans leur région C-terminale par ERK1 et ERK2, sur
les résidus Ser’®, Ser’™ (c-Fos) et Thr®!, Ser™, Ser*® (c-Jun). Cette phosphorylation
stabilise la protéine c-Fos et augmente son pouvoir transformant en cellules NIH 3T3, a la
différence de c-Jun qui est ciblé au niveau d’un domaine inhibiteur de la liaison & I’ADN proche
du domaine bZip C-terminal (Minden, et al., 1994b, Okazaki et Sagata, 1995). c-Fos est
également stabilisé par la p90%°® (« kinase ribosomale S6 ») selon une phosphorylation
identique (Chen, et al., 1993b).

c-Fos n’est pas activé par les JNKs. Il est phosphorylé par FRK («kinase se
rapprochant de FYN ») sur le résidu Thr**?, homologue du résidu Ser”” de c-Jun (Deng et
Karin, 1994).

Les kinases JNKs et FRK sont des MAPKS, ou kinases activées par les signaux
mitogenes qui sont des messagers intracellulaires (figure 10). Une revue récente présente la
régulation des facteurs de transcription par les MAPKs. Les facteurs de mammiféres concernés
qui étaient alors connus se répartissent entre les familles Ets (TCFs: Elk1, Sapla et Sap2),
bZip (Fos, Jun, ATF-2, CREB) et MADS box (SRF). Cette revue présente un schéma détaillé
des sites de phosphorylation de ces facteurs et indique quelles fonctions sont régulées : liaison a
I’ ADN, capacité transactivatrice, interaction avec des coactivateurs (Treisman, 1996). Etsl et
Ets2 sont également activés par une MAPK (§ 3.4.1).

2.6. CREM est un antagoniste des facteurs Fos et Jun.

Le géne CREM (« modulateur du CRE ») est le seul membre de la famille ATF-CREB
qui soit inductible. C’est un gene de réponse immédiate induit par la voie de I’AMPc (Lamas, et
al.,, 1996). 11 est traduit en plusieurs protéines qui utilisent deux DBDs alternatifs et qui
présentent la méme spécificité de liaison a I’ ADN que CREB (Foulkes, et al., 1991, Laoide, et
al., 1993).

CREM inhibe Iactivité transcriptionnelle de c-Jun, JunB, JunD et v-Jun. Cette activité
ne dépend pas du domaine de phosphorylation de CREM, ne nécessite pas la formation d’un
hétérodimere CREM / Jun et n’est pas affectée par c-Fos. Elle procéderait par une liaison
compétitive de CREM sur des sites TREs (Masquilier et Sassone-Corsi, 1992).
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Figure 10. Transduction des signaux mitogeénes et de stress via des protéines kinases.

Les groupes des kinases MAPKSs et SAPKs permettent la transduction intracellulaire de
signaux mitogenes et activateurs (initiés par des facteurs de croissance et des cytokines) et de
signaux initiés par un stress (irradiation, choc osmotique, stress mécanique). Le groupe des
SAPKs peut également Etre considéré comme un sous-groupe de MAPKSs.

Un facteur de croissance (GF), comme par exemple 'EGF ou le PDGF, induit
lactivit¢ Tyr kinase de son récepteur membranaire. L’activation du récepteur induit la
phosphorylation de la protéine GAP, directement ou via Src (Park, et al., 1992). GAP est a la
fois un inhibiteur de Ras (petite protéine G liant le GTP (forme active) et le GDP (forme
inactive), dont I’activité GTPase intrinséque est induite par GAP) et un effecteur nécessaire a la
transduction du signal passant par Ras (Duchesne, et al., 1993). La protéine Ras active Raf, qui
peut aussi €tre activée via la PKC ou directement par un récepteur membranaire (Pelech et
Sanghera, 1992). Ras induit également I’activation de la MEKK (Minden, et al., 1994a). Raf et
MEKK sont des kinases qui initient les voies des MAPKs et SAPKs, utilisées
préférentiellement par les signaux mitogenes et le stress respectivement, mais pas
exclusivement. La MEKK phosphoryle la MEK?2. Cette phosphorylation pourrait &tre en
principe une croisée entre les voies MAPKs et SAPKs, mais in vivo elle ne conduit pas a
I'activation de ERK (Karin, 1995). Raf et MEKK sont appelées MAPKKXKSs car elles activent
les MAPKKs (MEKSs et MKKSs) qui activent elles-mémes les MAPKs (ERKs, JNKs/SAPKs,
p38/RK). Les MAPKSs régulent directement par phosphorylation plusieurs familles de facteurs
de transcription, ou indirectement par I’intermédiaire d’effecteurs appelés MAPKAPKSs (RSKs,
MAPKAPK) (Raingeaud, et al., 1995, Treisman, 1996).

Raf a une localisation membranaire intracellulaire, ainsi que Ras, ou périnucléaire. Les
kinases en aval de Raf et MEKK sont cytoplasmiques et/ou nucléaires.

Abréviations : PLCy: phospholipase C y; IP;: inositol triphosphate ; DAG :
diacylglycérol ; PKC : protéine kinase C ; MAPK : protéine kinase activée par des agents
mitogeénes ; MEK : MAP ou ERK kinase ; MKK: MAP K K; ERK: protéine kinase
régulée par des signaux extracellulaires; SAPK : protéine kinase activée par le stress; -
MAPKAPK : protéine kinase activée par une MAPK ; RSK : kinase ribosomale S6; Src :
« géne de sarcome » (voir aussi § 2.10.5.4) ; JAK : Janus kinase (voir § 2.10.3).
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2.7. Autres modulateurs de Fos-Jun et de ATF-CREB.

2.7.1. IP-1.

L’activité de AP-1 est modulée par IP-1 (« protéine inhibitrice »), un facteur présent
dans le cytoplasme et le noyau de plusieurs types cellulaires. IP-1 supprime la liaison a I’ADN
du complexe c-Fos / c-Jun, in vitro et in vivo. C’est une protéine de 30-40 kDa dont seule la
forme non phosphorylée est inhibitrice. IP-1 est phosphorylée par la PKA, ce qui suggere une
croisée au niveau transcriptionnel entre la voie de ’AMPc et les voies de signalisation qui
activent AP-1 via les MAPKSs (Auwerx et Sassone-Corsi, 1991).

2.7.2. AF-1.

AF-1 (« facteur associé¢ a AP-1 ») est un facteur composé€ de peptides de 7 a 17 kDa
qui forment en solution un complexe de 34 kDa. AF-1 augmente d’un facteur 100 la vitesse de
liaison de JunD sur un site AP-1. Le complexe JunD / AF-11ié a I’ADN s’étend sur 17 pb, au
lieu de 8 pb pour JunD. AF-1 stabilise fortement la liaison a ’ADN des dimeres JunD / JunD
et c-Fos / JunD. Il n’est pas actif sur le dimere c-Fos / c-Jun et il réduit la liaison a ’ADN de
c-Jun / c-Jun. Lors de I’activation de lymphocytes T, des complexes AF-1/JunD se
forment dans le noyau, ce qui pourrait indiquer une activité physiologique de AF-1 (Powers, et
al., 1996).

2.7.3. ABP.

ABP (« protéine auxiliaire de pontage ») désigne un facteur non isolé présent dans un
lysat de réticulocyte. 11 stabilise la liaison de complexes formés entre des facteurs nucléaires
(de cellules Hela) et des peptides basiques (semblables aux domaines basiques des facteurs
bZip) sur des sites consensus AP-1 et CRE (Busch et Sassone-Corsi, 1990b).

2.8. Le complexe c-Fos / c-Jun courbe I’ADN.

L’éventualité d’une courbure de ’ADN au niveau d’un site AP-1 par la liaison d’un
complexe c-Fos / c-Jun a été étudiée par des expériences de retard sur gel. Cependant, des
parametres autres que la courbure de I’ADN peuvent modifier la vitesse de migration d’un
complexe ADN / protéine. Cette difficulté est résolue en couplant la courbure induite avec une
courbure intrinseque dans la sonde d’ADN. Ce procédé permet également d’évaluer la direction
de la courbure induite par rapport au grand et au petit sillon. La distance entre les deux points de
courbure et la longueur des séquences flanquantes modifient la sensibilité de la détection de la
courbure induite. Cette particularité explique les résultats apparemment contradictoires qui ont
été publiés (Kerppola, 1996, Sitlani et Crothers, 1996).

La conclusion générale de ces travaux est que la liaison des facteurs Fos-Jun a I’ADN

peut effectivement induire une courbure. Les complexes c-Fos /c-Jun, c-Jun/c-Jun et
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Fra2 / ATF-2 induisent des courbures au niveau du site AP-1 évaluées a 23, 27 et 22 degrés
respectivement, a la différence de Fral / c-Jun, Fra2 / c-Jun et ATF-2 / ATF-2 qui induisent
des courbures de 8, 2 et 3 degrés (Kerppola et Curran, 1993).

L’induction de courbures dans I’ADN au niveau d’un promoteur pourrait théoriquement
rapprocher des facteurs de transcription positionnés sur des sites éloignés et contribuer a la
formation du complexe d’initiation de la transcription.

2.9. |Interaction physique avec la machinerie transcriptionnelle.

2.9.1. Le complexe d’initiation de la transcription.

L’initiation de la transcription par I’ARN polymérase Il nécessite la formation préalable
d’un complexe multiple d’initiation. Ce complexe d’initiation comporte typiquement la TBP
(« protéine liant la boite TATA ») et les facteurs TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH. Parmi
ces facteurs, seuls la TBP et TFIID semblent lier I’ADN selon une spécificité de séquence
(Roeder, 1996). TFIIB est un facteur qui lie la TBP et qui recrute le complexe préformé
TFIIF / ARN polymérase II (Roeder, 1996).

La TBP et des facteurs TFII peuvent également lier des facteurs TAFs (« facteurs
associés a la TBP »). Les TAFs sont des coactivateurs qui interagissent avec des domaines
activateurs de facteurs de transcription. Ils integrent les effets coopératifs entre plusieurs
facteurs de transcription (Verrijzer et Tjian, 1996).

2.9.2. Interaction avec la machinerie transcriptionnelle.

Les facteurs c-Fos et c-Jun lient spécifiquement et stablement la TBP, in vitro et
in vivo (coimmunoprécipitation). Les domaines b et Zip sont tous deux nécessaires et la région
bZip est suffisante pour I’interaction (Ransone, et al., 1993). FosB, mais pas FosB2 ou Fral,
interagit physiquement avec la TBP via un motif « TBM » (résidus 1-55 de FosB). La délétion
du motif TBM réduit de 35% P’activité transcriptionnelle d’une construction GAL4-FosB. La
TBP léve I’incapacité (« squelching ») de GAL4-FosB a induire la transcription a concentration
élevée, mais pas celle d’une construction sans motif TBM (Metz, et al., 1994b).

c-Fos contient également un motif TBM fonctionnel pour la liaison a TBP in vitro et
pour I’induction de la transcription. La délétion du motif TBM réduit de 75% I’activité d’une
construction GAL4-c-Fos coexprimée avec TBP. c-Fos lie également le complexe TFIID
(Metz, et al., 1994a).

Le dimeére c-Fos/c-Jun interagit physiquement avec les protéines TFIIE-34,
TFIIF-30 et TFIIF-74. La dimérisation permet un changement de conformation du
domaine b qui lui confere cette capacité d’interaction. Un seul domaine b au sein d’un dimere
est suffisant. L’inhibition de la transcription in vitro par un exces de complexe c-Fos / c-Jun
est levée par I’addition de TFIIE, ce qui montre que !’interaction est fonctionnelle pour
I’initiation de la transcription (Martin, et al., 1996).
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Une autre étude in vitro montre que les membres de la famille Jun interagissent
physiquement avec la TBP et la protéine TFIIB. c-Jun lie TBP par son domaine bZip
C-terminal indépendamment de son état de phosphorylation et par sa région N-terminale
transactivatrice. Il lie TFIIB également par le domaine bZip. La mutation ponctuelle des résidus
leucine du domaine Zip réveéle que ces interactions nécessitent la dimérisation de c-Jun
(Franklin, et al., 1995).

Un systeme de transcription in vitro n’a pas permis de mettre en évidence quel facteur
permettrait d’obtenir une activité transcriptionnelle plus élevée quand c-Jun est phosphorylé
(Baker, et al., 1992). Cependant, nous remarquons que d’une part les protéines p300 et CBP
font partie de complexes associés a la TBP in vivo (Abraham, et al., 1993, Dallas, et al., 1997)
et que d’autre part CBP lie spécifiquement la protéine c-Jun phosphorylée et est un cofacteur de
c-Jun dans I'induction de la transcription (§ 5.2.3).

2.9.3. Conclusion.

Plusieurs études ont mis en évidence des interactions physiques de membres de la
famille AP-1 avec TBP ou des facteurs TFII du complexe d’initiation de la transcription. Ces
interactions ne nécessitent pas la présence de facteurs TAFs intermédiaires. Ces résultats nous
suggerent une implication des facteurs AP-1 dans Iinitiation de la transcription a un niveau
particulierement fondamental. La capacité a lier TPB ou des facteurs TFII pourrait &tre un
parametre contribuant aux différences fonctionnelles observées entre les différents facteurs
Fos-Jun.

De plus, les protéines CBP et p300 peuvent médier la transcription induite par AP-1.
CBP et p300 prennent part a des complexes avec la TBP et CBP interagit spécifiquement avec la
protéine c-Jun phosphorylée. CBP présente donc les propriétés fonctionnelles caractéristiques
d’un TAF.

2.10. Régulation de I'expression des génes fos et jun.

2.10.1. Introduction.

Nous présentons dans cette section des mécanismes de régulation de la transcription des
génes des familles fos et jun. Comme nous I’avons vu, les familles JNK et FRK de
MAP kinases sont impliquées dans la régulation de I’activité transcriptionnelle des facteurs de la
famille AP-1 (§ 2.5.2). Une autre famille de MAPKs, appelée ERK, et les tyrosine kinases
JAKSs sont impliquées dans I’induction de la transcription du gene c-fos via la phosphorylation
de facteurs de transcription liant les sites SRE et SIE (Karin, 1995). L’autorégulation positive
du géne c-jun met en jeu la famille INKs.
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2.10.2. Régulation de c-jun via les TREs.

Une étude par délétion montre que le promoteur de c-jun est induit par le TPA et par son
propre produit c-Jun, via le site c-junl-TRE (-71, TGACATCA) (Angel, et al., 1988). Par
ailleurs, un complexe activateur c-Jun / ATF-2 lie le site c-jun2-TRE (-189, TTACCTCA) (van
Dam, et al., 1993). Ces deux TREs sont constitutivement occupés par des complexes protéiques
contenant c-Jun, dont Iactivité est induite par la phosphorylation de c-Jun (Hagmeyer, et al.,
1993, Rozek et Pfeifer, 1993). Comme nous I’avons vu, c-Jun et ATF-2 sont rapidement

phosphorylés par les kinases JNKs en réponse a des stimuli extracellulaires (§ 2.5.2).

2.10.3. Régulation de junB.

Le promoteur de junB et une région en aval du gene présentent de nombreux éléments
régulateurs que nous allons présenter brievement. Les études portent sur le géne de souris, sauf
mention contraire dans un seul cas (rat).

Le promoteur de junB est induit par le sérum, le TPA et la PKA activée. Cette induction
nécessite une boite CAAT (-66 GCCAAT), une boite GC (-95/-80) et un site IR
(-57 AGTGCACT). Le site IR («répétition inversée ») est un nouvel €lément capable
d’induire un promoteur hétérologue en réponse au TPA et a la PKA (de Groot, et al., 1991a).

Etsl et Ets2 induisent ’expression du géne junB. Etsl lie in vitro 5 sites EBS du
promoteur de junB (-827, -786, -602, -146, -115). L’oncogene Ha-ras ou une kinase ERK1
activée augmentent cette induction, ce qui suggere que la famille Ets joue un rdle dans
I’induction de junB par une voie passant par ras et des MAPKSs (Coffer, et al., 1994). Le geéne
c-fos est également régulé par ERK et des membres de la famille Ets appelés TCFs
(§ 2.10.5.1.1).

Dans le promoteur de rat, 2 SREs (« élément de réponse au sérum », § 2.10.5.1.1)
sont les cibles de 2 voies de signalisation différentes. Le TPA, le FGF, le PDGF induisent le
SRE]1 (-1441 CCTAATATGG), site identique a celui de c-fos (-305/-314), mais pas le SRE2
(situé entre -3100 et -2500). Ces SREs ne sont par contre pas suffisants pour médier 1’induction
du promoteur par I'EGF (Kitabayashi, et al., 1993).

Le site IR est également nécessaire a une induction optimale via un sitt SRE
(+2088 CCATATATGG) et un site CRE like (+2113 TGACGCCA), lors de la réponse du
gene junB (-91/+2176) au sérum, au PDGF, au FGF et au TPA. Ce site SRE semble redondant
par rapport aux sites SRE1 et SRE2. Chez ’homme, un ADNc s’arréte en (+1806), ce qui
suggere que ces sites sont dans une région non transcrite (Perez-Albuerne, et al., 1993).

L’IL-6 induit junB via un élément JRE-IL6 qui contient un site EBS
(-146 GCTTCCTG) et un site CRE like (-134 TGACGCGA) séparés par 4 bases. Le site
EBS lie un facteur de la famille Ets et le site CRE like lie faiblement plusieurs membres de la
famille ATF-CREB. Cette association semble former la base de la sélectivité et de 1’efficacité de

la réponse a I'IL-6 et de I’absence de réponse de ce site au TPA et aux signaux passant par
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Ha-Ras, Rafl ou la PKC. La voie de signalisation utilisée par I’IL-6 est sensible a H7, un
inhibiteur des kinases PKA, PKC et PKG (Nakajima, et al., 1993).

Le site EBS (-146) chevauche largement un site APRF (-144 TTCCTGACA) de liaison
des facteurs Stat. Ouvrons une parenthese pour présenter ces facteurs. Statla est le premier
membre de la famille Stat (« transducteurs de signal et activateurs de la transcription »). 1l
serait phosphorylé par la kinase JAK1, elle-méme activée par auto-phosphorylation au contact
du récepteur de I’INF-o ou de celui de I’IFN-y. Cette voie de signalisation spécifique est donc
particulierement courte. Il existe en fait une famille de voies de signalisation dites
« JAK/STAT », induites par des ligands peptidiques et leurs récepteurs, comme par exemple
I’'TL-6, ’EGF ou le PDGF. Ces voies aboutissent au niveau de sites semblables aux sites GAS
(« site activé par 'IFN-y ») de consensus TTnCnnnAA (Darnell, et al., 1994). Ce consensus
est également appelé site APRF. APRF (« acute-phase response factor ») est le facteur de
transcription Stat3 qui lie des IREs («élément de réponse a I’IL-6 ») dans plusieurs
promoteurs (Akira, et al., 1994). Le nom des JAKs 1 et2, découvertes simultanément,
signifie « Janus kinase » (Wilks, et al., 1991). Janus est le dieu gardien des portes chez les
romains, représenté avec deux tétes regardant dans des directions opposées. Il est aussi le
6° satellite de Saturne qui partage son orbite avec Epimetheus, & une distance de 50 km,
inférieure 2 leur taille. La découverte de Janus est attribuée a 1’astronome frangais Audouin
DOLLFUS en 1966. L’existence de deux lunes n’a cependant été déterminée qu’en 1978 et c’est
la sonde Voyager qui a permis a R. WALKER de découvrir Epimetheus en 1980.

La région (-196/-91) du promoteur de junB constitue un IRE reconnu par différents
facteurs de transcription. Le complexe formé sur cette région contient le facteur APRF/Stat3.
La liaison d’un complexe sur I'IRE nécessite une activité tyrosine kinase. L’induction
transcriptionnelle met de plus en jeu une autre voie, sensible a I'inhibiteur H7 (Coffer, et al.,
1995). |

La région avale du gene junB présente également un site APRF
(#2139 TTCCGGGAA) chevauchant un site NF«xB like (+2143 GGGAATCCCC). Cette
région participe a I’expression basale et a P'induction par I'IL-6. Le facteur NFxB lie
constitutivement ce site alors que la liaison du facteur APRF/Stat3 est inductible. (Brown, et al.,
1995).

2.10.4. Régulation de junD.

JunD est exprimé constitutivement dans de nombreuses cellules. Un site Oct (motif
« octamere » reconnu par des facteurs a homéodomaine POU) (-97 ATGCAAAT) est le
déterminant principal de 1’activité transcriptionnelle basale du promoteur de souris. Le TPA ou
c-Jun induisent une région contenant un site TRE like (-53 TGAGCTCA) et une boite GC
(-63 GCGGGGGCGG) quand cette région est placée en amont d’un promoteur minimal TK.
Cependant, le site Oct est responsable de 1’absence d’induction du promoteur de junD par le
TPA (de Groot, et al., 1991b).
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Dans le promoteur humain, la région activatrice a été localisée en (-194/-83). Elle
contient également une bofite GC et un site Oct. Le site TRE like (-53 TGAGCTCA) est régulé
préférentiellement par JunD, ce qui génere une boucle autorégulatrice qui pourrait contribuer a
I’expression constitutive (Berger et Shaul, 1994).

2.10.5. Régulation de c-fos.

2.10.5.1. Régulation via les sites adjacents SRE et FAP.

2.10.5.1.1. Induction par le SRF et les TCFs.

Le promoteur de c-fos humain présente un élément SRE constitu¢ d’un site EBS
(-322 CAGGATGT) adjacent a un site (-314 CCATATTAGG) de liaison du SRF (« facteur
de réponse au sérum ») qui est une boite CArG de consensus CC(A/T).GG. Le SRE est
également appelé DSE (« dyad symmetry element »), en raison des séquences inversées
(-319 GATGTCC) et (-306 GGACATC). Le site SRE est li€ par le SRF et un partenaire TCF
(« facteur de complexe ternaire ») qui est un membre de la famille Ets : Elk1, Sapla,
Sap2/Net, Flil ou la protéine de fusion EWS-FIlil (Treisman, 1992, Treisman, 1994, Price,
et al., 1995, Magnaghi, et al., 1996).

La liaison de p62™/Elk1 sur le SRE nécessite la présence du SRF (Shaw, et al.,
1989b). Elk1 et SRF interagissent physiquement in vitro (Shore et Sharrocks, 1994). La
formation in vitro d’un complexe ternaire avec Sap2 est inhibée par le domaine appelé NID et
d’autres séquences C-terminales de Sap2 (Maira, et al., 1996). Elk1 et Sapla, mais pas Sap2,
lient efficacement le SRE in vivo. Le domaine transactivateur C-terminal des facteurs Elkl1,
Sapla et Sap2 est activé par phosphorylation (§ 3.4.2.2). Cette phosphorylation favorise la
formation du complexe ternaire.

La protéine CBP est un coactivateur de Sapla (§ 5.2.4.2). La phosphorylation de
Sapla par une MAPK est nécessaire a la coopération avec CBP dans l’induction de la
transcription, mais pas a I’interaction physique avec CBP. La protéine E1A de 1’adénovirus
(§ 1.9.2.7.1) inhibe a la fois la transcription induite par Sapla et celle induite par le facteur
CREB phosphorylé par la PKA (§ 2.10.5.2). Ces deux voies ne sont pas coopératives et
semblent simplement intégrées par CBP (Janknecht et Nordheim, 1996).

2.10.5.1.2. Inhibition par c-Fos.

Plusieurs études montrent que c-Fos inhibe la transcription du gene c-fos induite par le
sérum. Cette propriété explique la cinétique de I’induction transitoire de c-fos par le sérum, sur
une durée de 45 min, avec un maximum 15 min apres la stimulation. Le SRE suffit a conférer
cette caractéristique a un promoteur (Konig, et al., 1989, Shaw, et al., 1989a, Rivera, et al.,

243 ot Ser’® de c-Fos est nécessaire A cette inhibition

1990). La phosphorylation des résidus Ser
(Ofir, et al., 1990). c-Fos et c-Jun coopérent a la répression du promoteur de c-fos (Konig, et

al., 1989). La répression par c-Fos nécessite le domaine Zip (Lucibello, et al., 1989). FosB,
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mais pas la forme courte FosB2 (§ 2.4.1.1), inhibe I’induction de c-fos (Dobrazanski, et al.,
1991, Nakabeppu et Nathans, 1991).

c-Fos inhibe I’expression de son propre géne, mais aussi celle de egrl et egr2 (« géne
de réponse précoce de la croissance »). Les promoteurs de c-fos et egrl contiennent
respectivement 1 et 6 boites CArG qui sont les cibles de cette inhibition. L’inhibition de egrl
nécessite les 27 résidus C-terminaux de c-Fos, mais pas le domaine Zip de dimérisation (Gius,
et al., 1990). Ouvrons une parenthése pour présenter le facteur de transcription Egrl. Son DBD
a doigt de zinc reconnait un élément riche en GC appelé GCE. Egrl induit généralement la
transcription via cet élément mais peut aussi interagir avec des corépresseurs. Il est impliqué
dans la croissance et la différenciation cellulaire, en particulier dans la réponse immune. Sa
propriété de suppresseur de tumeur est inattendue pour un geéne de réponse précoce. Elle
s’explique par sa capacité a induire le gene du TGF-B1. Egrl entre en compétition avec Spl
lorsque leurs sites cibles se chevauchent dans des régions riches en GC. Egrl inhibe la
transcription induite par Spl et les facteurs Spl déplacés induisent le géne egrl (Liu, et al.,
19964, Liu, et al., 1996b).

2.10.5.1.3. Induction par le site FAP.

Le promoteur humain de c-fos contient également un site AP-1 like/CRE like
fonctionnel désigné FAP («site de liaison de AP-1 de c-fos») de séquence
(-299 TGCGTCA) séparé par 5 bases du site SRE (-322/-305). L’induction par la PKC est
supprimée par linjection d’oligonucléotides SRE ou FAP. L’induction par le sérum est
également inhibée par un oligonucléotide SRE, mais est retardée et prolongée par un
oligonucléotide FAP (Gauthier-Rouviere, et al., 1992). Dans des cellules en croissance, le SRE
et le FAP induisent additivement la transcription, mais ils coopérent a la répression de la
transcription dans des cellules quiescentes (Morgan et Birnie, 1992). Le FAP semble la cible de
différents facteurs ayant des propriétés régulatrices différentes, selon une spécificité de type
cellulaire (HeLa, PC12), et distincts des facteurs liant un site AP-1 ou un site CRE (Velcich et
Ziff, 1990).

Selon les types cellulaires, le niveau basal d’expression de c-fos est faible ou élevé. Une
faible activité s’explique par la liaison du SRF sur le SRE. La délétion ou la mutation du SRE
induit la transcription. Cette induction est supprimée par la délétion supplémentaire du site FAP.
In vitro, la liaison du SRF sur le SRE et I’occupation du FAP sont mutuellement exclusives
(Shaw, et al., 1989a).

2.10.5.1.4. Conclusion.
La région SRE-FAP du promoteur de c-fos présenterait donc les activités suivantes :
e inhibition en présence de SRF et en I’absence de TCF activé,

¢ induction transitoire en présence de SRF et d’un TCF activé par phosphorylation,
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e inhibition par c-Fos, a laquelle c-Jun coopere, selon des modalités qui suggerent une
interaction physique de c-Fos avec le SRF,

e activité constitutive contrdlée par I’occupation du site FAP (a la fois de type AP-1 like
et CRE like), exclusive de I’occupation du SRE par le SRF.

2.10.5.2. Régulation via le CRE.

Les protéines de la famille ATF-CREB sont exprimées constitutivement, a I’exception
de CREM. Elles sont activées par phosphorylation et induisent la transcription du promoteur du
géne c-fos humain via un site CRE like (-64 TGACGTTIT). CREB est activée par des
processus physiologiques treés variés utilisant plusieurs voies de signalisation. CREB est activée
par phosphorylation de la Ser'* par plusieurs kinases. En réponse aux facteurs de croissance ou
au stress, CREB est phosphorylée par la PKA (« protéine kinase dépendante de I’AMPc ») ou
par la MAPKAP kinase-2 (« protéine kinase activée par une MAPK », en I’occurrence par
la p38 MAPK) (Swope, et al., 1996, Tan, et al., 1996). Dans les cellules du systtme nerveux
central, CREB est phosphorylée par la PKA, par la RSK2 (une kinase de la famille de la
p90°¥) et par la CaM-KII (« kinase dépendante du calcium et de la calmoduline » ; la
calmoduline est le récepteur intracellulaire du calcium) (Greenberg, et al., 1992, Xing, et al.,
1996).

ATF-1 est phosphorylé sur la Ser®® par la MAPKAP kinase-2 (Tan, et al., 1996).

ATF-2 est phosphorylé par JNK sur les Thr® et Thr”'. L’expression d’un dominant
négatif de JNK inhibe I’activité transcriptionnelle d’ATF-2 (Gupta, et al., 1995). ATF-2 est
également phosphorylé directement par la p38 MAPK in vitro (Raingeaud, et al., 1995) et
in vivo (communication personnelle de N. Jones a R. Treisman) (Treisman, 1996).

Le géne CREM (§ 2.6) est le seul membre inductible de la famille ATF-CREB. 1l code
des protéines appelées ICER («répresseur inductible précoce de I’AMPc») qui sont
probablement impliquées dans le caractére transitoire de 1’induction de genes via ' AMPc (Lalli,
et al., 1996). Alors que c-Fos inhibe la transcription de c-fos induite par le sérum
(§ 2.10.5.1.2), mais pas l'induction par ’AMPc, CREM lie le CRE sous forme d’un
hétérodimere avec CREB et inhibe I'induction de c-fos par I’ AMPc (Foulkes, et al., 1991).

2.10.5.3. Régulation par le GMPc.

Pour la premiere fois il a ét€ montré que la voie de signalisation du GMP cyclique et de
la PKG régule la transcription. L’expression de la PKG dans des cellules déficientes induit le
promoteur de c-fos humain d’une maniere dépendante du GMPc, via les sites SRE, FAP et
CRE. En I’absence de PKG, I’AMPc, mais pas le GMPc, induit I’activité transcriptionnelle
d’une protéine GAL4-CREB (Gudj, et al., 1996).

94



2.10.5.4. Régulation via le SIE.
Le promoteur de c-fos humain présente un site SIE (-348 TTCCCGTCA), ou élément

de réponse au SIF (« facteur inductible par sis »). c-sis est le géne cellulaire codant la chaine B
du PDGF. Le site SIE est un site du type APRF (§ 2.10.3), ciblé par les facteurs d’une voie
JAK/STAT. Contrairement au site SRE inductible par le sérum, les esters de phorbol et le
PDGF, le SIE est induit seulement par le PDGF. L’induction via le SIE nécessite également la
région (-100/-57) (Wagner, et al., 1990).

Le SIE joue un rdle mineur dans I’induction par 'EGF (Leaman, et al., 1996). Les
facteurs de transcription Statl et Stat3 sont activés en réponse a I’EGF dans des cellules
transformées par v-src. La kinase Src s’associe a Stat3 in vivo et le phosphoryle in vitro (Cao,
et al., 1996) (figure 10, page 86).

2.10.5.5. Régulation post-transcriptionnelle.

La durée de vie de ’ARNm c-fos est de quelques minutes, 1’une des plus courtes
connues chez les eucaryotes. L’instabilité est conférée indépendamment par une région 3’ qui
présente deux séquences riches en nucléotides A/U et par des éléments de la région traduite. Des
inhibiteurs de la synthése protéique stabilisent les ARNm c-fos. L’instabilité médiée par la
région codante nécessite 1’assemblage d’un ribosome a l'extrémité 5’ et probablement la
traduction (Schiavi, et al., 1994).

L’observation des ARNm c-fos dans une cellule ne s’accompagne pas nécessairement
d’une quantité détectable de protéine. Selon le contexte cellulaire, la région 3° peut également
jouer un role inhibiteur de la traduction (Veyrune, et al., 1995).

In vivo, des tumeurs cartilagineuses ne sont observées chez des animaux transgéniques
c-fos que si la partie 3’ non codante est supprimée. L’accumulation d’une quantité suffisante de

protéine c-Fos serait permise par la stabilisation des ARNm ou par la stimulation de la traduction
(Blanchard, 1992).

2.10.6. Régulation de fosB.

Le promoteur de fosB murin contient un site CArG de liaison du SRF
(-427 CCTTATATGG) et un site FAP (-412 TGCGTCA) dont les positions relatives sont
identiques a celles constatées dans le promoteur humain de c-fos. Il ne présente pas de site EBS
adjacent, contrairement au cas du SRE de c-fos. Une étude par délétion suggere que I’induction
par le sérum est médi€e par un site AP-1 like (-911 TGAGTAC), un site CRE like
(-477 TGACGTAA), le site CArG, mais pas le FAP. FosB et c-Fos inhibent I’activité du
promoteur de fosB (Lazo, et al., 1992). Ces mécanismes régulateurs sont en partie semblables a

ceux observés pour c-fos.
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2.10.7. Régulation de fral et de fra2 via des sites AP-1.

L’expression constitutive de c-Fos, FosB, Fral ou c-Jun dans des fibroblastes de rat
stimule 1’expression du géne fral. Une recherche informatique de sites dans le promoteur de
fral (-710/+1) a révélé uniquement la présence d’une boite TATA et d’un site Spl.
L’expression basale de fral et son expression induite par AP-1 sont supprimées par la délétion
d’une région de 60 pb du premier intron, région qui contient deux sites AP-1 like
(+1120 CGAGTCA, +1134 CGAGTCA) et un site AP-1 (+1148 TGAGTCA). Deux autres
sites AP-1 (+198, +2429) n’interviennent pas (Bergers, et al., 1995).

L’induction de fra2 par le sérum se prolonge plus longtemps que celle de c-fos. Elle ne
nécessite par le site SRE, mais un site AP-1 et un site CRE like. En I’absence d’induction, le
site AP-1 est 1i€ par un dimere Fra2 / c-Jun. Aprés 60 a 120 min de traitement par le sérum,
I’activité transcriptionnelle s’accompagne de la liaison d’un dimere c-Fos / ¢c-Jun sur ce site. Le
complexe Fra2 / c-Jun redevient ensuite prédominant (Sonobe, et al., 1995).

Ces résultats indiquent que les génes fral et fra2 sont principalement sous le contrdle

d’AP-1, contrairement aux autres membres des familles Fos et Jun.

2.10.8. Conclusion.

Les genes des familles fos et jun sont des génes de réponse précoce a la majorité des
stimuli extracellulaires, a I’exception de junD. La complexité de la régulation de leurs
promoteurs est a I’image des cinétiques spécifiques de leur expression différentielle en réponse

aux agents inducteurs.

2.11. Conclusion.

Les facteurs de transcription des familles Fos-Jun et ATF-CREB sont des protéines bZip
formant entre elles des dimeres spécifiques. Ces facteurs régulent différemment la transcription
de nombreux genes via des sites semblables, TRE ou CRE. Ils répondent rapidement aux
stimuli extracellulaires qui contrdlent leur phosphorylation par I'intermédiaire de kinases
spécifiques. Ils interagissent physiquement avec d’autres facteurs de transcription et avec la
machinerie transcriptionnelle, directement ou par I'intermédiaire de leurs coactivateurs CBP et
p300.

L’activation des protéines Fos et Jun présynthétisées s’accompagne également d’une
régulation complexe de la transcription des geénes de cette famille. Plusieurs d’entre eux sont
régulés positivement ou négativement par des protéines Fos-Jun. Une cascade d’inductions et
d’inhibitions contrdle I’expression et 'activité de ces facteurs de transcription qui régulent

différemment de nombreux genes cibles, en particulier les métalloprotéases de la matrice.
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3. Les facteurs de transcription Ets.

3.1. La famille.

Les virus de leucémie aviaire aigu€¢ AMV et E26 présentent une séquence myb
responsable de leur capacité d’induction de leucémies myéloides chez le poulet. Contrairement a
AMV, le virus E26 contient également une séquence efs (« E twenty-six specific » ou « E26
transformation specific ») corrélée a sa capacité d’induction de leucémies érythroides (Leprince,

et al., 1983, Nunn, et al., 1983). Ces séquences sont traduites en une protéine de fusion
pl135%%mbes Frg et Myb sont des facteurs qui coopérent 3 I’induction de la transcription

(§ 3.7.2.1).

Le gene cellulaire c-ets] est ’homologue de I’oncogene viral v-ets. Ets] est le fondateur
de la famille Ets dont de nombreux membres sont connus aujourd’hui (figure 11). Les facteurs
de transcription de la famille Ets sont caractérisés par le domaine conservé ETS de 85 acides
aminés. C’est un domaine original de liaison a 'ADN (DBD). Le domaine ETS est
généralement positionné dans la partie C-terminale des protéines Ets, ou dans la partie
N-terminale chez Elk1, Sapla et Elf1. Le domaine ETS est structurellement apparenté au DBD
de Myb et présente un motif hélice-tour-hélice (Laget, et al., 1993, Donaldson, et al., 1996).

La famille Ets est trés ancienne dans 1’évolution. La construction d’un arbre
phylogénétique indique que la duplication des différents groupes a eu lieu avant la sé€paration
arthropodes / vertébrés (Laudet, et al., 1993).

Les facteurs de transcription Ets sont impliqués dans la régulation de la croissance
cellulaire, dans la transformation cellulaire, dans I’activation des lymphocytes et sont exprimés
au cours du développement (MacLeod, et al., 1992, Duterque-Coquillaud, et al., 1993,
Wasylyk, et al., 1993).

3.2, Liaison a I'ADN : les sites EBS.

3.2.1. Le site EBS.

La liaison d’oligonucléotides aléatoires par des protéines Etsl a permis d’identifier la

séquence consensus de liaison de Ets1 a ’ADN. Les résultats de trois études sont les suivants :

Ets1 humaine (A/G) (G/C) (C/A)GGA A G (T/C) (Fisher, et al., 1991)
Ets1 murine (A/G) C C GGA(A/T) G (T/C) (Nye,etal, 1992)
Ets1 aviaire A C (C/A)GGA(A/T) (A/G) (Woods, et al., 1992)
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Ces résultats montrent que la protéine Ets1 lie I’ADN sur des sites appelés EBS centrés
autour d’un ceeur GGA(A/T). Une étude de retard sur gel combinant la protéine Etsl murine
complete et un délétant montre que Ets1 lie le site EBS en monomere (Nye, et al., 1992).

Les différents facteurs Ets ciblent des séquences semblables mais différentes. De
nombreux geénes présentent des sites EBS impliqués dans la régulation de la transcription
(MacLeod, et al., 1992, Wasylyk, et al., 1993, Shore, et al., 1996).

Genes Groupes Sous-familles

ETS1 ™ T

ETS 2 ETS
— POINTED__|
ER71 —1 ERM
——— [ GAsP T
Ela | GABP
— .
ERG
DETS6 ERG
TO8H4 _ ETS
[ ERF ]
PE1 _| FErF
PEA3
ER81 —
SAP
NET ELK
LIN1 —_ —
B ] e ] mr
DETS4 ] DETS4 _] DETS4
=] J— YAN —J1 YAN __'l TEL
— T1EL O TEL
r— SPI ] ]

Figure 11. Classification des membres de la famille Ets.

Le schéma présente un arbre phylogénétique qui classe les membres de la famille Ets par
groupes et sous-familles en fonction du niveau de divergence de leurs séquences protéiques
(Vincent LAUDET, communication personnelle).

3.2.2. Liaison d’une paire de sites EBS.

Dans certains cas, la liaison a I’ ADN a lieu avec la coopération de deux sites EBS dont la
position relative et I’orientation sont importantes pour la liaison de membres spécifiques de la
famille Ets.

L’élément activateur du promoteur de la cytokératine présente 6 répétitions d’un tandem
de sites EBS, typiquement EBS1 et EBS2 (CAGGAAGTAGGAACA). Un délétant
correspondant au DBD de Ets2 lie in vitro EBS1, mais pas EBS2. In vivo, une protéine Ets
différente de Ets2 lie EBS1. EBS1 et EBS2 cooperent a I'induction de la transcription
(Fujimura, et al., 1994).
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Une étude sur I’élément activateur du VIH-1 (virus de I’'immunodéficience humaine)
montre que Ets1, Ets2 et Flil lient faiblement un tandem direct de coeurs TTCC séparés par
4 pb (CT TTCC GCCT TTCC GG), mais fortement quand la distance est de 12, 16 ou
20 pb. Au contraire, Ets2 lie fortement un tandem inversé du promoteur de GATA-1 contenant
deux coeurs GGAA et TTCC séparés par 4 pb (GA GGAA GGCC TTCC TT). La liaison
est perdue pour une distance de 12, 16 ou 20 pb. Ets1 lie ces oligonucléotides avec une affinité
qui décroit avec la distance. Flil a un comportement inverse, puisqu’il ne lie ce tandem inversé
que pour une distance de 12, 16 ou 20 pb (Hodge, et al., 1996).

Etsl, ainsi que Ets2, lie un oligonucléotide du promoteur de 1’anti-oncogéne p53 qui
présente un tandem inversé de sites EBS (AC GGAA AGCC TTCC TA). La liaison de
Ets1 et Ets2 décroit rapidement et s’annule quand la distance de 4 pb entre les cceurs GGAA et
TTCC est augmentée a 12, 16 et 20 pb. Au contraire, la liaison de Flil est plus forte quand la
distance augmente (Venanzoni, et al., 1996).

Nous avons observé expérimentalement que la protéine de fusion GST-Ets2 lie le
promoteur de la stromélysine-1 au niveau d’'un tandem inversé de sites EBS
(-216 CA GGAA GCACTTCC TG) (§ 4.1, figure4, d). La mutation de ces 2 sites
supprime la liaison de GST-Ets2 au fragment (-275/-101) et la mutation d’un seul site suffit a
rendre la liaison extrémement faible. Ets2 induit le promoteur de la stromélysine-1 via ce tandem
EBS inversé (Buttice et Kurkinen, 1993).

D’un point de vue transcriptionnel, un géne rapporteur contr6lé par un tandem inversé de
ceeurs GGAA et TTCC est induit par Ets2 pour une distance de 4 ou 6 pb (x 14-17) et plus
faiblement pour une distance de 10 ou 14 pb ou pour un seul site EBS (x 2-3) (Galang, et al.,
1994).

Ces résultats mettent en évidence la liaison & I’ADN des facteurs Etsl1, Ets2, Erg et Flil
sur 2 sites EBS voisins. La liaison de chaque facteur est spécifique et dépend de la distance et de
I’orientation relative de ces 2 sites. Des résultats obtenus avec Ets2 suggérent que [’activité
transcriptionnelle induite via un tandem EBS est fonction de la capacité de Ets2 a lier I’ ADN.

3.2.3. Régulation intramoléculaire de la liaison a I’ADN.

Les protéines Ets1 et Ets2 présentent deux domaines inhibiteurs de la liaison a I’ADN,
situés de part et d’autre du DBD. Ces domaines sont appelés DBID1 (Wasylyk, et al., 1992) et
DBID2 (Hagman et Grosschedl, 1992, Lim, et al., 1992). Le domaine DBID1 est en position
N-terminale par rapport au DBD et comporte 61 résidus chez Ets1 et Ets2 (homme, poulet). 1l
n’est pas conservé chez les protéines isoformes Erg. Le domaine DBID?2 est situé a 1’extrémité
C-terminale de Ets. Il est constitué de 13 résidus chez Ets1 et Ets2 (homme, poulet) et n’est pas
conservé chez Erg qui présente une région C-terminale adjacente au DBD de 75 résidus.

Le domaine DBIDI est absent de la protéine virale v-Ets et le domaine DBID2 est
remplacé par 16 résidus non conservés. v-Ets ne présente pas d’activité intramoléculaire
inhibitrice de la liaison a I’ ADN.
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3.2.4. La liaison a PADN induit un changement de conformation.

La liaison de Etsl a ’ADN s’accompagne du déploiement d’une hélice oo du domaine
DBIDI1 (Petersen, et al., 1995). La délétion du DBID2 induit un changement de conformation
du DBID1 identique a celui observé lors de la liaison a I’ADN. Les domaines DBID1 et DBID2
cooperent a I'inhibition (Jonsen, et al., 1996). La détermination de la structure de la région
C-terminale de la protéine Ets1 de souris par résonance magnétique nucléaire montre que le petit
domaine DBID2 interagit physiquement avec les domaines DBD et DBID1, au bord de leur
surface de contact. Ce résultat explique la coopération des domaines DBID1 et DBID2 dans
I’inhibition de la liaison a I’ADN (Donaldson, et al., 1996).

Le changement de conformation du DBID1 permet non seulement I’interaction du DBD
avec I’ADN, mais il est susceptible d’exposer un domaine protéique qui pourrait interagir avec
un autre facteur de transcription. Une telle interaction protéique pourrait rendre la liaison de Ets
al’ADN ala fois plus stable et plus spécifique. Ce modele est en accord avec un ensemble de
données qui indiquent que les facteurs Ets sont des modulateurs de la transcription qui agissent
avec des partenaires (Crépieux, et al., 1994) (§ 3.7).

3.3. Les domaines régulateurs de I’activité transcriptionnelle.

Les genes etsl et ets2 sont homologues et sont trés conservés chez les mammiféres
(Watson, et al., 1988). Les geénes de poulet et de mammifére présentent des régions
fonctionnelles semblables : une région C-terminale contrdlant la liaison a ’ADN (domaines
DBID1, DBD, DBID2) et une région N-terminale contrdlant D’activité transcriptionnelle
(Schneikert, et al., 1992, Chumakov, et al., 1993, Albagli, et al., 1994). Une analyse détaillée
des protéines Etsl (p68) et Ets2 (p58) de poulet révele trois domaines adjacents contrdlant
Pactivité transcriptionnelle. Le domaine N-terminal R I et le domaine central R ITI sont
transactivateurs. Le domaine intermédiaire R II inhibe I’activité de R I et induit celle de R I1I.

Des protéines tronquées exprimant le DBD de Etsl ou de Ets2 lient plus efficacement
I’ADN que les protéines Ets complétes et entrent en compétition avec elles. Ne contenant pas de
domaine transactivateur, ces délétants n’induisent pas la transcription et se comportent comme
des dominants négatifs de la famille Ets (Wasylyk, et al., 1994).

3.4. Régulation par phosphorylation.

3.4.1. Régulation de la liaison a I’ADN.

Lors de Iactivation des lymphocytes B et T, Ets1 est rapidement phosphorylé par une
voie qui nécessite les ions calcium. La protéine p54°“*’ de poulet exprimée dans des cellules
COS traitées par I’ionomycine est phosphorylée au niveau des résidus sérine (S) d’un site
SSQSS du domaine DBID1. Cette phosphorylation inhibe la liaison a I’ADN in vitro (Rabault
et Ghysdael, 1994). In vivo, Etsl est hyperphosphorylé pendant la mitose, vraisemblablement
au niveau de résidus sérine dans une région RLTQSWSSQSSFNSLQRVPS qui contient
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2 résidus arginine (R), le site SSQSS et un autre site de phosphorylation RVPS. Le site RVPS
est phosphoryl€ in vitro par la CaM-KII dont le site consensus est RxxS. Dans cette étude, la
phosphorylation de Etsl n’affecte pas la liaison & PADN (Fleischman, et al., 1993). La
mutation des sites SSQSS et RVPS en des séquences non phosphorylables augmente d’un

facteur 10 la capacité transactivatrice de Ets1 sur I’élément activateur du VIH-1 (Hodge, et al.,
1996).

3.4.2. Régulation de la capacité transactivatrice.

3.4.2.1. Régulation de Etsl et Ets2.

Plusieurs études indiquent que Ets1 et Ets2 sont activés par une voie passant par Ras, ce
qui suggere I'implication de MAP kinases (figure 10, page 86). L’induction du géne junB par
Ras est médiée par Etsl et Ets2 (Coffer, et al., 1994). Des cellules NIH 3T3 (fibroblastes de
souris immortalisés) transformées par ras sont révertées par des dominants négatifs Ets1, Ets2
ou PU.1 (Wasylyk, et al., 1994). L’induction mitogéne de cellules NIH 3T3 par une voie de
signalisation passant par ras est supprimée par I’expression d’un dominant négatif Ets2 (Langer,
et al., 1992),

Un oncogene c-Ha-ras activé augmente la capacité transactivatrice de Etsl et de Ets2
évaluée sur un gene rapporteur controlé par une paire de sites EBS-AP-1. Cette activation est
médiée par la phosphorylation de la Thr*® de Ets1 (p54 de poulet) ou la Thr”* de Ets2 (humaine)
(Yang, et al., 1996). L’induction par Rafl du promoteur du facteur de croissance liant
I’héparine semblable a ’EGF (HB-EGF) via un site EBS-AP-1 nécessite a la fois I’expression
de Ets2 et de la MAP kinase ERK2. ERK fait partie d’une cascade de kinases Raf-MEK-ERK
qui s’activent séquentiellement. In vitro, ERK1 et ERK2 phosphorylent Ets2 sur la Thr’>. La
cinétique de phosphorylation de Ets2 est identique a celle de I’induction transcriptionnelle. Ces
observations suggerent que I’activité transcriptionnelle de Ets2 est induite par la phosphorylation
de la Thr”? par ERK (McCarthy, et al., 1997).

3.4.2.2. Régulation des TCFs.

Le domaine transactivateur C-terminal des facteurs Elk1, Sapla et Sap2 du groupe
des TCFs est phosphorylé in vitro par ERK2, ainsi qu’en culture cellulaire aprés une
stimulation par des facteurs de croissance. La stimulation des kinases ERKs suffit a I’induction
du géne c-fos (Price, et al., 1995). La phosphorylation de Elk1 par ERK augmente la formation
in vitro du complexe ternaire avec le SRF sur le site SRE du promoteur de c-fos (§ 2.10.5.1.1)
et ’activité transcriptionnelle en culture cellulaire (Gille, et al., 1995).

L’irradiation par les U.V. ou l'activation de la kinase MEKK1 induisent aussi la
transcription du gene c-fos. Contrairement a I’induction par les facteurs de croissance, ces
stimuli induisent JNK1 et JNK2, mais pas les kinases ERKs. Ils augmentent la

phosphorylation de Elk1 sur les sites également reconnus par les ERKs et ils stimulent sa
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capacité transactivatrice. Les U.V., mais pas le sérum ou les esters de phorbol, induisent la
translocation nucléaire de JNK1 (Cavigelli, et al., 1995). Cette étude révele I’existence de deux
voies indépendantes d’induction de Elk1 par des MAPKSs, une voie activée par des mitogenes et
une voie activée par le stress (figure 10, page 86).

Sapla est aussi activé par les INKs (Janknecht et Hunter, 1997).

Elk1 et Sapla sont également activés par la p38 MAPK (Price, et al., 1996).

3.4.2.3. Régulation de Erf.

Le facteur répresseur Erf de la famille Ets inhibe le promoteur du gene ets2
(§ 3.7.2.4.4). Dans le cycle cellulaire, la quantité de Erf est constante, mais sa phosphorylation
est variable. La transformation par ras s’accompagne d’une hyperphosphorylation de Erf et
d’une baisse de sa capacité répressive. Erf est phosphorylé in vitro par ERK2 et par la
cdc2/cycline B kinase (Sgouras, et al., 1995).

3.4.3. Conclusion.

L’activité transcriptionnelle de Ets1 et de Ets2 dépend directement de la phosphorylation
d’un résidu thréonine et indirectement de la capacit¢ a lier ’ADN, modulable par la
phosphorylation de résidus sérine du domaine inhibiteur DBIDI1. En ce qui concerne la
régulation de la liaison a ’ADN, la multiplicit¢ des sites de phosphorylation pourrait
théoriquement expliquer les différences observées entre plusieurs études. Des facteurs du
groupe TCFs sont également régulés par phosphorylation. Leur phosphorylation conditionne la
formation du complexe ternaire ADN/SRF /TCF et I'induction de la transcription. La
phosphorylation du répresseur Erf inhibe sa capacité transinhibitrice. Des MAP kinases
pourraient donc induire la transcription a la fois en activant des facteurs Ets transactivateurs et en

inhibant le répresseur Erf.

3.5. Stabilité des protéines.

Nous notons également que le traitement d’une culture cellulaire par le TPA induit
I’accumulation de Ets2, selon un mécanisme qui dépend de la PKC. Cette accumulation
s’explique par une augmentation de la demi-vie de la protéine qui passe de 20 min a 2 h. Cette

étude n’indique pas quel est le mécanisme de la stabilisation de Ets2 (Fujiwara, et al., 1988).

3.6. Régulation par réduction ou oxydation.

Dans des extraits nucléaires de la lignée CEM de lymphocytes T humains, la protéine
Etsl est détectée sous 4 isoformes majoritaires (p39, p42, p48, pS1), plus 2 isoformes
phosphorylées (pp49 et pp52 dérivées des p48 et pS1). La p42 se distingue de la pS1 2 la suite
de la perte de I’exon VII par un épissage alternatif. La p39 et la p48 dérivent respectivement de
la p42 et de 1a p51 par une modification de groupes sulphydryl (groupe -SH de la cystéine). La

détection des isoformes p39 et p48 est conditionnée par la présence de TLCK
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(N*-p-tosyl-L-lysine chlorométhyl cétone) dans le tampon de lyse des cellules. Cet agent

convertit in vitro la p42 en p39 et la p51 en p48 (Fisher, et al., 1992). A notre connaissance,
I’existence in vivo d’isoformes Ets1 dans des états rédox différents reste hypothétique.

La modification in vitro de Etsl sur des résidus cystéine par la NEM (N-éthyl
maléimide) supprime la liaison a I’ADN. L’activit¢ de liaison a8 ’ADN de v-Ets est
particulierement sensible aux conditions d’incubation in vitro, en particulier a la présence
d’agents réagissant avec les groupes -SH. Une régulation rédox directe de Ets est envisageable
et dépendrait, le cas échéant, de la structure (séquence et conformation) de sa région C-terminale
(Wasylyc et Wasylyc, 1993).

3.7. Activité transcriptionnelle.

3.7.1. Activation versus inhibition.

Dans de nombreuses circonstances, les facteurs de transcription de la famille Ets
induisent la transcription. Dans le cas de la régulation des promoteurs des MMPs, des
mécanismes inducteurs et un mécanisme inhibiteur contr6lés par des facteurs Ets ont été
observés (§ 1.9.1.2, § 4.1). Nous présentons ici plusieurs mécanismes d’induction par Ets en
coopération avec d’autres facteurs, ainsi que des mécanismes d’inhibition par Ets de
I’inductibilité par un autre facteur ou d’inhibition par un autre facteur de la transcription induite
par Ets (§ 3.7.2). Dans certains cas, des interactions protéiques ont €t mises en évidence entre

Ets et ses partenaires (§ 3.7.3).

3.7.2. Coopérations et antagonismes.

3.7.2.1. Coopération avec Myb.

Les séquences myb et ets conferent au virus E26 ses propriétés spécifiques (§ 3.1).
Dans le but de mettre en €vidence un lien fonctionnel entre ces deux oncogeénes, un groupe a
étudi€ I'activité de Ets et Myb sur un gene inductible par Myb. Mim1 (« géne myéloide 1
induit par v-Myb ») est un géne spécifique des cellules promyéloides. Il code une protéine
contenue dans les granules et peut étre sécrétée. 1l est inductible par v-Myb en coopération avec
le facteur C/EBPB. v-Myb et C/EBPB interagissent physiquement et reconnaissent une paire de
sites Myb-C/EBP (Mink, et al., 1996).

c-Myb est un faible activateur du promoteur de miml dans les fibroblastes de caille QT6,
mais une forme oncogene tronquée est un inducteur fort. La coexpression de Ets2, mais pas
celle de Etsl, augmente I'induction par c-Myb ou par son délétant. Ets2 seul n’est pas un
activateur du promoteur de mim1. Ets2 et Myb cooperent a I’induction transcriptionnelle, mais
lient d’une maniére indépendante un fragment de 262 pb de ce promoteur (Dudek, et al., 1992).

Une autre étude concerne la régulation de la glycoprotéine CD13/aminopeptidase N, un

marqueur des progéniteurs des granulocytes/monocytes les plus précoces. Un fragment du

103



promoteur du gene CD13 présentant un site consensus de liaison de Myb et 3 sites EBS
potentiels suffit a conférer & un gene rapporteur la spécificité d’expression de CD13 dans des
lignées hématopoiétiques. La protéine c-Myb complete, ainsi que le délétant oncogene, coopere
avec Etsl ou Ets2 dans I’induction via cette région. Myb et Ets2 sont exprimés de maniére
endogene par les cellules myéloides, ainsi que d’autres facteurs de la famille Ets comme
PU.1/Spil, Flil et EIf1 qui ne coopérent pas avec Myb (Shapiro, 1995).

Ces études montrent que des facteurs Ets spécifiques, Ets1 et Ets2, cooperent avec Myb

a I’'induction de génes spécifiques dans des types cellulaires spécifiques.

3.7.2.2. Coopération avec AP-1 ou antagonisme.

3.7.2.2.1. Le virus du polyome : induction et inhibition.

Une coopération entre des facteurs Ets et AP-1 a été mise en évidence pour la premiere
fois dans I’induction de I’élément activateur du virus du polyome. Cet élément contient une paire
de sites PEA3 (« élément activateur A3 du virus du polyome », un site EBS) et AP-1 like, de
séquence CAGGAAGTGACTAA. 1l est induit par la coopération de Ets1 (p68 de poulet) et
de ¢-Fos / c-Jun, dans des fibroblastes (Wasylyk, et al., 1990).

Au contraire, un test de transcription in vitro en présence d’extraits nucléaires de cellules

HeLa montre que Etsl seul (p54 de poulet) n’influence pas Iactivité de cet €lément. De plus,
Etsl inhibe, via le site EBS, la transcription induite par c-Jun. Un délétant artificiel AVII ne

contenant pas le domaine DBID1 codé par I’exon VII n’inhibe pas 1’activité¢ de c-Jun. En retard
sur gel, Etsl et c-Jun lient I’élément activateur d’une manieére indépendante. v-Ets est un
coactivateur faible. v-Ets pourrait induire la transcription de geénes cellulaires en entrant en
compétition avec un facteur Ets inhibiteur (Goldberg, et al., 1994).

Ces résultats suggerent que la régulation de 1’élément activateur du virus du polyome par
Ets pourrait soit &tre directe, soit procéder par 1’induction de facteurs cellulaires qui seraient
responsables des différences observées en culture cellulaire et in vitro.

3.7.2.2.2. Induction de MMPs et de TIMP-1.

Comme nous 1’avons vu, les facteurs des familles Ets et Fos-Jun coopérent a I’induction
de la collagénase-1, de la stromélysine-1 et de TIMP-1. L’expression de la gélatinase B est
également induite via des sites EBS et AP-1 (§ 1.9.1.2). Cette capacité a induire a la fois des
MMPs et I'inhibiteur TIMP-1 contribue a la complexité de la régulation de Iactivité

protéolytique extracellulaire.

3.7.2.2.3. Induction de 'uPA.

L’uPA, une protéase physiologiquement apparentée aux MMPs, est également régulé au

niveau transcriptionnel par la coopération d’un site AP-1 et d’une paire EBS-AP-1, dans les
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cellules HepG2. Cette coopération nécessite une région médiatrice COM présentant des sites

UEF1 a4 (§ 1.9.1.6). Un mécanisme de coopération complexe et original semble ici en ceuvre.

3.7.2.2.4, Induction de junB.

L’élément de réponse a I'IL-6 du promoteur de junB (JRE-IL6) contient un site
EBS (-146) et un site CRE like (-134) (§ 2.10.3). La recherche par clonage d’un facteur liant
le site JEBS a désigné ERM, un membre de la famille Ets. ERM induit la transcription via une
paire de sites EBS-CRE plus efficacement que via un site EBS seul. L’induction est plus élevée
en présence de ATF-2 qu’en présence de CREB. De plus, ¢-Jun, qui forme un dimere avec
ATF-2 (§ 2.2.2), coopere avec ERM a I’induction via I’élément EBS-CRE. c-Fos, JunB et
JunD ne cooperent pas avec ERM. c-Jun, mais pas c-Fos ou JunD, augmente d’un facteur 20 la
transcription induite par une construction GAL4-ERM. Un membre spécifique de la famille
AP-1, c-Jun, agit donc directement sur la capacité transactivatrice de ERM (Nakae, et al.,
1995).

3.7.2.2.5. Induction du TNF-c.

Le promoteur du TNF-o humain présente un site EBS (-118 GCTTCCTC) et un site
TRE like (-106 TGAGCTCA) nécessaires a I’activité basale. Ils cooperent a I'induction par le
PMA et sont les cibles respectives de I’induction par Etsl (p68) et c-Jun (Kramer, et al.,
1995).

3.7.2.2.6. Induction du CD11c.

Le promoteur de l'intégrine de leucocyte CD1lc code la chaine o d’un récepteur
membranaire. Il est régulé par un site AP-1 (-60 TGACTCA) et un site AP-1 like
(-50 TGACAAT) qui operent de maniere additive I’un avec a I’autre et qui coopérent avec un
site EBS adjacent (-41 TCTTCCTT) (Noti, et al., 1996).

3.7.2.2.7. Induction du « macrophage scavenger receptor ».

Le géne du « macrophage scavenger receptor » (MSR) est exprimé a partir des derniers
stades de la différenciation des monocytes en macrophages. Le MSR est un récepteur
multipotent impliqué dans la liaison, I’internalisation et le traitement d’un large éventail de
macromolécules chargées négativement (Asaoka, et al., 1993), ainsi que dans I’adhérence des
macrophages dans des organes lymphoides ou non lymphoides (Hughes, et al., 1995) et dans le
nettoyage des cellules apoptotiques du thymus (Platt, et al., 1996).

Le TPA induit la différenciation de la lignée THP1 de leucémie monocytique et induit le
promoteur du MSR wvia un site AP-1like et wune paire EBS-AP-I like
(AAGGAAATTAGTCA) situés dans un élément activateur vers (-4500) et via une autre paire
EBS-AP-1 like (-65 TGTGTCATTTCCTT). Ces 3 éléments lient les facteurs c-Jun et
JunB qui forment des complexes ternaires avec un facteur liant les sites EBS,

vraisemblablement Ets2. En présence d’un oncogéne ras activé, c-Jun et Ets2 cooperent a
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I’induction de la transcription d’un gene rapporteur contr6lé par une triple copie de 1’élément
EBS-AP-1 like (-65), en cellules F9. Ets2 et PU.1 sont exprimés de maniére endogene dans
les cellules THP1, mais PU.1 n’affecte pas la transcription de ce gene rapporteur (Wu, et al.,
1994).

La région (-245/+46) suffit a conférer a un géne rapporteur la spécificité d’expression
dans les monocytes et les macrophages. Cette région contient I’élément EBS-AP-1 like (-65),
lié par des facteurs Ets préférentiellement exprimées dans les monocytes et les macrophages, et
un site (-198 TCACTTCICTTTTT) ciblé par PU.1/Spil, un membre de la famille Ets
exprimé dans les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes B. D’une maniere
inattendue, SpiB lie faiblement ce site, alors qu’il lie avec une bonne affinité d’autres sites ciblés
par PU.1 (Moulton, et al., 1994).

Ces études montrent que le MSR, un géne clé spécifique de la différenciation des
monocytes en macrophages, est induit par la coopération de plusieurs facteurs Ets (exprimés

dans différentes cellules sanguines spécifiques) et de facteurs Jun.

3.7.2.2.8. Conclusion.

Ces études montrent que des facteurs spécifiques des familles Ets et AP-1 cooperent a
I’induction de nombreux genes ou, dans le cas d’une étude in vitro, sont antagonistes. Nous
présentons plus loin des études qui mettent en évidence 'implication d’interactions protéiques
Ets / AP-1 dans la régulation de la transcription (§ 3.7.3.4-4).

3.7.2.3. Coopération avec Spl.

L’élément activateur du virus des lymphocytes T humains (HTLV1) présente une paire
de sites Spl-EBS (-139 CCACCC ATTTCCTC) et un deuxieme site EBS
(-157 CGGGAAGQC). Les facteurs Etsl et Spl forment un complexe ternaire avec le site
Sp1-EBS et coopérent a I’induction de la transcription. Des paires de sites Spl-EBS sont
présentes dans les promoteurs de plusieurs genes cellulaires, ce qui suggere la possibilité d’une

coopération entre Sp1 et des facteurs Ets dans leur régulation (Gégonne, et al., 1993).

3.7.2.4. Induction et inhibition via des sites EBS.

3.7.2.4.1. Régulation de la stromélysine-1.

Nous rapportons que Erg inhibe I’activité du promoteur de la stromélysine-1 induite par
Ets2 dans les cellules HepG2, selon un mécanisme qui semble impliquer une interaction
protéique de Ets2 avec Erg et la liaison d’un complexe Ets2 / Erg inactif sur le tandem EBS
inversé (-216 CAGGAAGC ACTTCCTG) (§ 4.1, § 4.2).

3.7.2.4.2. L’élément activateur du VIH-1.

Dans des fibroblastes NIH 3T3 transformés par c-etsl, Ets1, mais pas Flil, induit un

geéne rapporteur contrdlé par I’élément activateur du VIH-1. Cet élément présente un tandem
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EBS direct (CTTTCCGC TGGGGA CTTTCCAG). De plus, Flil inhibe I’induction par
Ets1. Dans les cellules COS, au contraire, Flil induit ce géne rapporteur (Hodge, et al., 1996).

Ces résultats rappellent ’antagonisme de Ets2 et Erg dans la régulation de la
stromélysine-1 via un tandem EBS inversé. Les genes etsl, ets2, flil et erg auraient été
engendrés au cours de 1’évolution par la duplication, sur un méme chromosome, d’un ancétre
commun, suivie de la duplication de cette paire de génes sur un autre chromosome. Chez
I’homme, ets et flil sont situés en 11q23-24, et ets2 et erg en 21q22 (Laudet, et al., 1993). 1l
est tentant, quoique trés hypothétique, d’envisager que cette parenté puisse s’exprimer
fonctionnellement dans les propriétés régulatrices remarquables des paires de facteurs de
transcription Etsl / Flil et Ets2 / Erg.

3.7.2.4.3. Régulation de la thrombomoduline.

Le TNF-a inhibe l'activit¢ du promoteur de la thrombomoduline dans les cellules
endothéliales via la région (-76/-56) qui contient 3 sites EBS. Cette région lie un facteur
spécifique des cellules endothéliales. Elle est responsable d’une part du niveau basal €levé
sensible au TNF-o et d’autre part de ’inductibilité¢ par Etsl et Ets2 insensible au TNF-a. Ces
résultats suggerent que le TNF-a inhibe la transcription de la thrombomoduline via des sites
EBS en induisant le blocage d’un facteur Ets spécifique des cellules endothéliales ou d’un
coactivateur (von der Ahe, et al., 1993).

3.7.2.4.4. Régulation de ets2.

Erf (« facteur répresseur de ets2 ») est un nouveau membre de la famille Ets, isolé en
tant que facteur liant un site EBS dans le promoteur de ets2 (+12 ACTTCCTC). Erf inhibe
plusieurs promoteurs, notamment celui de ets2 ( : 30), proportionnellement a son affinité de
liaison aux sites cibles. Le DBD de Erf est situé dans la région N-terminale, comme chez les
protéines du groupe Elk. Le DBD est cependant le seul domaine de Erf conservé avec les autres
facteurs Ets (Sgouras, et al., 1995). Erf est régulé par phosphorylation (§ 3.4.2.3).

3.7.2.5. Antagonismes Ets / récepteurs nucléaires.

Nous avons vu que I’induction du promoteur de la collagénase-1 par les facteurs Ets1,
ERM et PEA3 est inhibée par le récepteur AR (§ 1.9.2.3.7). D’autres récepteurs aux
stéroides inhibent la transcription induite par des facteurs Ets.

En présence de déxaméthasone, le récepteur GR inhibe la transcription induite par
PU.1 et, inversement, PU.1 inhibe I’induction de promoteurs via des sites GRE. PU.1 inhibe
également la transcription induite par les récepteurs TR et RAR« via leurs sites cibles T,RE et
RARE (Gauthier, et al., 1993).

Ces résultats suggerent que des interactions protéiques entre des facteurs Ets spécifiques

et des récepteurs nucléaires inhibent leur capacité & induire la transcription.
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3.7.2.6. Inhibition par Etsl via un site ISRE.

L’IFN-o induit la transcription de geénes cellulaires via la liaison d’un complexe
spécifique ISGF3 (contenant les protéines Statla et ) sur des sites ISRE dont le consensus
AGTTTCnnTTTCn(C/T) (Darnell, et al., 1994) offre deux possibilités de chevauchement avec
des sites EBS. La recherche de facteurs liant le site ISRE par criblage d’une banque d’ADNc de
souris a conduit a I'isolement d’un clone ets/. La formation d’un complexe ISGF3 sur le site
ISRE est inhibée par un anticorps dirigé contre Etsl. Etsl inhibe I’activité transcriptionnelle
d’un gene rapporteur controlé par un site ISRE. Ces résultats indiquent que Ets1 peut inhiber la
transcription induite vig un site ISRE en participant a la formation d’un complexe protéique sur
ce site (Rutherford, et al., 1997).

3.7.2.7. Inhibition par EIfl via un site GAS.

Le promoteur du geéne humain codant le récepteur o de P’IL-2 présente un site
semblable a GAS (consensus TTnCnnnAA, présenté en § 2.10.3) qui chevauche un site EBS
(-3768 TTCTAGGAAGT). L’IL-2 induit la liaison des facteurs StatSa et b sur le site GAS
en corrélation avec I’induction de la transcription, dans des lymphocytes T. La mutation du site
EBS éleve le niveau basal et ne permet plus d’induction par I’IL-2. StatSa induit la transcription
via ce site et la coexpression de Elf1 I’inhibe. Elf1 n’a par contre pas d’effet sur I’activité basale.
Ces résultats suggerent que Elf1 est un répresseur qui lie constitutivement le site GAS dans des
lymphocytes T non stimulés et que I'IL-2 induit la liaison compétitive de facteurs activateurs
Stat (Lécine, et al., 1996).

3.7.3. Interactions physiques de Ets avec d’autres facteurs.

3.7.3.1. Etsl et GHF1I.

Le facteur de transcription GHF1/Pit1 est un facteur & homéodomaine POU, spécifique
de I’hypophyse. Il est nécessaire, mais pas suffisant, a I’expression des génes de la prolactine
(PRL), de ’hormone de croissance (GH) et de la thyrotropine. Etsl, mais pas Ets2,
coopere avec GHF1 a I’induction du promoteur PRL via une paire de sites EBS-GHF (-214).
Un test de corétention protéique in vitro montre que Etsl, mais pas Ets2, interagit
physiquement avec GHF1 et GHF2. GHF2 est une isoforme exprimée par épissage alternatif
qui inhibe I’inductibilité du PRL par Etsl. Le promoteur de la GH ne présente pas d’élément
EBS-GHF et n’est pas induit coopérativement par Etsl et GHF1. Cette étude indique que
I'interaction du facteur GHF1 exprimé dans I’hypophyse avec Etsl au niveau d’éléments
EBS-GHEF pourrait expliquer I’expression différentielle de geénes spécifiques régulés par GHF1
(Bradford, et al., 1997).
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3.7.3.2. Etsl et PEBP2aq..
Le gene du récepteur alpha des lymphocytes T (TCRa) est induit coopérativement par

les facteurs Ets1 et PEBP2a (sous unité alpha de la « protéine 2 liant I’élément activateur du
virus du polyome »). Etsl est recruté sur PADN par PEBP2a pour former un complexe
ternaire instable au niveau d’un élément mixte contenant 2 sites de liaison de PEBP2a et un site
EBS (+83 CCGCA GAAG CC ACATCCTC +101). Une interaction physique est observée
entre PEBP2a et la région (123-240) de Etsl qui recouvre le domaine DBID1 et une région

transactivatrice. La stabilisation de ce complexe dépend aussi de la phase angulaire d’un site
ATF/CREB (+33 TGACGTCA) situé a I’autre extrémité de I’élément activateur. Elle nécessite
également le facteur LEF-1 (« facteur activateur lymphoide ») qui courbe 1’élément activateur
en un site central (+69 CCTTTGAA), ce qui permettrait le rapprochement des facteurs liés sur
les éléments PEBP2a-EBS et ATF/CREB (Giese, et al., 1995).

3.7.3.3. Etsl et MafB.

MafB est un membre de la famille Maf (§ 2.2.3) de facteurs de transcription a domaine
bZip. 1l est exprimé dans les cellules myélomonocytiques, mais pas dans les cellules
érythroides. Sa surexpression dans des érythroblastes inhibe [’expression du gene du
récepteur de la transferrine induite par Ets1 et la différenciation érythroide dont ce géne est
un acteur essentiel. In vitro, la région bZip de MafB interagit physiquement avec le DBD de
Etsl. Dans les cellules QT6 de caille, MafB inhibe la transcription d’un geéne rapporteur
contrdlé par 5 sites EBS induit par la p68~**' (Sieweke, et al., 1996). Ces résultats mettent en
évidence une inhibition par MafB de la transcription induite par Ets1. Cette activité inhibitrice

semble impliquée dans I’hématopoiese.

3.7.3.4. Erg et c-Fos/c-Jun.

Nous rapportons que Erg, mais pas Ets2, induit le promoteur de la collagénase-1 via
un site EBS. Un test de retard sur gel montre cependant que Erg ne peut pas lier seul le site
EBS. 1l est recruté sur I’ADN par une interaction physique avec le complexe c-Fos / c-Jun qui
lie un site AP-1 adjacent (§ 4.1).

3.7.3.5. EIfI et Jun.

Le gene de la chaine lourde des immunoglobulines (IgH) est régulé dans les
lymphocytes B. L’activité du géne IgH induite via le récepteur des IgM s’accompagne du
recrutement d’un complexe NFAB (« facteur nucléaire des cellules B activées ») sur un
élément original appelé ETS/AP-1. Cet élément (CAGAATGAGTAA) contient un site
AP-1 like et un site chevauchant de liaison de Ets avec un cceur GAAT différent du consensus
GGA(A/T). Ce motif suffit & conférer a un geéne rapporteur ’inductibilité via le récepteur des
IgM. Le complexe NFAB contient les facteurs ¢-Fos, JunB et EIfl. Dans les fibroblastes

NIH 3T3, I’expression de Elfl est nécessaire a ’inductibilité de cet élément par le TPA. Ces
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résultats suggeérent que les facteurs c-Fos et JunB, induits dans les lymphocytes B par
I’activation du récepteur des IgM, cooperent avec Elf1 a I’expression du gene IgH (Grant, et al.,
1995). Ce mécanisme régulateur rappelle I’induction du promoteur de I'IL-2 dans les cellules T
activées par un complexe NFAT-1 contenant les facteurs Fral et JunB et vraisemblablement
Elf1, ou un facteur Ets apparenté (§ 2.4.1.2).

Une autre étude montre que Elf1 interagit physiquement avec c-Jun, JunB et JunD, mais
pas avec c-Fos, FosB, Fral ni Fra2, dans un test in vitro ou le bromure d’éthidium est utilisé
pour supprimer une éventuelle interaction avec I’ADN. EIfl interagit avec la région
c-Jun(221-334) qui inclut le domaine bZip. Les DBD de Elf1, PU.1, Etsl et Flil interagissent
avec c-Jun, JunB et JunD. Des tests de coimmunoprécipitation montrent que Elfl lie des
complexes Fos / Jun in vivo (Bassuk et Leiden, 1995).

Ces résultats indiquent que I’interaction physique entre Elf1 et Jun permet la formation
de complexes Elf1 /Jun/ Fos et une coopération entre ces facteurs dans I’induction de la
transcription du geéne de I’IgH. La formation de tels complexes est indépendante de 1’interaction
avec I’ADN et pourrait favoriser le recrutement des facteurs c-Fos, JunB et EIf1 sur I’élément
ETS/AP-1 ou les sites de liaison ne sont pas des consensus EBS ou AP-1. L’originalité de ce

mécanisme de recrutement pourrait contribuer a la spécificité de la régulation du géne IgH.

3.7.3.6. EIfl e¢t NFxB/NFAT.

Les promoteurs des virus VIH-1 et VIH-2 et les promoteurs de genes cellulaires
inductibles dans les lymphocytes T présentent des paires de sites EBS-NF«xB. Ces promoteurs
sont induits coopérativement par des facteurs de la famille Ets et des deux familles apparentées
Rel/NFxB et NFAT (« facteur nucléaire des cellules T activées »). Elf1 interagit physiquement
avec plusieurs facteurs Rel/NFxB ou NFAT, in vitro et dans les lymphocytes T. L’interaction
a lieu entre le DBD de ElIf1 et le DBD (correspondant au domaine d’homologie a Rel) des
facteurs Rel, NFxB p50 et NFAT2, mais pas NFkB p65. Une étude par mutation montre
que la liaison de chacun des partenaires a un fragment (-183/-83) de I’élément activateur du
VIH-2 est nécessaire a l'interaction observée in vitro. Ce fragment présente 2 sites EBS
reconnus par EIfl (-168 CAGGAACA, -143 CAGGAAGT) et un site NFxB
(-109 GGGACTTTCC). L’interaction observée pourrait avoir lieu simplement par
I’'intermédiaire de I’ADN, sans mettre en jeu d’interaction protéique. Elle n’est cependant pas
obtenue avec deux protéines chimeres p50/p65 capables de lier PADN. 1l s’agit donc d’une
interaction protéine-protéine dépendante de I’ ADN (Bassuk, et al., 1997).

Le promoteur de I’IL-2 présente 5 sites NFAT (-284, -163, -138, -95, -50) qui
participent tous & son induction maximale lors de I’activation des lymphocytes T. Ils définissent
un consensus GGAAAA(A/T). Ils sont chacun reconnus in vitro par les 4 membres de la
famille NFAT : NFAT1 (= NFATp), NFAT2 (= NFATc), NFAT3 et NFAT4 (Rooney, et
al., 1995). NFATI1 interagit physiquement avec les dimeéres c-Fos / c-Jun et c-Jun / c-Jun qui
stabilisent la liaison de NFAT1 sur ’ADN (Jain, et al., 1993). Les sites NFAT (-284)
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et (-138) chevauchent les sites EBS1 (-286) et EBS2 (-240). Ces EBS sont reconnus par le
facteur EIf1 qui induit le promoteur en interagissant avec un complexe AP-1 lié a des sites
adjacents (§ 2.4.1.2). Le chevauchement des sites EBS et NFAT suggere que le promoteur de
I'IL-2 pourrait étre induit d’'une mani¢re mutuellement exclusive par Elf1 ou par NFAT, en
coopération avec AP-1. Elfl, li¢ sur EBS1 ou sur EBS2, pourrait aussi interagir avec des
facteurs NFAT lié€s sur les 4 sites NFAT distants. Comme dans le cas des VIH-1 et VIH-2,
EIfl pourrait aussi interagir avec un facteur NFxB qui reconnaitrait le site
(-207 GGGATTTCAC) (Rooney, et al., 1995).

Ces résultats indiquent que des interactions physiques entre des facteurs Ets et
Rel/NFxB ou NFAT jouent un r6le dans la régulation de génes cellulaires et de virus spécifiques
des lymphocytes T.

3.7.3.7. Elk et Paxs5.

Pax5 est une protéine activatrice spécifique des lymphocytes B (la « BSAP »)
impliquée dans leur différenciation. mb1 est un gene spécifique des lymphocytes B induit via
un élément Pax5-Ets. Cet élément présente un site de liaison de Pax5 et, & une base pres dans le
ceeur TTCC, un consensus de liaison de Elk1 (-73 ATCTCCGGC). En test de retard sur gel,
Sapla peut lier seul cet élément, contrairement a Elk1 ou Sap2. Pax5 peut cependant recruter
Elk1 ou Sap2 sur I’ADN, mais ne forme pas de complexe ternaire avec Sapla. La mutation du
cceur CTCC en consensus TTCC permet la liaison de Sap2 seul et diminue ( : 20) la liaison de
Pax5, ce qui suggere que le nucléotide atypique est important a la fois pour la liaison de Pax5 et
la liaison de Sap2. In vivo, Pax5 forme des complexes sur le promoteur de mbl avec plusieurs
facteurs de la famille Ets, comme Ets1, Flil et GABPo/ (Fitzsimmons, et al., 1996).

Cette étude suggere que des interactions physiques entre Pax5 et des facteurs spécifiques
de la famille Ets, en particulier des membres du groupe Elk, sont impliquées dans 1’expression
du gene mb1 dans les lymphocytes B.

3.7.3.8. Elk et SRF.

Nous avons vu que I’induction du promoteur de c-fos par le sérum met en jeu la
formation de complexes ternaires entre le site SRE, le facteur SRF et des facteurs TCFs de la
famille Ets, a savoir Elk1, Sap1a, Sap2, Flil ou EWS-Flil. Le recrutement de Elk1 nécessite la
liaison du SRF a I’ADN. In vitro, Elk1 interagit physiquement avec le SRF (§ 2.10.5.1.1).

Les facteurs TCFs forment également des complexes ternaires avec le SRF au niveau des
SREs du promoteur de egrl, un autre gene de réponse précoce (présenté en § 2.10.5.1.2). De
plus, Elk1 et Sapla forment des complexes quaternaires sur I'un des SREs de egrl, ce qui

suggere un niveau supplémentaire d’interaction physique et de régulation transcriptionnelle
(Watson, et al., 1997).
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3.7.3.9. GABPo et GABPB..
GABPa et GABPB sont des facteurs Ets qui peuvent lier ensemble des tandems EBS.

GABPB ne modifie pas la spécificité de la liaison de GABPa sur un EBS unique mais augmente
fortement sa liaison sur un tandem EBS, par la formation d’un tétramere a,B,. Le criblage
d’extraits tissulaires par une protéine GABPB radiomarquée révele une stricte spécificité
d’interaction avec GABPa. GABPp permettrait donc une sélection des sites de liaison de
GABPa (Brown et McKnight, 1992).

3.7.3.10. Le domaine d’oligomérisation de Tel.

Les facteurs Ets1, Ets2, Erg2, Flil, GABPa et Tel, un nouveau facteur Ets, présentent
un domaine N-terminal conservé de 65 acides aminés. Ce domaine permet I’homodimérisation
des oncoprotéines de fusion Tel-PDGFRB et Tel-Abl qui présentent en conséquence une activité
kinase constitutive. Ce domaine permet I’homodimérisation de Tel, mais pas des autres facteurs
Ets (Jousset, et al., 1997). L’implication de cette propriété spécifique dans la régulation
transcriptionnelle par Tel n’a pas encore été étudiée a notre connaissance.

3.7.4. Interaction de PU.1 avec la machinerie transcriptionnelle.

PU.1/Spil est un membre de la famille Ets exprimé dans les macrophages, les
neutrophiles et les lymphocytes B. Son domaine transactivateur est contenu dans la région
N-terminale (1-75). Cette région interagit physiquement avec le facteur de transcription Rb (le
suppresseur de tumeur du rétinoblastome) et avec le facteur TFIID de la machinerie
transcriptionnelle générale (§ 2.9.1). La région (75-182) adjacente au DBD augmente ces
interactions. TFIID lie PU.1 via la région (167-317) qui est homologue de la région (399-564)
de Rb, ce qui suggere un mécanisme d’interaction commun (Hagemeier, et al., 1993).

Le facteur NFBA, identique a PU.1, lie un élément conservé du promoteur de I'IL-1p
situé 6 pb en amont de la boite TATA. Des expériences de retard sur gel suggérent que PU.1
pourrait induire I’assemblage d’un complexe dépendant de la TBP sur le promoteur de I'IL-1p
(Buras, et al., 1995).

En conclusion, P'interaction de PU.1 et de TFIID est, & notre connaissance, la seule
interaction protéique caractérisée entre un membre de la famille Ets et un facteur du complexe
d’initiation de la transcription. De plus, PU.1 pourrait interagir avec la TBP en se fixant sur un

site spécifique proche de la boite TATA, en particulier dans le promoteur de I'TL-1p.

3.7.5. Conclusion.

Plusieurs facteurs de la famille Ets interagissent au niveau transcriptionnel avec des
facteurs de plusieurs autres familles, comme par exemple des facteurs bZip (Fos-Jun, Maf). Des
mécanismes coopératifs et des antagonismes entre ces facteurs contrblent spécifiquement
I’expression de nombreux geénes, en particulier des genes impliqués dans la régulation de

I’activité protéolytique extracellulaire ou dans la différenciation et I’activation des cellules
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sanguines. La spécificité¢ tissulaire de ces mécanismes est généralement conférée par la
spécificité d’expression de ’'un des deux facteurs régulateurs.

Parfois, des facteurs de transcription sont en compétition pour la liaison & ’ADN au
niveau de sites qui se chevauchent. Plus fréquemment, des interactions protéiques entre facteurs
de transcription ont été mises en évidence. Elles contribuent significativement au recrutement de
facteurs Ets sur des promoteurs et a la spécificité de la régulation transcriptionnelle. Dans
d’autres cas, une interaction protéique peut au contraire inhiber la liaison a ’ADN des
partenaires.

D’une maniere originale, des facteurs de la famille Ets sont antagonistes dans deux cas :
Ets1 et Flil dans la régulation du VIH-1 (§ 3.7.2.4.2), Ets2 et Erg dans la régulation de la
stromélysine-1 (§ 4.1).

3.8. Régulation de I'expression des génes ets.

3.8.1. L’expression des geénes efs.

Nous présentons maintenant des mécanismes régulateurs de 1’expression des genes ets/,
ets2, et erg, trois génes dont nous avons étudi€ les produits expérimentalement. A notre
connaissance, les mécanismes controlant la transcription de erg n’ont pas été étudiés.

L’expression de ets] et de erg est contrdlée par des épissages alternatifs.

3.8.2. Expression de etsl1.

3.8.2.1. Régulation transcriptionnelle.

Le promoteur de ets/ est induit dans la lignée lymphoide Daudi et la lignée
érythromyéloide K562, mais pas dans la lignée promyélocytique HL60. Il ne présente pas de
boite TATA ou CAAT. La transcription est initiée a partir de plusieurs positions voisines (+1,
+4, +7, +10, +13).

Une premigre région inductrice contient un site AP-1 (-828 TGACTCA), un site
atypique de liaison de Etsl (-745 CTCGCCTTC), un site AP-2 (-537 CCCCAGCC), un site
Sp1 optimal (-439 GGGCGG) et 5 autres sites Spl présumés. L’expression de c-Jun ou de
AP-2 induit le promoteur, vraisemblablement via les sites potentiels indiqués. D’une maniere
inattendue, c-Fos ne coopére pas avec c-Jun dans I’induction de la transcription (Oka, et al.,
1991). Ets1, mais pas Ets2, induit le promoteur de ets/ (Seth et Papas, 1990). La mutation du
site Ets1 supprime I’induction par Ets1 (Chen et Wright, 1993). Un gene rapporteur controlé
uniquement par la région des sites AP-1, Etsl et AP-2 est induit plus efficacement par PEA3
que par Ets1 (Chen, et al., 1993a).

Une deuxieme région inductrice contient un tandem de sites PEA3 (-1603 GTTCCTG
GCTTCCT) et deux sites Oct (-1584 ATTTGCTG, -1568 CTGCAAAT). La mutation des
sites PEA3 et Oct réduit ou supprime I’induction par les facteurs PEA3 et Octl ou Oct2

113



respectivement. La région des sites PEA3 et Oct est flanquée de deux domaines inhibiteurs,
NRE1 en 5’ et NRE2 en 3’. NRE1 inhibe ( : 4-8) I’activité basale induite par Ets1, PEA3,
Octl, Oct2 et AP-2. NRE2 inhibe spécifiquement I’induction par Oct (Chen et Wright, 1993).
Des extraits nucléaires de cellules Daudi ou K562, mais pas de cellules HL60, forment in vitro
plusieurs complexes avec NRE1 et NRE2 (Chen, et al., 1993a).

Le gene ets] est donc exprimé dans des cellules sanguines spécifiques. Son expression
résulte d’un équilibre entre une autorégulation positive modérée via un site Ets1 atypique, une
inductibilité par d’autres facteurs (PEA3, AP-1, AP-2, Oct) et, simultanément, une inhibition
via les régions NRE1 et NRE2.

Chez ’embryon de souris, ets/ est exprimé dans les vaisseaux en développement.
Cependant, un gene rapporteur contrdlé par 5.3 kb de séquence 5’ du géne etsl ne présente pas
le méme patron d’expression. La coexpression du rapporteur et de ’endogeéne est obtenue en
ajoutant au rapporteur le premier exon et 9 kb du premier intron de ets/, ce qui montre que des
séquences 3’ participent a la spécificité de tissu de I’expression de ets] (Jorcyk, et al., 1997).

3.8.2.2. Epissage alternatif.
Le gene ets/ de poulet code deux isoformes, p54 (Ghysdael, et al., 1986) et p68

(Leprince, et al., 1988). Elles different au niveau de leur domaine N-terminal, par 1’utilisation
de deux sites d’initiation de la traduction et par un épissage alternatif. Cette région définit le
domaine R I, transactivateur chez la p68, mais pas chez la p54 (Schneikert, et al., 1992).

Chez I’homme, les isoformes p42 et p51 (§ 3.6) différent par la présence ou 1’absence
de I’exon VII qui code le domaine DBID1, un domaine inhibiteur de la liaison a ’ADN
(§ 3.2.3) régulé par phosphorylation (§ 3.4.1). Des isoformes de Ets1 sont également connues
chez la souris, p63 et p52. Leurs propriétés biochimiques suggerent qu’elles seraient
homologues des isoformes humaines (Pognonec, et al., 1990).

3.8.3. Régulation transcriptionnelle de ets2.

Comme dans le cas de etsl, le promoteur de ets2 ne présente pas de boite TATA ou
CAAT. La transcription est initiée a partir de plusieurs positions voisines (+1 a +5, +9, +10).

La région (-159/4+141) est la plus petite région nécessaire a une activité maximale en
cellules HeLa. Elle contient un site Spl (-9 CGCGTGGGG) chevauchant un élément
symétrique riche en GC (-15/-6) et un site AP-2 (-62 GTCCCTCCT). En amont se trouvent
un autre site Spl (-208 CCCCCAACCC) et 2 autres sites AP-2 (-318, -285). Le promoteur
contient également un site CArG de liaison du SRF (-1452 CCATTTATGG) semblable a celui
du promoteur de c-fos et dont les extrémités chevauchent 2 cceurs EBS (TTCC......GGAA)
(Mavrothalassitis, et al., 1990).

Le promoteur de efs2 présente aussi un élément mixte EBS-AP-1 like
(+12 ACTTCCTC CAG AGACTGA). Les sites GC, EBS et AP-1like sont liés par

plusieurs complexes ubiquitaires ou tissu-spécifiques. La formation de ces complexes est
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corrélée a I’induction de la transcription (complexes au niveau des sites GC, EBS et AP-1 like),
ou a son inhibition (sites EBS et AP-1 like). La coopération entre les sites EBS et AP-1 like
semble essentielle a Pactivité du promoteur (Mavrothalassitis et Papas, 1991). L’activit¢ du
promoteur est également régulée par un nouveau membre de la famille Ets, le répresseur Erf
(§ 3.7.2.4.4).

A notre connaissance, ets2 n’est pas traduit en plusieurs protéines isoformes.

3.8.4. Les isoformes Erg.

Les transcrits du gene erg sont modifiés par un épissage alternatif et sont traduits en
plusieurs isoformes & partir de sites alternatifs d’initiation de la traduction. Ces protéines sont
appelées Ergl, Erg2 (Rao, et al., 1987), p38, p55 et p49 (Duterque-Coquillaud, et al., 1993).
Erg3 n’est autre que la pS5 (Prasad, et al., 1994). Les isoformes Erg sont des facteurs
transactivateurs dont la spécificité est en cours d’investigation. La protéine Erg utilisée dans nos

travaux expérimentaux est la p55.

3.9. Conclusion.

Les facteurs Ets sont impliqués dans le développement, dans 1’hématopoiese et dans
certains cancers. Ils régulent des geénes de différenciation et des génes codant des protéases
extracellulaires ou des inhibiteurs de protéases. Une spécificité de tissu a ét€¢ mise en évidence
pour plusieurs d’entre eux.

Les facteurs de la famille Ets ont un domaine de liaison a I’ADN conservé qui reconnait
des sites EBS centrés autour d’un coeur GGA(A/T), une séquence statistiquement trés
fréquente. La spécificité de la sélection des sites cibles et de I’induction ou de I’inhibition de la
transcription est assurée dans de nombreux cas par des interactions protéiques avec des facteurs
de transcription de plusieurs autres familles, dont certains ne sont exprimés que dans des tissus
spécifiques.

Notre étude expérimentale souligne €galement la spécificité de 1’activité des facteurs Ets.
Elle montre que Erg induit le promoteur de la collagénase-1, mais inhibe I’activité du promoteur
de la stromélysine-1 induite par Ets2. Cette régulation différentielle s’explique par la disposition
différente des sites EBS et AP-1 dans ces promoteurs, par une interaction physique de Erg avec
c-Fos / c-Jun et, vraisemblablement, par I’originale interaction physique entre Ets2 et Erg via

des domaines protéiques contrdlant la liaison a I’ ADN et la capacité transactivatrice de Ets2.
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4. Résultats.

4.1. Publication 1.

4.1.1. Résumé.

Titre en frangais : Erg, un membre de la famille Ets, régule différemment 1’expression
des geénes de la collagénase-1 (MMP-1) et de la stromélysine-1 (MMP-3) en interagissant
physiquement avec le complexe Fos / Jun.

Dans cette publication, nous montrons que Ets2, Erg (pS55) et leur combinaison régulent
différemment 'activité des promoteurs de la collagénase-1 (-610/+61) et de la stromélysine-1
(-437/+4). Dans des expériences de transfection transitoire, Ets2 induit les deux promoteurs,
alors que Erg induit la collagénase-1 mais pas la stromélysine-1. De plus, Erg inhibe totalement
’activité du promoteur de la stromélysine-1 induite par Ets2. Des expériences de retard sur gel
ne permettent cependant pas de détecter une liaison de Erg au promoteur de la collagénase-1.
Elles montrent au contraire qu’il se fixe au promoteur de la stromélysine-1. Par mutagenese
dirigée, nous avons identifié un site EBS (-89) nécessaire a ’induction du promoteur de la
collagénase-1 par Erg. D’une maniere inattendue, la mutation d’un site AP-1 (-72) supprime
également I’induction par Erg, ce qui suggere que Erg coopere étroitement avec un facteur
AP-1. En accord avec cette hypothese, des expériences de retard sur gel et des tests d’interaction
protéique in vitro (corétention protéique) montrent que Erg interagit physiquement avec le
complexe c-Fos / c-Jun. Erg est donc le premier exemple d’un facteur de transcription capable
de distinguer les promoteurs de la collagénase-1 et de la stromélysine-1. Erg induit la
transcription quand il est recruté par Fos / Jun sur le promoteur de la collagénase-1, mais il
n’induit pas le promoteur de la stromélysine-1. La disposition différente de sites EBS et AP-1

semblables dans ces promoteurs est a 1’origine de leur régulation différentielle.
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Erg, an Ets-family member, differentially regulates human collagenasel
‘MMP1) and stromelysinl (MMP3) gene expression by physically

nteracting with the Fos/Jun complex
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“ollagenasel (MMP1) and stromelysinl (MMP3) are
:xtracellular proteolytic enzymes that degrade connective
issue macromolecules and basement membranes. Both
renes are regulated by the Ets and Fos/Jun families of
ranscription factors/oncoproteins. Here, we show that
wo members of the Ets-family, Ets2 and Erg and their
:ombinations differentially regulate collagenasel and
itromelysinl promoter activity. In transiently transfected
ells, Ets2 activates both promoters whereas Erg induces
:ollagenasel but not stromelysinl promoter activity.
Vioreover, Erg completely inhibits stromelysinl promoter
ictivation by Ets2. In gel shift assays however, the Erg
rotein bound little or not to the collagenasel promoter,
vhereas it bound to the stromelysinl promoter. By site-
pecific mutagenesis, we identified one major site at — 88
hat abolished collagenasel promoter activation by Erg.
surprisingly, mutation of the collagenasel AP1 site at
—73 also abolished the activation by Erg suggesting that
irg cooperates with Fos/Jun in collagenasel promoter
egulation. Indeed, gel shift and in vitro protein
nteraction studies showed that Erg binds to the Fos/
Jlun complex. Thus, Erg represents the first example of a
ranscription factor that can distinguish between the
ollagenasel and stromelysinl promoters in that when
irg is recruited by Fos/Jun at the promoter, it
ranscriptionally activates collagenasel gene but not
tromelysinl expression.
Ceywords: extracellular matrix; metalloproteinases;
mcogenes; gene regulation

ntroduction

[he Ets family members comprise a large number of
ienes that encode transcription factors/oncoproteins
Crépieux et al., 1994; Janknecht and Nordheim, 1993;
“ymms and Kola, 1994; Wasylyk et al., 1993) which
re implicated in the generation of several types of
ancers (Rabbitts, 1994). They are expressed widely
luring development and organogenesis. FEtsl is
xpressed in several cell types and is particularly
bundant in endothelial cells during blood vessel
ormation (Wernert et al, 1992). By contrast, Ets2
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appears to be expressed in all proliferating tissues
studied (Kola et al., 1993) and can induce tumors in
nude mice (Seth et al, 1989). During chicken
embryogenesis, the ets related gene erg is expressed in
cells of mesodermal origin and may play a role in limb
and skeleton formation (Dhordain et al., 1995). It has
also been shown that the erg gene can be rearranged in
myeloid leukemia and Ewing’s sarcoma, a long bone
tumor of childhood (Ichikawa et al., 1994; Sorensen et
al., 1994), suggesting that erg may participate in the
regulation of particular genes implicated in the
metastatic progression of cancer.

Different members of the Ets-family of transcription
factors contain an homologous DNA binding domain,
the Ets domain, that binds to the purine rich GGA(A/
T) core sequence, but have divergent transcriptional
activation domains (Karim et al., 1990; Laudet et al.,
1993).

Ets transcription factors regulate several viral and
cellular genes (Nerlov et al., 1991; Wang et al., 1994;
Wasylyk er al., 1990). It has been shown that the
flanking regions of the GGA(A/T) core are responsible
for the binding specificity of different members of the
Ets-family (Ho et al., 1990; Karim et al., 1990; Nye et
al., 1992; Wasylyk and Wasylyk, 1992). However, as
demonstrated in some cases, the binding of accessory
proteins can confer such specificity to the different Ets
proteins. Thus, SAP-1 and Elk are recruited by the
serum response factor (SRF) at the c-fos serum
response element (SRE) for promoter activation
(Dalton and Treisman, 1992; Hipskind et al., 1991;
Shaw et al., 1989) and NF-EMS5 by Spi-1/PUT1 for Igk
enhancer activity (Pongubala et al., 1992). In several
reports (Bradford et al., 1995; Dudek et al., 1992;
Gégonne et al., 1993; Grant et al., 1995; John et al.,
1995; Nelsen et al., 1993; Wang et al., 1994; Wasylyk et
al., 1990; Wu et al., 1994) it is suggested that
cooperation in the activation of several genes by the
Ets-family members is due to an interaction between
the Ets-members with other transcription factors.
Despite some functional evidence, it still remains to
be shown in several cases whether such interactions
physically take place (Bradford et al., 1995; Dudek et
al., 1992; Gégonne et al., 1993; Grant et al., 1995; John
et al., 1995; Nelsen et al., 1993; Wasylyk et al., 1990;
Wu et al., 1994).

As yet, little is known about the downstream cellular
genes regulated by the Ets family of transcription
factors. However, we (Butticé and Kurkinen, 1993,
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1994) and others (Wasylyk et al., 1991; Wasylyk and
Wasylyk, 1992) have shown that c-Etsl and c-Ets2
activate collagenasel and stromelysinl genes in
transient transfection assays. These two genes encode
enzymes that belong to a family of matrix-metallopro-
teinases (MMPs). MMPs are extracellular enzymes that
degrade connective tissue and basement membranes
and are expressed widely during growth and develop-
ment (Birkedal-Hansen, 1995; Gack et al., 1995). In
mature adults, however, MMPs are rarely expressed
except in places of disease or active tissue renewal/
remodelling. For example, many MMPs are expressed
in human tumors and are thought to play a critical role
in several stages of tumor progression: tumor growth,
tissue invasion and metastasis (MacDougall and
Matrisian, 1995; Stetler-Stevenson et al., 1993; Werb
and Alexander, 1994).

We have previously identified, by site-specific
mutagenesis one functional AP1 (activator protein-1)
site at —70 in the human stromelysinl (MMP3)
promoter that is necessary for basal activity and binds
the Fos and Jun transcription factors (Butticé et al.,
1991). Stromelysinl promoter {Quinones et al., 1989)
contains 13 Ets binding sites (EBS), however only two
of them, that are linked tail-to-tail at —217 and —200
are functional for Ets2 activation and TPA induction
(Buttice and Kurkinen, 1993). Similarly, the human
collagenasel (MMP1) promoter has been shown to
contain an APl site necessary for TPA induction
(Angel et al, 1987) and Fos/Jun activation when
studied in a minimal (—89 to —64) collagenase
promoter context (Gutman and Wasylyk, 1990). The
collagenase promoter (—610 to +61) contains also 11
GGA(A/T) core sequences that are potential binding
sites for the Ets-family of transcription factors.

In this study, we show that the collagenasel and
stromelysinl gene promoters are differentially regulated
by Erg, one of the Ets members. We identify in the
collagenasel gene promoter an EBS (Ets-binding site)
sequence motif at —88 for Erg transactivation. Also,
we show that the Erg transactivation can operate
through collagenasel API site at —73 and we present
evidence for the binding of the Erg protein to the Fos/
Jun complex.

Results

Ets-related gene product, Erg, differentially activates the
collagenasel and stromelysinl promoters

The effect of the Ets-family oncoproteins on the human
collagenasel and stromelysinl promoter activity was first
studied in transient gene transfection assays. The
collagenasel (—610 to +61) or stromelysinl (—437 to
+4) promoter was linked to the human growth hormone
reporter gene and co-transfected into HepG?2 cells with.an
equal amount of plasmids expressing Ets2 or Erg. We
used the human HepG?2 cell line because collagenasel and
stromelysinl genes are transcriptionally regulated in these
cells (Buttice and Kurkinen, 1993 and unpublished data).
Asshownin Figure la, Ergactivated collagenasel but not
stromelysinl promoter while Ets2 activated both
promoters. In control experiments, Erg and Ets2 had no
effect on the promoterless reporter gene (Figure 1a). In
summary, data from eleven independent experiments
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Figure 1 Erg activates collagenasel but not stromelysinl
promoter. Erg inhibits stromelysinl promoter activation by
Ets2. (a) The human collagenasel (—610 to +61) and
stromelysinl (—437 to +4) gene promoters were linked to the
growth hormone reporter gene and studied in transiently
transfected HepG2 cells (10%). Equal amounts of empty plasmid
pSGS5 (black bar) and plasmids expressing Erg, or Ets2,
oncoproteins were cotransfected with the collagenasel or
stromelysinl promoter constructs. After transfection, the cells
were incubated for 24 h and the growth hormone secreted into
the culture medium was quantitated by radioimmunoassay. The
total amount of DNA was kept constant by adding the empty
vector pSGS. In control experiments, the promoterless reporter
gene (p@GH) was similarly studied. The graph shows data from a
representative experiment. The values are the average of triplicate
transfections expressed as ng/ml of secreted growth hormone and
error bar represents the variation between transfections. (b) Cells
(10*) were co-transfected with collagenasel (—#-) or stromelysin]
promoter (—[]-) constructs in the presence of increasing amounts
of Erg. The vertical axis represents the promoter activity induced
by Erg alone, or the promoter activity induced by Ets2 in the
presence of increasing amounts of Erg. Note that the stromelysinl
promoter activity induced by 100 ng of Ets2 is repressed by low
doses of plasmid expressing Erg. The bars represent the standard
error from two independent experiments

reproducibly indicated that Ets2 activated at least twic
better stromelysinl than collagenasel promoter (10-fol
and 3.5-fold respectively in Figure 1a) whereas Erg wa
always a strong activator of collagenasel promoter (2(
fold). We also studied the effect of two other Ets member
and found that Etsl was a weak activator of collagenase
and stromelysinl promoters while Flil did not have an
effect on either promoters (data not shown).
Interestingly, when Erg and Ets2 were transfecte
together the activation pattern of the collagenasel an
stromelysinl promoter was very different. Ets2 did nc
augment nor prevent the collagenasel promote
activation mediated by Erg (Figure la and b). I
contrast, the activation of stromelysinl gene by Ets
was completely abolished with the co-expression of Er
(Figure la). As shown in Figure 1b, Erg repressed Ets
induced transcription from the stromelysinl promote
in a dose-dependent manner. Low levels of transfecte
Erg expression vector (25 ng) were sufficient to repres
the stromelysinl promoter activity induced by Ets2 an
activate collagenasel promoter. These results argue



against a squelching model for transcriptional repres-
sion (Ptashne, 1988) in which a small amount of
protein would activate transcription but a large
amount of protein would repress transcription by
titrating limiting components of the transcriptional
machinery. These findings suggest that Erg can act
either as an activator or repressor of gene transcription
depending on the promoter type.

Erg target sites in the collagenasel promoter

From the transfection data it appears that Erg alone
has no effect on stromelysinl promoter activity

Table 1 Potential Ets-binding sites of the collagenasel promoter

Position relative to the
transcription start site®

Potential Ets-binding sites
in the collagenase promoter

attctgGGATtatagg —595
M1 attaagGGAAgccatg —548
M2 cagaagGGAAcctcag —494

tagtaaTTCCacccte —386
M3 caaataGGAAagaaat —256
M4  aagtgaTTCCaaataa —151
MS tcaagaGGATgttata —88
M6  ctttctGGAAgggcaa —48
M7 gggagcTTCCtagetg —11
M8 tagctgGGATattgga —4
M9 aggctgGGAAgccate +20

The table shows the potential EBS and their flanking sequences. The
EBS were mutated in the S-GGA(A/T)-3' core and the mutants
named from M1 to M9. The indicated position refers to the first G
in the' GGA(A/T) motifs, or to the first C in the inverted motifs 5'-
(T/A)TCC-3

Collagenasel promoter
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whereas it strongly activates the collagenasel promo-
ter. Therefore, we next determined which sequence
motifs are involved in the Erg activation of the
collagenasel promoter. Inspection of the human
collagenasel promoter sequence (—610 to +61)
revealed eleven GGA(A/T) core motifs as potential
targets for the Ets-family of oncoproteins (Table 1). To
characterize the GGA(A/T) target sequence(s) involved
in the activation of the collagenasel gene by Erg, we
first prepared 5’ end deletion mutants and studied their
activity in transiently transfected HepG?2 cells. Results
from a representative transfection experiment are
shown in Figure 2. The collagenasel promoter (—610
to +61) and the mutant promoter (—297 to +61)
were similarly activated, suggesting that the four
GGA(A/T) motifs upstream of —297 are not involved
in the promoter activation by Erg. By contrast, the
promoter activation was decreased from 8.7-fold in the
—297Coll promoter deletion to 2.9-fold in the
—76Coll construct. Finally, the —37Coll promoter,
still containing three GGA(A/T) core sequences and
the TATA box, was not any more activated by Erg.
Therefore, these data suggest that the GGA(A/T)
target(s) for FErg activation of the collagenasel
promoter lies within the —297 to —76 sequence in
the promoter.

To identify more precisely the Erg target motif(s) in
the collagenasel promoter, we separately mutated each
of the GGA(A/T) core sequences and inactivated the
putative Ets-binding sites. The two guanosines were
substituted by two adenosines using site-directed
mutagenesis. The activation of these mutant promo-
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Figure 2 Deletion analysis and transactivation of the human collagenasel gene by Erg. The collagenasel promoter deletion
mutants (—610, —297, —76, —37/+ 61) are indicated and a representation of the promoter shows the AP1 site and the potential
targets, GGA(A/T) core sequences, for the Ets-family members. Each promoter construct was cotransfected with a control plasmid
(pSG5) or a plasmid expressing Erg. The histogram represents a typical result of five independent experiments and the bars indicate
the error of quadruplicate transfections. The graph shows that Erg activates the collagenasel promoter through a promoter region
extending from —297 to —76. This region contains four potential targets for the members of the Ets family. The collagenasel
promoter mutants (—610, —297, —76, —37/+61) were transactivated by Erg oncoprotein, 9.6- , 8.7-, 2.9- and 0.7-fold respectively
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ters by Erg was then compared in transient transfection = The average transactivation fold from several indepen:
assays (Table 1 and Figure 3). Mutation of the  dent experiments shows that the four proximal EBS
GGA(A/T) motif at position —88 (MS5) almost mutants M5 (—88), M6 (—48), M7 (—11) and MS
completely abolished the promoter activation by Erg. (+20) were activated by Erg respectively 1.7-, 3.2-, 3.8.
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Figure 3 Collagenasel target motif for Erg transcriptional activation. Erg and Ets2 transactivate collagenasel gene via the same
core element. (a) The GGA(A/T) core sequences in the collagenasel promoter were mutated to AAAA. The wild type and the
mutant promoters were transfected with control or Erg expressing plasmids. Results from five independent experiments, expressed as
transactivation fold, show that mutation of the distal GGA(A/T) cores (M1 to M4) does not significantly affect Erg activation of the
collagenasel promoter. In contrast, mutation in the three proximal GGA(A/T) cores M5, M6, and M7 reduces Erg transactivation.
The M5 and M7 mutation reduces both the basal and Erg mediated activation, whereas the M6 mutation increases the basal activity
twofold compared to the wild type expression. (b) The collagenasel (—610 to +61) and mutant promoter constructs (M1 to M9 as
in (a)) were cotransfected with a control plasmid (pSGS5) or plasmids expressing Erg or Ets2. The graph shows that among the
eleven potential Ets binding sites, the one at position —88 (MS5) is a major motif in the Erg transactivation of the collagenasel gene
promoter. The same site is also a target for Ets2 transactivation. Results from one representative experiment are the average of two
wells. Note that M3, M4 and M8 were better trans-activated by Erg compared to the wild type promoter (see also a)



and 5.1-fold compared to 8.4-fold for the wild type
oromoter. The M35, M7 and M9 mutation reduced both
the basal and Erg mediated activation, while the M6
mutation increased the basal activity by twofold,
compared to the wild type (see Figure 3b). Therefore,
the activation fold by Erg of this mutant was
apparently decreasing. We also noted that FEts2,
although a weaker activator of collagenasel promoter
than Erg, displayed a pattern of activation of the
mutants similar to that of Erg (Figure 3b). We
therefore conclude that the same GGAT containing
sequence at position —88 (M5) is the major target site
for collagenasel promoter activation by Erg and Ets2.

Erg binds to the stromelysinl promoter but not to the
collagenasel promoter

To investigate whether the differential activation of the
collagenasel and stromelysinl promoters by Erg was
simply due to a different binding of Erg, we performed
in vitro gel shift assays. We note that the collagenasel
and stromelysinl promoters contain similar consensus
sequence motifs such as EBS and AP1 sites. However,
the number and position of the motifs differ between
the two promoters. The stromelysinl promoter has two
copies (—217 and —200) of EBS, spaced by 130
nucleotides from the AP1 site (—70) (Butticé and

Gel shift Assay
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Kurkinen, 1993). The collagenasel promoter contains,
as demonstrated here, one functional EBS (—88) where
the GGAT sequence is spaced by ten nucleotides from
the APl motif (—73). For gel shift assays, we used
promoter fragments of about 300 bp. Restriction
fragments for collagenasel (—296 to +61) and
stromelysinl (—274 to —11) were end-labelled with
2P to a similar specific activity and incubated with
bacteria-produced GST-fusion proteins for Ets2, Erg
and/or with in vitro synthesized Fos and Jun.
Surprisingly, the GST-Erg fusion protein bound to
the stromelysinl (Figure 4b) but not to the collage-
nasel promoter (Figure 4a). The complex of the
stromelysinl promoter with Erg was very consistent
but not as strong as with Ets2 (Figure 4b).
Interestingly, Erg and Ets2 binding to the stromely-
sinl promoter required both copies of the Ets-binding
sites (Figure 4c and d). In contrast, the collagenasel
promoter did not show any detectable binding to the
GST-Erg or to the GST-Ets2 fusion protein, at these
conditions (Figure 4a) or even at low ionic salt
conditions (data not shown). The lack of binding of
the Ets-fusion proteins to the collagenasel promoter
cannot be attributed to the experimental conditions
since the in vitro synthesized Fos and Jun bind strongly
to the collagenasel and stromelysinl promoters (Figure
4a and b). Similarly, it seems unlikely that the lack of

GST + GST-Ets2 +
GST-Ets2 + GST-Erg +
GST-Erg + FJ + GST-Erg
FJ +
a b c
1 2 3 4
GST-Ets2
d

EBS AP1
DS A% EBS AP1
567 8
Collagenasel s43

Stromelysin1

Figure 4 Binding of Ets2, and Erg to the collagenasel and stromelysinl promoter fragments. (a and b) The 2promoter fragments of

the human collagenasel (—296 to +61) and stromelysinl (—274 to —11) genes were end-labelled with >

P and incubated with

2301

100 ng of purified recombinant GST-Ets2, GST-Erg, or 1 -2 ul of in vitro translated Fos and Jun proteins (FJ). The complexes were
separated from the free probe by 6% polyacrylamide gel electrophoresis in Tris-glycine buffer. Note that the upper band present in
the lane of the stromelysinl promoter shifted by GST-Erg is an artefact. It is a contaminant product copurified with the GST-Erg
protein. (¢ and d) The stromelysinl promoter fragments (—274 to —101) corresponding to the 5 end of the (—274 to —11)
fragment and containing only the two wild types EBS (lane 1 and 5), the mutated distal (lane 2 and 6) or proximal site (lane 3 and
7) and both (lane 4 and 8), as previously described (Butticé and Kurkinen, 1993), were incubated with GST-Erg (lane 1 to 4) or with
GST-Ets2 (lane 5 to 8). The complexes were resolved by 6% gel in Tris-glycine buffer (¢) or in 0.25 x TBE (d). Note that two intact
EBS are required for the binding of Ets2 and Erg proteins to the stromelysinl promoter. A representation of the collagenasel and
stromelysinl promoter shows the functional EBS (empty box) and the AP1 sites (shaded box)
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binding observed in the collagenasel promoter could
be due to the conformation of GST-fusion proteins,
since they (GST-Ets2 and GST-Erg) bind to the
stromelysinl promoter (Figure 4b, ¢ and d). These
results suggest that the transcription factor binding to
the promoter does not necessarily correlate with the
transcriptional gene activation.

The API site of the collagenasel promoter is required
for Erg activation

The AP1 site (—73) of the collagenasel promoter is
spaced by ten nucleotides from the Erg target motif.
Previously, it has been suggested that the API site is
necessary for efficient activation by v-Ets and c-Etsl
(p68) (Wasylyk and Wasylyk, 1992). From our results,
it appears that Erg activates the collagenasel promoter
through one specific motif at —88. However, Erg does
not bind in vitro to this sitc or other sites in the
collagenasel promoter. To explore the role of the
collagenasel API site in the promoter activation by
Erg, we first performed transfection experiments with
the wild-type collagenasel promoter and the API
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Figure 5 The API site is necessary for the collagenasel promoter
activation by Erg. HepG?2 cells were transiently transfected with
the collagenasel promoter, the M5 mutant (EBS mut), or the AP1
mutant or the double mutant (EBS/AP1 mut) together with equal
amount of Erg or Fos and Jun expression plasmids. Note that the
EBS is only required for Erg but not for Fos/Jun activation (FJ),
while mutation of the AP1 site abolishes Erg activation (see API
mut). The graph shows the absolute values of promoter activity
with error bars from four transfections. The percentage of the
Fos/Jun induced activity as compared to the wild type is indicated
on top of the bars. We note that, in comparison with the Coll
promoter, the AP1 mutant showed an absolute reduction (20%)
of Fos/Jun induced activity. Remark: the actual ratios of Fos/Jun-
induced promoter activities divided by the basal promoter
activities appear difficult to interpret since the basal levels
themselves are also affected by the mutation. A schematic
representation of the promoter constructs, with the functional
target sites for the oncoproteins studied, is also indicated

promoter mutant. In this mutant, the first thymidin
of the APl consensus site (TGAGTCA) was sub
stituted by adenosine. The activation of thes
promoters by Erg and Fos/Jun in transfected cell
was then compared. As shown in Figure 5, collage
nasel promoter was transactivated by both Erg anc
Fos/Jun. As before, mutation at —88 (M5) preventec
the Erg activation, however it did not have an:
significant effect on the activation by Fos/Jun
Surprisingly, mutation of the AP1 site also abolishec
the Erg activation, indicating that the AP1 site i
involved in the Erg regulation of collagenasel
promoter. It is of interest that the promoter API
mutant and the double mutant EBS/AP1 are stil
activated by Fos/Jun, suggesting that other sites in ths
collagenasel promoter (—610 to +61) can function as
targets for Fos/Jun. We note that, along the entire
collagenasel promoter studied here, there are threc
other putative AP1-like sites that can account for th¢
residual Fos/Jun activation. However, the functiona
role of these sites need still to be explored.

Erg interacts with the Fos/Jun coMplex

The involvement of the API site in the collagenasel
promoter activation by Erg prompted us to investigate
a possible mechanism of interaction between Erg, Fos
and Jun proteins. To study the role of the promoter
DNA in such interactions we used gel shift assays.

Gel Shift Assay

GST +

GST-Erg + +
FJ + + o+ o+

EBS AP1 EBS AP1

1234

Collagenase1 T
5678

Stromelysin1

Figure 6 Erg supershifts the Fos/Jun complex formed with
collagenasel and stromelysinl promoter fragments. The promoter
fragments of the human collagenasel (—296 to +61) and
stromelysinl (—274 to —11) were end-labelled with 3°P and
incubated with 100 ng of purified recombinant GST-Erg (lanes 2
and 7) or GST alone as control (lanes 1 and 5). For the binding
with Fos and Jun, 1-2 gl of in vitro translated products were
used (lanes 3 and 6). Co-incubation of GST-Erg (100 ng) and
Fos/Jun (1-2 ul) were simultaneously performed with collage-
nasel or stromelysinl probe (lanes 4 and 8). The complexes were
resolved in 6% polyacrylamide gel electrophoresis in Tris-glycine
buffer. The gels were dried and exposed 8 h. In control
experiments Fos/Jun did not bind the collagenase AP1 mutant
while it bound to the collagenase EBS mutant (data not shown).
Note the shift in molecular weight of Fos/Jun complex when
coincubated with GST-Erg (lanes 4 and 8), and the two bands
more visible in a shorter exposure (2 h) of the same gel (small
boxed picture). The upper band in lane 7 is an artefact due to a
high molecular weight contaminant product copurified with the
GST-Erg protein



Labelled collagenasel probe was incubated with GST-
Erg fusion protein alone, or in combination with in
vitro synthesized Fos and Jun (Figure 6). In contrast to
the stromelysinl promoter (Figures 4 and 6),
collagenasel promoter did not bind to the GST-Erg
protein alone whereas it showed a strong binding to
the Fos/Jun heterodimer. In control experiments Fos/
Jun did not bind the collagenase AP1 mutant while it
bound to the collagenase EBS mutant (data not
shown). Interestingly, co-incubation of the GST-Erg
with Fos and Jun yielded two distinct complexes at the
collagenasel promoter, that both migrated with a
slower mobility than the complex formed with Fos/
Jun alone. Although we cannot distinguish the nature
of these two complexes, one possibility is that the
slower migrating complex represents a complex of Fos,
Jun and Erg. As seen also before (Figure 4), no
detectable complex was formed with Erg alone (Figure
6), suggesting that the Fos/Jun complex at the AP1 site
may help Erg to bind to the collagenasel promoter. Of
interest is that the Erg complex at the stromelysinl was
supershifted when co-incubated with Fos/Jun, indicat-
ing that Erg may associate with Fos and Jun.

To further investigate the molecular mechanism of the
AP1 site involvement in Erg activation, we hypothesized
that the two motifs, AP1 at —73 and EBS at —88, could
facilitate direct protein interaction of Erg and Fos/Jun.
We used the in vifro protein interaction assay (pull-
down) with bacteria-produced GST-Erg fusion protein
and *S-labelled in vitro synthesized Fos and Jun from
reticulocyte lysate. The GST-Erg protein was immobi-
lized to Sepharose beads and the bound Fos, Jun and
Fos/Jun products were eluted and analysed in SDS—
PAGE gel (Figure 7). The Fos or Jun protein alone gave
only a faint signal (~5% and ~2.5% of the total input
respectively), suggesting that they bind poorly to the Erg
protein. In contrast, when Fos and Jun were incubated
together, they were able to strongly bind the Erg protein

a

Pull-down assay

in vitro translated
proteins

67 kDa—

43 kDa—

a b a b a b
a: GST
b: GST-Erg
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(Figure 7, last lane) by reaching 15% of the total input.
As shown in Figure 7, no signal was detectable with the
GST protein attached to the Sepharose beads used as a
negative control. In addition, an unrelated *S-labelled
protein such as luciferase did not bind to the GST-Erg
(data not shown), suggesting that the binding of Fos/Jun
to the Erg protein is specific. These data are consistent
with our gel shift studies (Figure 6) and suggest that Erg
can directly interact with the Fos/Jun complex. Although
the results from gel shift and pull-down experiments do
not necessarily reflect the in vivo interactions that may
occur in transient gene transfection assays, they suggest a
possible regulatory mechanism, implying both protein-
DNA and protein interactions.

Discussion

Our previous studies demonstrated that the human
collagenasel and stromelysinl promoters are similarly
regulated in transfected cells by several transcription
factors/oncoproteins that are genetic markers for
different types of cancers (Buttice and Kurkinen,
1994; Curran and Vogt, 1992). The data described in
this study represent the first example of a transcription
factor/oncoprotein, Erg (an Ets-family member) that
activates collagenasel promoter but not stromelysinl
promoter. Rather, Erg completely prevents stromely-
sinl promoter activation by other Ets and Fos/Jun
oncoproteins (data not shown). We also provide
evidence that the ‘APl site is necessary for collage-
nasel promoter activation by Erg, and that Erg
interacts with the Fos/Jun heterodimer.

Collagenasel and stromelysinl genes share similar or
identical promoter elements that are targets for
regulation by oncogene products. The API site, that
binds the Fos and Jun transcription factors, is a well
conserved sequence-motif in collagenasel and stromely-
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Figure 7 Erg interacts with the Fos/Jun complex. (a) The figure shows an in vitro protein interaction assay (pull-down) between
GST-Erg fusion proteins and *°S-labelled Fos and Jun proteins. GST-Erg (residues 1-462) fusion protein (125 pmol) or GST alone
was immobilized on Glutathione Sepharose beads and incubated with in vitro translated Fos, Jun, and Fos/Jun. After extensive
washing, the bound proteins were analysed by SDS—PAGE, visualized by autoradiography (3 h exposure) and the amount of
bound Fos and Jun was quantitated by PhosphorImager analysis. Note the lack of binding of Fos/Jun to GST alone. The
[**S]luciferase used as an unrelated protein did not bind to the GST-Erg (not shown). Molecular size markers are shown in
kilodaltons. (b) The graph shows the amount of bound Fos, Jun or Fos/Jun to the GST or the GST-Erg proteins expressed in
percentage of the total input (not shown). The bars indicate the standard error from two independent experiments
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sinl genes while the Ets-binding sites differ by sequence
and position between the two genes. Previously, based
only on sequence homology with the PEA3 element of
the polyoma virus enhancer, a GGAT motif was
identified in the collagenasel promoter (—89 to —82).
This motif was further studied as a multimerized
sequence linked to the p-globin promoter and thus
defined as a target for Etsl (p68) transactivation
(Gutman and Wasylyk, 1990; Wasylyk and Wasylyk,
1992). However, additional GGA(A/T) motifs with
different flanking sequences are present in the human
collagenasel promoter and thus the function and role of
the other GGA(A/T) core sequences in the collagenasel
gene regulation were unknown.

We demonstrate here that an Ets related gene product,
Erg, activates the collagenasel promoter via a GGAT
target motif at position —88. Our results also suggest
that, among the other eleven GGA(A/T) motifs with
different flanking sequences (Table 1), only the motifs
proximal to the transcription start site at —48 and — 11
also contribute to the Erg regulation. Therefore, it is
possible that the close proximity of these target motifs to
the transcription start site reflects transcription factor
interactions with the transcription apparatus. Surpris-
ingly, the collagenasel AP1 site at position —73 is also
required for Erg activation, suggesting that the
transcription factors (Fos/Jun) that bind to it might
serve as a mediator of interaction between the Ets factors
and the basal transcription complex. This hypothesis is
consistent with our novel finding that the Erg protein
physically interacts with the Fos/Jun complex in vitro
and is in agreement with recent studies showing that Fos
interacts with the TATA-binding protein (TBP) of the
transcription apparatus (Metz et al., 1994).

Although Erg activates collagenasel promoter via the
GGAT motif at —88, we could not detect in gel shift
assay any binding of the Erg protein to the promoter.
However, the binding may take place because of protein
interaction with Fos/Jun bound to the nearby AP1 site.
This notion is consistent with our gel shift data showing
that in the presence of Fos/Jun, Erg supershifts the Fos/
Jun complex of the promoter. The effects of Erg on the
collagenasel promoter strongly resemble that of Elk,
another Ets family member, at the Fos promoter. Elk
does not bind to the EBS near the serum responsive
clement (SRE), unless it is recruited by the serum
responsive factor (SRF) at the adjacent site SRE (Shaw
et al., 1989). So far, this represents an interesting aspect
of two distantly related Ets family member, Elk and Erg
that display similar features of binding and gene
activation following an interaction with a second
partner, SRF for Elk and Fos/Jun for Erg.

In contrast to the collagenasel promoter, Erg binds
in gel shift assay to the stromelysinl promoter and yet
it does not activate this gene. A simple interpretation
of our data would be that Erg at stromelysinl
promoter, masks sites that are targets for activators.
Secondly, the sequence and the EBS arrangement in
stromelysinl promoter are significantly different from
the collagenasel promoter, suggesting that the
particular tail-to-tail arrangement of the stromelysinl
pair of EBS brings together two monomers of Erg
which would have inhibiting effect on promoter
activity. On the other hand, we cannot exclude the
possibility that Erg forms heterodimers with Ets2 at
the stromelysinl EBS pair and, as a result, the dimeric

complex would be transcriptionally inactive. This
would also explain how Erg can inhibit stromelysinl
activation by Ets2, but it would imply that Erg and
Ets2 must interact to form the heterodimer. Indeed, we
have recently detected by gel shift and pull-down
assays that in the presence of Ets2, Erg supershifts the
stromelysinl promoter fragment and that Erg physi-
cally associates with distinct domains of FEts2 (JP
Basuyaux et al., in preparation). Thus, although
protein interactions between different FEts-family
members may be required for differential gene
regulation, they cannot be sufficient as regulation also
depends on the promoter sequence.

Finally, the spacing between the EBS and the API
motifs differs between the stromelysinl and collage-
nasel genes (respectively 130 and 10 nucleotides). The
130 nucleotide stretch contains several motifs that may
bind transcription factors including NF-IL6 (nuclear
factor-1L6), NIP (nuclear inhibitor protein), or high
mobility group (HMG) proteins that function as
architectural components. Of interest is that NF-IL6
has been shown to interact with Fos and Jun via their
leucin zippers (Hsu et al., 1994) and that HMG protein
can induce a sharp bend in DNA (for review, see
Landsman and Bustin, 1993). In line with this, Giese et
al. have recently provided evidence that a multiprotein
complex of Etsl, PEBP2a (polyomavirus enhancer
binding protein), ATF/CREB (activating transcription
factor/CRE-binding protein) and LEF-1 (lymphoid
enhancer factor-1) formed at the minimal TCRa (T
cell receptor «) enhancer contributes to the synergistic
function of these factors (Giese et al., 1995). The
authors demonstrate that although Etsl does not bind
alone to its binding site, it can physically associate with
PEBP2« at the adjacent site. Etsl can also contact the
ATF/CREB factor at the distant site. These multiple
interactions are facilitated by the presence of the
regulatory lymphocyte enhancer-binding factorl
(LEF-1) that bends DNA. Therefore, it is possible
that interactions of different transcription factors that
are interspersed between the EBS and AP1 sites of the
stromelysinl promoter could explain why stromelysinl
gene is differently regulated from collagenasel gene.
Combinatorial protein interactions play an important
part in gene regulation, since only minute changes in
transcription factors can lead to synergistic activation
or repression of gene expression and therefore provide
precise control for transcription.

It is significant that we have now found that Erg
provides a major switch between the expression of
stromelysinl and collagenasel genes in transfected
cells. Matrix metalloproteinases share homologous gene
sequences and similar promoter elements. Despite their
similarity, they show differential expression in response
to several stimuli, probably by recruiting different sets of
transcription factors. In addition, collagenasel and
stromelysinl are enzymes with distinct substrate
specificities. For instance, stromelysinl has the widest
range of substrates and can degrade almost any
extracellular matrix component including type IV
collagen, the main component of basement membranes.
Stromelysinl is also a potent activator of other MMPs
such as collagenasel (Murphy et al., 1987), and the
92 kDa type IV procollagenase (Shapiro ef al., 1995) and
therefore can act as a major control point and upstream
regulator of the extracellular matrix degradation and



tissue remodelling. On the other hand, collagenasel
digests only fibril-forming collagens type I, II and III
(Imai et al., 1995), which are the most abundant proteins
in the body, mainly present in bone and cartilage. In
summary, our results show that collagenase is an Erg-
regulated gene. Of interest is that Erg is expressed during
embryogenesis in skeletal tissues. Therefore, it will be
important to study and differentiate the collagenasel and
stromelysinl gene regulation by Erg in cells in vivo, in the
context of normal ontogenesis as well as in tumor
progression.

Materials and methods

Constructs

The human collagenasel promoter (—610 to +61) was cut
with Haelll, ligated to HindIII linkers and cloned into the
HindIIT site of the human growth hormone reporter gene,
p®GH (S Quinones and MK, unpublished data). To
generate the 5 deletion mutants, this construct was
linearized with Scal, Fok or Hinfl and the ends generated
by Fok and Hinfl were then filled-in with T7 polymerase
(Pharmacia). The fragments with 5 blunt ends were
released by cutting at the 3' end with Xbal and cloned
into p®GH vector which was blunted at the Sall site and
sequentially digested at the Xbal site. The resulting
constructs named —297Col, —76Col and —37Col contain
promoter fragments extending respectively from —297,
—76, —37 to +61 in respect to the +1 transcription start
site.

The collagenasel promoter mutants of the Ets binding
sites were constructed by the polymerase chain reaction
(PCR) (Ho et al., 1989). The collagenasel gene promoter
(—610 to +61) linked to the human growth hormone
reporter gene was used as template. The following primers
were used: the S5 flanking primer 1 (+) (§5-
AAGCTTCCTCCTGAAATTCTGGGATTATAG-3) at
—610 of the collagenasel promoter sequence contained a
tailed HindIII site; the 3' flanking primer 2 (—) (5-
GAGCTGTCCACAGGACCCT-3) at position 50 of the
growth hormone reporter gene (p®GH). Forward primers
and the complementary reverse primers with two central AA
or TT were used to mutate the GG of the GGA(A/T) core
sequences. The following forward primer (5-GTTATAAAG-
CAGGAGTCAGACAGCCTCT-3) and the complementary
reverse primer (5-AGAGGCTGTCTGACTCCTGCTTTA-
TAAC-3") were used for the AP1 mutant. The PCR products
were purified by agarose gel, sub-cloned in PCRII vector
(Invitrogen) and the sequence confirmed by the dideoxy
termination method. The mutant collagenasel promoter
fragments were then cloned into the HindIII site of the
p®GH reporter gene.

The stromelysinl promoter constructs were prepared as
described (Buttice and Kurkinen, 1990, 1993).

Cell culture

Human HepG2 hepatocarcinoma cells (HB8065) from
American Type Culture Collection were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contain-
ing 10% fetal calf serum (FCS), streptomycin (100 pg/ml),
penicillin (100 units/ml).

Transient transfection and reporter gene assay

The human growth hormone was used as a reporter to
study the regulation of the human collagenasel and
stromelysinl genes in transiently transfected cells in
culture. For the experiments, HepG2 cells were grown on
96-well microtiter plates (Buttice and Kurkinen, 1990).
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100 ng of total DNA per well was transfected overnight
using calcium phosphate procedure with the cell transphect
kit (Pharmacia). Cultures were then rinsed twice and
incubated for 24 h in DMEM containing 10% FCS plus
antibiotics after which the culture medium was removed
and assayed for secreted growth hormone using a solid
phase radioimmunoassay kit (Nichols Institute). Experi-
ments were carried out in triplicate or quadruplicate wells
and repeated several times using two different DNA
preparations. In cotransfections, the DNA consisted of
equal amounts of a target gene (100 ng/well) and (100 ng/
well) plasmids expressing c-Ets2, c-Erg, or c-Fos/c-Jun. To
construct the c-ets2 expression plasmid (Buttice and
Kurkinen, 1993), an EcoRI insert from the human c-ets2
cDNA, a kind gift of Dennis Watson (Watson et al., 1988),
was isolated from low melting point agarose gel and ligated
to SV40 early promoter in pSVK3 vector (Pharmacia). The
cloning of c-erg expression vectors (pSGS5) containing
respectively the human c-erg (isoform p55¢) has been
previously described (Duterque-Coquillaud et al.,, 1993).
The pSV-c-jun and pBK28 expressing mouse c-Jun (Lamph
et al., 1988) and human c-Fos (Sassone-Corsi et al., 1988),
respectively, were kind gifts of Inder Verma. All DNA
preparations were purified by centrifugation twice through
a CsCl gradient.

In vitro synthesis of oncoproteins

Rat cDNAs for c-fos and c-jun (Rauscher et al., 1988) were
kindly provided by Tom Curran. The transcription and
translation of the cDNAs were simultaneously performed
using the TNT coupled reticulocyte lysate system and
[**Simethionine, according to the instructions of the
manufacturer (Promega). The translation products were
visualized in SDS-minigel and quantified by Phosphor
Imager (Molecular Dynamics). The GST-Ets2, and GST-
Erg fusion proteins were expressed in DHS5a E coli, purified
on Glutathione-Sepharose beads (Pharmacia) as described
(JP Basuyaux et al., in preparation).

Gel shift

Restriction fragments from the collagenasel and stromely-
sinl promoters were isolated by agarose gel electrophoresis
and end-labelled to similar specific activity using T7 DNA
polymerase and [**P]dNTP. The binding reaction mixture
(20 ul) contained 0.4 ng of probe (20 000 c.p.m.), 1-2 pul
of the in vitro translation products Fos and Jun, or 100 ng
of GST-Ets2, GST-Erg, fusion proteins and 17 ul of
binding reaction buffer (12 mM HEPES pH 7.9; 4 mM
Tris-HCL pH 7.9; 50 mM NaCl, 10 mM KCL, 1 mMm
EDTA, 1 mm DDT, 200 ug/ml bovine serum albumine,
12% glycerol, 100 pug/ml poly(dI-dC; dI-dC)). Protein-
DNA complexes were resolved by 6% polyacrylamide
(acrylamide/bis-acrylamide 37.5:1, Biorad) gel in 1x
Tris-glycine gel shift buffer (50 mM Tris-HCl, 380 mM
glycine, 2 mMm EDTA) at constant current of 30 mA.
Autoradiography was performed on dried gels using an
extra film to quench radioactivity arising from the *S-
labelled proteins.
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4.1.2. Discussion.

Des études antérieures ont montré que les promoteurs de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1 sont régulés d’une maniére semblable par différents facteurs de transcription
caractérisés comme des oncoprotéines et des marqueurs génétiques de différents cancers
(Curran et Vogt, 1992, Buttice et Kurkinen, 1994). Nous rapportons ici le premier exemple
d’un facteur de transcription qui induit le promoteur de la collagénase-1, mais pas celui de la
stromélysine-1. Il s’agit de Erg, un membre de la famille Ets.

Les promoteurs de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 présentent un site AP-1
conservé (en position -72 et -70) et des sites EBS qui différent a la fois par leur séquence et leur
position. Ces sites sont les cibles des facteurs de transcription des familles Fos-Jun et Ets. Le
site EBS (-89) du promoteur de la collagénase-1 contient un cceur GGAT qui a d’abord été
identifié par homologie avec le site PEA3 du virus du polyome. Un géne rapporteur contr6lé par
des copies de ce site est induit par la protéine Ets1 (p68 de poulet) (Gutman et Wasylyk, 1990,
Wasylyk et Wasylyk, 1992). D’autre motifs GGA(A/T) avec des séquences flanquantes
différentes sont présents dans le promoteur de la collagénase-1, mais leur fonction était jusqu’ici
inconnue.

Nous montrons que Erg induit le promoteur de la collagénase-1 via un site EBS (-89).
Nos résultats indiquent également que, parmi les 11 autres motifs GGA(A/T) du promoteur de
la collagénase-1 (-610/+61), seul les motifs proches du site d’initiation de la transcription
(-48 GGAA) et (-14 TTCC) contribuent également a I’induction par Erg. La proximité de ces
sites pourrait favoriser une interaction entre facteurs de transcription et machinerie
transcriptionnelle. D’une maniere inattendue, le site AP-1 est également nécessaire a 1’induction
par Erg. Cette observation suggere que des facteurs Fos-Jun liant ce site sont des intermédiaires
dans I’interaction de Erg avec la machinerie transcriptionnelle. Cette hypothese est confortée par
notre découverte d’une interaction protéique in vitro entre Erg et le complexe c-Fos / c-Jun,
ainsi que par des études qui montrent que des facteurs Fos interagissent avec TBP, la protéine
de la machinerie transcriptionnelle qui lie la boite TATA (Metz, et al., 1994a, Metz, et al.,
1994b).

Bien que Erg induise le promoteur de la collagénase-1 via le site EBS (-89), nous
n’avons pas détecté de liaison de Erg au promoteur en test de retard sur gel. Cependant, Erg
retarde le complexe formé par c-Fos / c-Jun sur un fragment du promoteur. Le comportement
de Erg sur le promoteur de la collagénase-1 ressemble a celui de Elk (un membre distant de la
famille Ets) sur le promoteur de c-fos. Elk ne lie pas seul le site EBS adjacent au site SRE mais
est recruté par le facteur SRF li¢ au SRE.

Inversement, Erg lie le promoteur de la stromélysine-1 en test de retard sur gel, mais ne
Iinduit pas en test de transactivation en cellules HepG2. Une interprétation simple serait de
considérer que Erg occupe compétitivement un site ciblé par un facteur activateur. La séquence

des sites EBS differe entre les promoteurs de la stromélysine-1 et de la collagénase-1. Le
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tandem EBS inversé de la stromélysine-1 (-216, -208) est la cible de 1’induction par Ets2
(Buttice et Kurkinen, 1993) et pourrait fixer 2 molécules Erg formant un complexe inactif. Erg
pourrait aussi lier le tandem EBS en formant un hétérodimere inactif avec Ets2. Cette hypothése
permettrait également d’expliquer comment Erg supprime 1’activité transcriptionnelle induite par
Ets2. Elle suppose une interaction protéique avec Ets2. Nous avons effectivement observé que
Erg interagit physiquement avec différents domaines de Ets2 (§ 4.2). La spécificité de la
régulation transcriptionnelle semble dépendre a la fois de la séquence des sites régulateurs dans
les promoteurs et de la possibilité d’interactions protéiques entre facteurs de transcription.

De plus, la distance entre les sites fonctionnels EBS et AP-1 differe entre les promoteurs
de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 (9 et 130 pb respectivement). L’intervalle de 130 pb
présente des sites qui pourraient lier le facteur NIP, le facteur NF-IL6 de la famille C/EBP
(« facteur nucléaire pour I’expression de 1’IL-6 »), ou des facteurs a domaine HMG (« groupe
a mobilité élevée ») qui agissent sur l’architecture du promoteur. NF-IL6 est un facteur a
domaine bZip qui forme des hétérodimeres avec c-Fos et c-Jun (Hsu, et al., 1994). HMG induit
une courbure aigué¢ de I’ADN (Landsman et Bustin, 1993, Pil, et al., 1993). Ces observations
dans le promoteur de la stromélysine-1 peuvent €tre comparées a ’exemple d’une coopération
entre sites distants dépendante d’un facteur courbant I’ADN. Le géne du récepteur TCRa est
induit coopérativement par les facteurs Etsl et PEBP2a qui lient des sites adjacents. Plus
précisément, Etsl est recruté par PEBP2a pour former un complexe ternaire instable. Sa
stabilisation dépend de la phase angulaire d’un site ATF/CREB situé a l'autre extrémité de
I’élément activateur et nécessite le facteur LEF-1 (« facteur activateur lymphoide ») qui courbe
I’élément activateur en son centre (Giese, et al., 1995). 1l est possible que des facteurs liant le
promoteur de la stromélysine-1 entre les sites EBS et AP-1 contribuent au rapprochement
physique des facteurs liant ces sites et a une régulation transcriptionnelle différente de celle
observée avec la collagénase-1.

La capacité de Erg a réguler différemment les promoteurs de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1 est significative. Malgré des similarités dans leurs promoteurs, les MMPs sont
souvent exprimées a des localisations différentes in vivo. Elles présentent également des
spécificités de substrat différentes. En particulier, la stromélysine-1 présente le plus large
éventail de substrats et peut activer la collagénase-1 (Murphy, et al., 1987) et la gélatinase B
(Shapiro, et al., 1995). La stromélysine-1 serait donc un facteur majeur contrdlant directement
et indirectement la dégradation de la MEC et le remodelage des tissus. Erg est exprimé dans le
développement au début de la formation des os (Dhordain, et al., 1995). 1l serait important
d’étudier in vivo la régulation de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 par Erg dans le

développement et dans la progression tumorale.
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4.2. Publication 2.

4.2.1. Résumé.

Titre en francais : les facteurs de transcription Ets interagissent entre eux et avec le
complexe c-Fos / c-Jun via des domaines protéiques distincts, d’une maniére dépendante ou
indépendante de I’ ADN.

Dans cette publication, nous étudions au niveau moléculaire l’interaction entre les
facteurs Ets2 et Erg (p55) qui régulent différemment les promoteurs de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1. Des tests d’interaction protéique in vifro, (corétention protéique) montrent que
Ets2 lie faiblement des protéines Etsl, c-Fos et c-Jun synthétisées in vitro, mais qu’il lie
fortement Erg et le dimere c-Fos / c-Jun. Ces interactions in vitro sont augmentées en présence
de fragments d’ADN spécifiques et sont inhibées par le bromure d’éthidium. Elles font
intervenir des domaines protéiques différents de Ets2. A la fois la région N-terminale
transactivatrice et la région C-terminale de liaison a ’ADN de Ets2 interagissent avec Erg.
L’interaction entre Erg et la région N-terminale de Ets2 ne dépend pas de ’ADN. L’interaction
de Ets2 avec c-Fos / c-Jun a lieu via sa région C-terminale de liaison a I’ADN. Cette interaction
est supprimée par le bromure d’éthidium, ce qui indique qu’elle dépend de I’ADN. Elle est
augmentée par un fragment spécifique du promoteur de la stromélysine-1 (-275/-15) présentant
un tandem inversé de sites EBS (-216, -208), mais elle ne dépend pas de la présence du site
AP-1 (-70). En utilisant le systtme du double hybride en levure, nous avons également montré

que Ets2 interagit avec Erg et c-Jun in vivo.
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The Ets transcription factors interact with each other and with the
c-Fos/c-Jun complex via distinct protein domains in a DNA-dependent and

-independent manner.

Jean Philippe Basuyaux, Elisabeth Ferreira, Dominique Stéhelin and Giovanna

Buttice.
Abstract

The transcription factors Fos, Jun and Ets regulate the expression of human
stromelysin-1 and collagenase-1 genes. Recently, we found that Erg, an Ets-family member,
activates collagenase-1 gene but not stromelysin-1 by physically interacting with
c-Fos / c-Jun. Interestingly, Erg binds to stromelysin-1 promoter and represses its activation
by Ets2. Here, to investigate the molecular mechanism of this regulation, we have used an in
vitro protein-protein interaction assay and studied the transcription factor interactions of Ets2.
We found that Ets2 could weakly associate with in vitro synthesized Ets1, c-Fos, ¢c-Jun and
strongly with c-Fos / c-Jun complex and Erg via several distinct Ets2 domains including the
C-terminal region which contains the DNA-binding domain (DBD). Strikingly, these
interactions were stabilized in vitro by DNA as they were inhibited by ethidium bromide
(Et.Br.). Both the N-terminal region, comprising the transactivation (TA) domain, and the
C-terminal region of Ets2 associated with Erg, and the interaction of Erg through the TA
domain of Ets2 was DNA-independent. The DNA-dependent interaction of Ets2 with
c-Fos / ¢-Jun was enhanced by specific DNA fragments requiring two Ets-binding sites (EBS)
of the stromelysin-1 promoter. Using the two hybrid system, we also demonstrated that Ets2
interacts with c-Jun or Ergin vivo.

Introduction

Transcription of genes is controlled positively or negatively by a variety of
extracellular stimuli, yielding to a fine tuned regulation of gene expression. Gene
transcription requires the assembly of RNA polymerase II with a multiprotein preinitiation
complex at specific DNA sequences including the TATA promoter box. Ipteractions of
general transcription factors with basal promoter elements are generally essential for basal
transcription but cannot be sufficient to increase or decrease its rate. Activation and
repression of gene transcription depend on the binding of several transcription factors to
DNA-specific motifs that, when bound to their promoter elements, stimulate or inhibit
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transcription through protein-protein interactions with the basal transcription machinery (for
review see (Goodrich, et al., 1996)).

- An extensive number of transcription activators and repressors that regulate cellular
and viral genes have been characterized including the Fos, Jun and Ets families of
transcription factors. Generally, transcription factors contain distinct domains with different

functions. For instance, Fos and Jun contain a leucine-zipper domain that allows the
formation of homo- and/ or heterodimeric complexes and a basic region, via which the

c-Fos / ¢-Jun heterodimer binds to the S-“TGAGTCA-3' DNA sequence or AP-1 site (Gentz,
et al., 1989). Similarly, the Ets-family of transcription factors are composed of two main
domains, the transactivation domain and the DNA-binding domain via which they bind to the

5'-GGA(A / T)-3' core sequence (Janknecht et Nordheim, 1993, Wasylyk, et al., 1993,
Crépieux, et al., 1994). The DNA-binding domain (DBD), also known as the ETS domain, is
well conserved among the different members of the Ets-family. Thus, Ets1, Ets2, Erg and
Fli-1 share 98% of homology in the ETS-domain but have divergent transactivation domains
(TA) (Karim, et al., 1990, Laudet, et al., 1993). Additional domains other than DBD and TA

have been identified for Ets1, Ets2 and Erg. These domains include regulatory regions that

modulate positively or negatively the transactivation property of the Ets proteins and
inhibitory domains (ID) that interfere with the binding of the Ets proteins to their DNA motifs

(Wasylyk et Wasylyk, 1992, Siddique, et al., 1993, Petersen, et al., 1995). It has been

suggested that accessory factors would relieve the inhibitory effect of DNA binding, by
interacting with the ID domains (Lim, et al., 1992, Wasylyk et Wasylyk, 1992). However,

supporting evidences for such interactions remain to be established.

The Fos, Jun and Ets transcription factors can regulate the same set of cellular genes
that contain composite target motifs (Wu, et al., 1994, Grant, et al., 1995). The cellular genes
controlled by Fos, Jun and Ets include the well studied stromelysin-1 and collagenase-1 genes
that encode two matrix metalloproteinases implicated in normal growth and development, as
well as in tumor invasion and metastasis. The functional DNA motifs via which Fos, Jun and
Ets-transcription factors regulate basal and induced transcription activities, have been
characterized (Angel, et al., 1987, Buttice, et al., 1991, Wasylyk, et al., 1991, Buttice et
Kurkinen, 1993, Buttice, et al., 1996). While the AP-1 site is a well conserved sequence-motif
in collagenase-1 and stromelysin-1 genes and binds the Fos and Jun heterodimer, the
Ets-binding sites (EBS) differ by sequence and position between the two genes and they
display different binding affinities for the Ets-transcription factors. Recently, we reported that
the adjacent EBS and AP-1 motifs of collagenase-1 promoter are both,necessary for
collagenase-1 activation by Erg. We have shown that Erg, in defined conditions does not bind
to the collagenase-1 EBS unless it is recruited, via physical interaction, by the c-Fos / c-Jun
complex that binds to the adjacent AP-1 site. In contrast to the collagenase-1 promoter, Erg
binds to the two linked EBS of the stromelysin-1 promoter, but does not activate this gene. In

transiently transfected cells, Ets2 activates stromelysin-1 gene ; however, when Erg is
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coexpressed with Ets2, Erg inhibits stromelysin-1 activation by Ets2, suggesting a possible
mechanism of interaction between Ets2 and Erg.

~In this report, we demonstrate that the Ets2 transcription factor physically interacts
with the c-Fos/c-Jun heterodimer and with other Ets-family members. We found that
different domains of Ets2 make contacts with the Fos / Jun complex and with other members
of the Ets-family to form stable hetero-trimeric Ets2 / Fos / Jun (EFJ) and hetero-dimeric
Ets2 / Erg (E,Er) and Ets2 / Etsl (E,E,) complexes. Also, we found that these complexes
were stabilized by DNA and that stromelysin-1 promoter DNA specifically stabilized the
EFJ-complex, dependent on the two linked EBS. We discuss the implications of these results
for combinatorial gene regulation and for stromelysin-1 gene regulation by the Ets family of
transcription factors.

Materials and methods

Recombinant DNA plasmids.

The recombinant GST-Ets2(1-469) plasmid containing the entire coding region of Ets2
was cloned as follows : an EcoR I fragment containing ets2 ¢cDNA was transferred from
pSVKEts2 (Buttice et Kurkinen, 1993) to the EcoR I site of the pGEX1AT. This construct
(pGEX Ets2) was digested with BamH I and Sac I, which cut in the vector linker and in the
coding region of Ets2 respectively. The digestion removed the 5' end untranslated region and
part of the Ets2 cDNA. This was replaced by an EcoR I-Sac I Ets2 fragment after treatment of
the EcoR I end with mung bean nuclease and ligation into the filled end of BamH I and Sac I.
The EcoR I-Sac I fragment was obtained from a plasmid construct pSVKEts2(1-469) that
contains an EcoR I site, introduced by PCR, 9 nucleotides upstream of the ATG.

The GST-Ets2(1-290) was derived from GST-Ets2(1-469) digested with SacI and
EcoR I (in the linker) to remove the 3' part of the ezs2 gene. The Sac I and EcoR I ends were
treated with mung bean nuclease and the plasmid ligated back. The GST-Ets2(1-129) plasmid
was constructed by cloning a BamH I-Bgl II fragment, encoding the N-terminal 129 amino
acids of Ets2, from an intermediate plasmid pGADEts2(1-129) into the BamH I site of the
pGEXIAT vector. The intermediate plasmid pGADEts2(1-129) was generated by inserting a
BamH I-Pst I fragment, from the GST-Ets2(1-469) into the BamH I and Pst I sites of the
pGAD 424 vector (Clontech) which contained a Bgl II site downstream of the Pst I site.

The Ets2-DNA binding domain constructs were made by PCR amplification using the
appropriate primers. The 5' primer was always designed in-frame with BamH I site. The
amplified fragments were then cloned into the Sma I site of pUCI18 (Sure Cut kit from
Pharmacia) to create the intermediate constructs pUCI18-Ets2(289-469),
pUC18-Ets2(289-439), pUC18Ets2(359-439), pUC18-Ets2(359-469), pUC18-Ets2(289-359),
pUC18-Ets2(443-469). The orientation and frame of the fragments were verified by double
strand sequences. The fragments were then released from the pUC18 vector by BamH I and
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EcoR I digestion and cloned into the corresponding sites of the pGEX1AT vector to generate
the following GST-Ets2 binding domain fusion proteins: GST-Ets2(289-469),
GST-Ets2(289-439), GST-Ets2(359-439), GST-Ets2(359-469), GSTEts2(289-359),
GST-Ets2(443-469).

To construct the plasmids for the yeast two hybrid assay, plasmid vectors expressing
Gal-4 binding (B) domain (pGBT9) and activation (A) domain (pGAD424) were purchased
from Clontech. To generate the B-Ets2(289-469) plasmid the Ets2-DBD fragment (residues
289-469) was made by PCR amplification and cloned into the Sma I site of pGBT9 vector.
The A-Erg construct was made by cloning the human Erg cDNA (residues 1-334) (Duterque-
Coquillaud, et al., 1993) into the Sma I site of pGAD424. The cloning of A-Jun was done in
two steps. First, an EcoR I-Sma I fragment of c-Jun (residues 1-179) was amplified by PCR
and cloned into the corresponding sites of pUC18 vector. A Sma I-Pst I fragment (residues
179-334) was released from mouse pSVc-Jun (Lamph, et al., 1988), purified by low melting
point agarose gel and cloned into the previous construct to generate pUC-Jun(1-334). This
fragment was then released by digestion with EcoR I and PstI and cloned into the
corresponding sites of pGAD424 vector.

Expression and Purification of Glutathione-S-transferase-Ets2 Fusion Pwoteins

Glutathione-S-transferase fusion protein expression and purification were essentially
as described by Smith and Johnson, 1988 (Smith et Johnson, 1988). E. coli (DH5«) were
transformed with the full-length GST-Ets2(1-469) or one of the recombinant plasmids
described above. Fresh overnight cultures were diluted 1:20 in Luria-Bertani medium (LB)
containing ampicillin (100 ug / ml) and incubated for about 4 h at 30 °C with shaking. When
the culture density reached OD600 = 0.6, isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) was
added to a final concentration of 0.1 mM and induced for additional 4 h, at 30°C.

To assay the level of expression of the fusion protein, aliquots of each bacterial
cultures were pelletted in a microcentrifuge, boiled in SDS buffer (Tris-HCI 250 mM pH=7.9,
1% B-mercaptoethanol, 2% SDS) and loaded into an SDS-polyacrylamide gel. Proteins were
visualized by Coomassie blue staining. For fusion protein recovery, bacterial culture were
pelletted in microcentrifuge and resuspended in 1 /20 vol of PBS [140 mM NaCl ; 2.7 mM
KCl; 10mM NayHPO, ; 1.8 mM KH,PO, (pH 7.3)]. Aliquots of 500 pl of bacteria were then

lysed on ice by mild sonication (10 sec) and centrifuged at 12000 rpm for 20 min. at 4°C.
Bacterial supernatant was applied to an affinity column Glutathione Sepharose 4B (RediPack
purification module, Pharmacia) and the fusion proteins were eluted by the addition of 1 ml of
Elution Buffer (20 mM reduced Glutathione (Sigma), Tris 50 mM pH 8). Eluted proteins
were dialyzed against incubation buffer at 4°C overnight. Proteases inhibitors (Complete,
Boehringer Mannheim) and 25% glycerol were added before storage at -20°C. Purified
proteins were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS Page) and were

estimated to be 50% pure by Coomassie blue staining. Protein yields were measured by
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colorimetric reaction and approximated by comparison against known protein standards
(BSA).

In vitro synthesis of oncoproteins

Rat cDNAs for c-Fos and c-Jun (Rauscher, et al., 1988) were kindly provided by Tom
Curran. The constructs pSVK3-Ets2, and pSG5-Erg containing the human ets2 and erg
(isoform pS55) cDNAs were previously described (Butticeé et Kurkinen, 1993, Duterque-
Coquillaud, et al., 1993). The transcription and translation of the cDNAs were simultaneously
performed in the TNT coupled reticulocyte lysate system and [*S]-methionine, according to
the instructions of the manufacturer (Promega). The translation products were visualized in
SDS-minigel and quantified by the PhosphorImager (Molecular Dynamics).

Interaction binding assay _

A 50 pl volume of a 50 % slurry Glutathione Sepharose 4B beads (Pharmacia) was
incubated with 62 pmol GST or GST-Ets2 fusion protein (5 pg) for 20 min in the incubation
buffer (12 mM Hepes pH 7.9 ; 4 mM TrisHC1 pH 7.9 ; 50 mM NaCl ; 10 mM KCl; 1 mM
EDTA). The beads were washed three times with 0.2 ml of incubation buffer and centrifuged
for 1 min at 500 x g. The GST or GST-Ets2 fusion proteins bound to the beads were then
incubated with the indicated quantity of [*S}-methionine-labeled in vitro translated protein, in
a total volume of 25 ul of incubation buffer for 30 min at room temperature. The beads were
then washed five times with 0.2 ml of NETN (0.5 % NP-40 ; 1 mM EDTA ; 20 mM Tris HCI]
pH 8 ; 100 mM NaCl) and incubated for 10 min at room temperature in 25 pul of elution buffer
(50 mM Tris HCI pH 8 ; 15 mM reduced glutathione). The eluted labelled protein(s) were
resolved by SDS polyacrylamide gel electrophoresis. The gel was treated with Amplify
(Amersham), dried and subjected to autoradiography. The signals were quantified with the
PhosphorImager.

Stromelysin promoter fragments

Restriction fragments from stromelysinl promoter (-1303 to +4) (Quinones, et al.,
1989, Buttice, et al., 1991 ) were isolated by agarose gel electrophoresis. The stromelysin
wild-type fragment (-274 to -11, EcoR I-Ava ) (see Fig.5C, fragment 5) carries two EBS
motifs, with the GGAA (-214) and TTCC (-206) containing sequences, and an AP-1 site
TGAGTCA (-70). The fragments containing mutant EBS or AP-1 sites have been previously
described (Buttice, et al., 1991, Buttice et Kurkinen, 1993). Briefly, to create the promoter
mutants in the EBS and AP-1 sites, the GGAA sequence was mutated to AAAA (G>A)
(fragment 8) and the TTCC to TTTT (C>T) (fragment 9), while the AP-1 sequence
TGAGTCA was mutated either to GGAGTCA (M1) (fragment 6) or TGAGTAA (M6)
(fragment 7). Two stromelysin promoter fragments (-755 to -479, Kpn I-Xba I and -478 to
-275, Xba I-EcoR I) (fragments 3 and 4) were used as unrelated fragments in pull down assay.
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These fragments contain no functional EBS or AP-1 sites as shown by transfection assay
(Buttice et Kurkinen, 1993).

In vivo interaction analysis using the yeast two hybrid system.

Growth and maintenance of yeast strains and two-hybrid assays (Fields et Song, 1989)
were essentially performed using standard protocols from Clontech. The S. cerevisiae yeast
strain SFY 526 was transfected with plasmid expressing the Gal-4 binding domain fused to the
DBD of Ets2 and plasmid expressing the Gal-4 activation domain fused to the Erg or Jun
coding region. Transformants were plated on a synthetic medium lacking leucine and
tryptophan. The plates were incubated at 30°C for three days. To monitor the interactions, the
pB-galactosidase activity was estimated by colony lift assay and measured quantitatively from
liquid culture. Several independent transformants were isolated and grown in liquid culture at
30°C until OD600 reached 0.8-1.0 . B-galactosidase activity was measured as described
previously (Kuras et Thomas, 1995).

Results

Ets2 interacts with the Fos / Jun heterodimer in vitro.

We and others have shown that the Ets2 transcription factor activates genes which
contain EBS adjacent to AP-1 sites such that of collagenase-1 and stromelysin1. To study the
molecular mechanism(s) of this regulation we first investigated possible protein-protein
interactions of Ets2 and Fos / Jun using the GST-pull-down system. The E. coli expressed
GST-Ets2 fusion protein was first immobilized on glutathione-sepharose beads and incubated
with in vitro translated [*°S]-labeled c-Fos, c-Jun, and c-Fos/c-Jun (Fig.1C). The
non-specifically bound proteins were removed by extensive washing and the bound proteins
were eluted, subjected to SDS-PAGE and detected by autoradiography. As shown in Fig.1A,
Fos or Jun proteins were specifically retained by the GST-Ets2 fusion protein (lanes 2 and 4),
but not by the beads carrying only GST (lanes 1, 3 and 5). Interaction of Jun with Ets2 was
also detected in vivo , using the yeast two hybrid system (Fig.3). These results suggest that
Fos or Jun alone specifically associates, although weakly, with Ets2. By contrast, the
Fos / Jun heterodimer bound strongly to the GST-Ets2 fusion protein (Fig.1A, lane 6). The
amount of Fos / Jun heterodimer retained by the GST-Ets2, quantitated by PhosphorImager
analysis, was four times more than the amount of Fos or Jun alone (Fig.1, panel B).

Ets2 physically interacts with other Ets-family members.

Recently, we found that, in transiently transfected cells, the Ets-family members and
their combinations differentially regulate the human stromelysin-1 and collagenase-1
promoter activity in an antagonistic or synergistic fashion. For instance, Erg, when

coexpressed with Ets2, strongly inhibits stromelysin-1 promoter activation by Ets2 (Buttice,
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Figure 1. Ets2 interacts with the c-Fos/c-Jun complex.

A) The figure shows an in vitro protein-protein interaction assay (pull-down) for the GST-
Ets2 fusion protein. GST-Ets2 (residues 1-469) or GST alone (62 pmol) was immobilized on
glutathione sepharose beads and incubated with 0.03 pmol of [35S]-labeled in vitro synthesized
c-Fos, c-Jun or c-Fos/c-Jun. The input lanes show the in vitro synthesized products before
incubation with the beads. After washing, the bound proteins were analyzed by SDS-PAGE,
visualized by autoradiography (3h exposure) and the amount of bound proteins was quantitated
by PhosphorImager analysis. Molecular size markers are shown in kilodaltons.

B) The graph shows the amount of c-Fos, c-Jun or c-Fos/c-Jun bound to GST or GST-
Ets2 expressed as percentage of the total input. The bars indicate the standard error from three
independent experiments.

C) Schematic representation of the GST-Ets2 fusion protein and c-Fos and c-Jun.
Depicted are the transactivation domain (TA), inhibitory domains-1 and -2 (ID1 and ID2) and the
DNA-binding domain (DBD) of Ets2. The leucine-zipper and basic domain of c-Fos and c-Jun
are also indicated.
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et al., 1996). Therefore we investigate the role of protein interactions of Ets2 and Erg as
possible mechanism of the antagonistic effect on stromelysin-1 promoter. The immobilized
GST-Ets2 fusion protein or the GST control was incubated with [’S]-labeled Erg, Ets1, Ets2,
or an unrelated protein, luciferase as a negative control. Among the Ets-family members
tested (Fig.2C), Erg and Ets1, but not Ets2, specifically interact with GST-Ets2 (Fig.2A, B).
Erg interacts strongly, by reaching 29.8% (Fig.2B) of the total input, whereas the percentage
of Ets1 bound proteins was only 5.9% in the experimental conditions used. We also note that
a weak but reproducible in vivo interaction between Ets2 and Erg was detected using the yeast
two hybrid system (Fig.3). These data suggest that Ets2 physically associates with other
members of the Ets-family to form Ets-heterodimers. The data also suggest that Ets2 does not
associate with itself as homodimer. This result is consistent with previous reports showing
that Ets2 binds to Ets-binding sites (EBS) as a monomer (Lim, et al., 1992) (and our
unpublished data).

Different Ets2 domains are involved in the interaction with c-Fos / ¢-Jun, Erg and
Ets1.

The Ets2 transcription factor has been shown to contain two main domains : the
transcription activation (TA) domain and the DNA-binding domain (DBD) which is flanked
by two smaller domains called inhibitory domains (ID1 and ID2). To identify the Ets2
domains necessary for interaction with the Fos / Jun complex, Erg and Ets1, a series of N- and
C-terminal Ets2 deletions were constructed as GST-fusion proteins (Fig.4). The Fos, Jun, Erg
or Etsl proteins were synthesized and radiolabeled in vitro in reticulocyte lysate, and
incubated with glutathione-sepharose beads carrying the various GST-Ets2 fusions. Figure 4
shows that the full length GST-Ets2(1-469), but neither the N-terminal GST-Ets2(1-129) nor
the GST-Ets2(1-290) containing the transactivation domain, can bind the Fos/Jun complex
(Fig.4 panel D, lane 10, 2, 3). This result indicates that the Ets2 domain involved in the
interaction with Fos / Jun complex lies within residues 290 and 469 that contains the DBD
and two inhibitory domains (ID1 and ID2). In support of this, binding assay using the fusion
protein GST-Ets2(289-469) shows that the Fos / Jun complex associates strongly with this
domain (Fig.4 panel D, lane 9). Further mapping of this region indicates that the DBD
[GST-Ets2(359-439)] or the ID1 [GST-Ets2(289-358)] and the ID2 [GST-Ets2(440-469)] are
independently unable to bind to the Fos/ Jun complex (lane 4, 6, 8). The fusion protein
GST-Ets2(289-439) that contains the ID1 and the DBD was also unable to bind Fos / Jun
while the GST-Ets2(359-469) containing the DBD and ID2 associates much stronger. These
differences in binding were not due to a variation in the amount of GST-fusion proteins since
the quantity and integrity of all fusion proteins were found to be similar by Coomassie
staining (data not shown). Therefore, these results suggest that ID2, which contains the
C-terminal 29 residues of Ets2, enhances the interaction of the DBD with Fos / Jun. However,
both ID1 and ID2 were required for better contacts of DBD with Fos / Jun. Similarly, the

132



110
NGy
90 O
A SEES, Luc ”Ets1 y Ets . Erg

1 2 3 4 5 6 7 8

o
=
w

40+

Bound Ets family proteins (%)

Etst [/////Th7///Ip1bBD | 1D2

271 331 412 a4

Erg

1 307 388 479

Figure 2. Ets2 interacts with other Ets-family members.

A) In vitro synthesized [35S]-labeled Etsl, Ets2, Erg or luciferase (as a negative
control) were incubated with 62 pmol of E.coli-produced GST-Ets2 fusion protein (lanes 2, 4,
6, 8) or GST protein alone (lanes 1, 3, 5, 7) immobilized on glutathione sepharose beads.
Bound proteins were analyzed in SDS-PAGE, visualized by autoradiography and quantitated
by PhosphorImager analysis.

B) The graph shows the amount of luciferase (Luc), Ets1, Ets2, or Erg bound to GST
or GST-Ets2 expressed as percentage of the total input. The bars indicate the standard error
from five independent experiments.

C) Schematic diagram of the Ets-family members used in in vitro synthesis reactions.
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Figure 3. In vivo interaction of Ets2 with Erg and c-Jun.

A) Schematic representation of the Gal4-Ets2, Erg and Jun fusion proteins used for the
two-hybrid assay.

B) B-Galactosidase activity from the lacZ reporter construct. Several independent
transformant harboring the plasmids indicated at the top of the figure were isolated, grown in
liquid culture and their B-galactosidase activity was measured at different times. The B-
galactosidase activity was normalized to the total amount of protein present in the cell extract and
to the OD600 of the starting cell suspensions. Activity is given in nmol/mg of protein in the yeast
cell extract. Note that additional controls such as pGBT9 + A-Erg, pPGBT9 + A-Jun and B-Ets2 +
pGAD were also used in the experiment (data not shown). The B-galactosidase activity resulted
similar to that of the negative control pGBT9 + pGAD.
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Figure 4. Distinct domains of Ets2 interact with c-Fos/c-Jun, Ets1 and Erg.

Equal amounts (62 pmol) of E.coli-produced GST (lane 1) or GST-Ets2 deletion mutants
(lanes 2 - 10) were immobilized on glutathione sepharose beads and incubated with [35S]-labeled
in vitro synthesized luciferase, c-Fos, c-Jun, c-Fos/c-Jun, Etsl or Erg. Bound proteins were
analyzed in SDS-PAGE, visualized by autoradiography and quantitated by PhosphorImager
analysis.

A schematic diagram illustrates the different GST-Ets2 deletion mutants and the lanes 1 -
10 (in A - F) correspond to the proteins used in the protein-protein interaction assay.

The amount of bound c-Fos/c-Jun is compared with that of Ets1 and Erg, expressed as
percentage of the total input with the variation (+/-) of binding between three experiments. Boxed
are the most significant interactions in comparison to the weak interaction of the Ets2-DBD
[GST-Ets2(359-439)]. Note that c-Fos or c-Jun alone bound weakly to the GST-Ets2 deletion
mutants. The amino acids residues of the deletions are indicated and the different domains are:
TA =transactivation domain; ID1 = inhibitory domain-1; DBD = DNA-binding (ETS) domain;
ID2 = inhibitory domain-2.
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weak binding of Fos to Ets2 requires the C-terminal part of Ets2 that includes the DBD with
the two inhibitory domains. In contrast, the weak binding of Jun to Ets2 appears to require all
Ets2 domains. However, at the conditions employed here, the interactions are very weak
compared to that observed with the Fos / Jun heterodimer (compare panels B, C, D). Of
interest is that, among the Ets-family members, Ets1 gives similar results than that obtained
with Fos / Jun by binding only with the C-terminal domain of Ets2 (panel E lane 10, 9, 7).
Exceptionally, Erg interacts with additional Ets2 domains. For instance, Erg binds equally
well to most of the Ets2 domains (panel F lane 2, 3, 5, 7, 9, 10) including the transactivation
domain (TA) (panel F lane 2, 3). As for Fos / Jun, Erg does not associate with ID1, DBD or
ID2 alone (lane 4, 6, 8). Erg, however, interacts strongly with the C-terminal regions
containing the DBD and one of the inhibitory domains ID1 or ID2 (panel F, lanes 5, 7).

Protein-protein interactions of the DNA binding domain of Ets2 with Fos / Jun is
enhanced by stromelysin-1 promoter DNA.

Previously, we have shown that Fos / Jun and Ets2 transcription factors bind to the
AP-1 and EBS motifs of the human stromelysin-1 and collagenase 1 promoters and activated
these genes (Buttice et Kurkinen, 1993). Here, we have demonstrated that Ets2 associates in
vitro with the Fos / Jun complex and that this interaction involves the C-terminal part of Ets2.
To establish the importance of the stromelysin-1 promoter in the interaction of the trimeric
complex Ets2 / Fos / Jun we performed an interaction assay between GST-Ets2 and Fos / Jun
in the presence of stromelysin-1 promoter fragments. For these experiments, we used
promoter fragments containing native or mutated EBS and AP-1 sites (Fig.5C). Promoter
fragments were simultaneously incubated with the Fos/Jun complex and immobilized
GST-Ets2(1-469). The amount of bound Fos/ Jun proteins were then compared in the absence
or presence of different DNA promoter fragments. PhosphorImager analysis of three
independent experiments indicated that the stromelysin-1 promoter fragment (-274 to -11)
containing two tail-to-tail EBS and one AP-1 site augmented twofold the amount of Fos / Jun
proteins bound to Ets2 (Fig.5B, compare lane 2 and 5). This effect was specific since two
unrelated stromelysin-1 promoter fragments did not increase nor diminish the amount of
Fos / Jun bound to GST-Ets2 (Fig.5B, compare lane 2, 3, 4). Interestingly, mutation of the
AP-1 site did not significantly affect the amount of Fos / Jun bound to the GST-Ets2 (Fig.5B,
lane 6 and 7). However, mutation of the upstream or downstream or both EBS, significantly
decreased the amount of Fos / Jun bound to GST-Ets2 (Fig.5B, lanes 8, 9, 10). This suggest
that the binding of Ets2 to the EBS of the stromelysin-1 promoter is necessary for the
formation of the trimeric complex Ets2 / Fos / Jun. However, the Ets2 / Fos / Jun interaction
is not a result of simultaneous binding to the EBS and AP-1 motifs of the same DNA
molecule. If this would be the case, addition of DNA fragments with mutated AP-1 site, that
do not bind Fos / Jun (Buttice, et al., 1991), should result in a decrease of Fos / Jun protein

recovered. Conversely, we found an increase of twofold in the amount of Fos / Jun protein
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Figure 5. Ets2 and c-Fos/c-Jun interaction is enhanced by specific stromelysin-1
promoter fragments.

A) GST or GST-Ets2 were first immobilized on glutathione sepharose beads and
incubated for 30 min with c-Fos/c-Jun and without (lanes 1 - 2) or with stromelysin-1
promoter DNA (-274 to -11, as fragment 5 in C) (lane 3) and increasing amounts of Et.Br.
(lanes 4 - 6).

B) Stromelysin-1 promoter DNA (250 ng; 1.5 pmol) was simultaneously incubated with
0.03 pmol of c-Fos/c-Jun and 62 pmol of immobilized GST-Ets2(1-469) and the amount of
bound c-Fos/c-Jun was analyzed by SDS-PAGE. Lanes 1 and 2 show c-Fos/c-Jun binding to
GST and GST-Ets2 in the absence of stromelysin-1 promoter DNA. Lanes 3 - 10 show
Fos/Jun interaction to the GST-Ets2 in the presence of non specific DNA fragments (-755 to -
478 and -479 to -275 from the stromelysin promoter) (lanes 3 and 4), wild-type (-274 to -11)
(lane 5), or mutant stromelysin-1 promoter DNA (-274 to -11) lacking functionally active EBS
or AP1-sites (lanes 6 - 10).

C) Iustration of the stromelysin-1 promoter fragments and the mutant forms used in the
experiment as described in Materials and Methods. EBS indicates the two tail-to-tail motifs
for Ets-binding and AP1 is the binding site for c-Fos/c-Jun. Note that fragments 3 and 4
contain no functional EBS or AP-1 sites (Buttice, et al., 1993).
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recovered equal to that observed with the wild type fragment (compare lanes 5, 6, 7). Control
experiments were also performed with the addition in the reaction of different concentrations
of ethidium bromide (Et.Br.) (Fig.5A) which has been shown to disrupt DNA-mediated
protein-protein interactions (Lai et Herr, 1992). Of interest is that the direct interaction
between GST-Ets2 and Fos / Jun was inhibited by the addition of Et.Br. (Fig.5A, lane 2, 4, 5,
6) and enhanced by addition of stromelysin promoter fragments (Fig.5A, lane 3). Taken
together these data suggest that stromelysin-1 promoter DNA can enhance the Ets2 / Fos / Jun
interaction, perhaps by stabilizing protein contacts, and that this depends on the integrity of
the EBS of the stromelysin-1 promoter. However, this DNA-dependent interaction does not
require intact AP-1 site.

Protein- interactions of the transactivation domain of Ets2 are not influenced by
the presence of DNA.

As shown here, while Ets1 and the Fos / Jun complex bind only to the C-terminal part
of Ets2, Erg also interacts with the N-terminal part that includes the transactivation domain of
Ets2. To determine whether this type of interaction is DNA-dependent we tested the effect of
Et.Br. in the reaction. As expected, in the absence of Et.Br., Fos / Jun, Ets1 and Erg bound to
the entire Ets2 protein as well to the C-terminal part that includes the DBD and the two IDs
(Fig.6A-b and 6B-b). In the presence of Et.Br., the recovery of bound Fos/ Jun and Etsl
proteins to the full-length GST-Ets2(1-469) and to the C-terminal part, GST-Ets2(290-469),
was dramatically reduced (Fig.6A-c and 6B-c). In contrast, the recovery of Erg bound protein
to the GST-Ets2(1-469) was only marginally affected by the presence of Et.Br. (Fig.6A-c and
6A-b). Similar to Fos / Jun and Ets1, the amount of Erg bound protein to the C-terminal part,
GST-Ets2(290-469), strongly decreased in the presence of Et.Br. (Fig.6B-c). Inerestingly, the
percentage of Erg bound protein to the N-terminal part of Ets2 was not affected by the
addition of Et.Br. (Fig.6C). These data suggest that while the C-terminal part of Ets2, that
includes the DBD and the two IDs, is DNA- dependent in the interactions with other proteins,
the transactivation domain physically associates with other proteins independently of DNA
(Fig.7). Indeed, the amount of Erg bound protein to the transactivation domain of Ets2
[GST-Ets2(1-290)] was totally recovered in the presence of Et.Br. (Fig.6C) even at
concentration of 50 pg / ml (data not shown). Moreover, addition of exogenous DNA from
stromelysin-1 and collagenase-1 promoters did not further increase the percentage of Erg
bound protein to the TA of Ets2 (data not shown). These data suggest that Erg physically
interacts with the TA of Ets2 in a DNA-independent fashion (Fig.7). ;

Discussion

Synergistic repression or activation of gene expression play an important role in gene

regulation. Combinatorial protein-protein interactions between multifunctional modular
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Figure 6. DNA-dependent and -independent interactions of Ets2 with Erg via the
DBD and TA domain.

A and B) GST and GST-Ets2 fusion proteins of the full-lenght (1-469) or the C-
terminal part (290-469) of Ets2 were immobilized to glutathione sepharose beads and
incubated without or with 5 ug/ml of Et.Br. In vitro synthesized [35S]-labeled luciferase,
c-Fos, c-Jun, c-Fos/c-Jun, Ets1 or Erg were added for additional 20 min. The beads were
then washed four times in binding buffer containing Et.Br. (5 ug/ml). The bound proteins
were analyzed by SDS-PAGE, visualized by autoradiography (15 h exposure for the
bound samples and 6 h for the input) and quantitated by Phosphorlmager analysis.

C) GST and GST-Ets2 fusion protein containing the N-terminal TA domain (1-290)
of Ets2 were immobilized to glutathione sepharose beads,incubated without or with 5
pg/ml of Et.Br. and in vitro synthesized [35S]-labeled Erg.
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domains of transcription factors can provide the necessary complexity required to achieve
appropriate gene regulation. In this study, using in vitro protein binding assay, we showed
that the transcription factor Ets2 binds to the c-Fos/c-Jun complex and members of the
Ets-family such as Etsl and Erg. We characterized the Ets2 binding domain and found that
binding to c-Fos / c-Jun and Etsl occured through the C-terminal end (residues 283-469),
which contains the inhibitory domain ID1 (289-358), the DNA binding domain (359-439) and
the inhibitory domain ID2 (440-469). None of these domains could separately bind to
c-Fos / ¢-Jun and Etsl although significant binding occured through the combined DNA
binding and ID domains. Ets2 binding to Erg through its C-terminal end was similar to that
observed for c-Fos / c-Jun and Etsl. In addition, Erg interacted with the N-terminal region
(residues 1-290) containing the TA of Ets2 and significant binding also occurred through the
N-terminal residues (1-129). This region constitutes the first half of the transactivation (TA)
domain of Ets2. In comparison with the full length Ets2, this region retained 30% of the
capacity to bind to Erg.

Significance of interactions between DNA -binding domains

The major findings of our studies are that (i) only the C-terminal part of Ets2, that
contains the DBD and the two C- and N-terminal IDs, makes contacts with the Fos / Jun
heterodimer and that (ii) this interaction is enhanced by specific DNA motifs suggesting
diverse possible mechanisms of gene regulation by Fos, Jun and Ets transcription factors.
While this work was in progress, the group of Leiden (Bassuk et Leiden, 1995) demonstrated
that EIf1, an Ets-family member, associates with the basic domain of Jun and thus can form
the hetero-trimeric complex EIf1 / Jun / Fos. Therefore, it appears that the Fos / Jun / Ets2
protein-protein interactions are mediated via the DBD or basic domain of Jun, as
demonstrated by Bassuk and Leiden and via the C-terminal domain of Ets2 that includes
DBD and the two IDs, as shown in this study. It is relevant to note that DNA binding
domains have been found to be implicated in protein-protein interactions with other
transcription factors (Choubey, et al., 1996). For instance, the p202, an interferon-inducible
nuclear protein, interacts with the DNA binding domain of Fos and Jun and inhibits the
expression of reporter genes activated by c-Fos and c-Jun (Min, et al., 1996). Moreover,
recent results from Thomas Graf group, demonstrate that MafB, an AP-1 like protein,
interacts via its basic region with the DBD of Ets-1 and represses Ets-1-mediated activation
of the transferrin receptor gene (Sieweke, et al., 1996) . It is therefore easy to imagine that
transcription factors which interact vig their DBDs, can interfere with each other in
DNA-binding and as a result reciprocally inhibit gene transcription. Although the use of a
DBD for a protein-protein interactions region would explain, in a simplistic way, interference
and antagonistic effects in gene regulation, it might appear paradoxical to explain synergistic
activation. It is intriguing, however, to note that protein-protein interactions involving the

DBD are dependent on the presence of DNA as demonstrated by us and observed by few
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others (Bassuk et Leiden, 1995, Fitzsimmons, et al., 1996). Remarkably, we found that the
amount of Ets2 / Fos / Jun complex is enhanced by the presence of specific DNA promoter
fragments, suggesting that DNA-binding possibly increases the proteins area of contact and
as a result the quaternary complex EFJ-DNA is more stable. In support of this view, the
X-ray crystal structure of the heterodimer c-Fos/cJun bound to the DNA, recently
identified (Glover et Harrison, 1995) shows that the Fos / Jun / DNA complex exhibits a
certain asymmetry in its coiled-coil and flexibility in its protein fork. The authors suggest
that this special feature would allow the heterodimer to recognize disparate binding surfaces
presented on other transcription factors bound at adjacent sites on the DNA. As more
information of protein-DNA interactions will clearly come from X-ray crystal structures, it
will be very interesting to reveal in more details the interaction we have detected in this study

with the stromelysin-1 promoter DNA complexed with Fos, Jun and Ets transcription factors.

Implications of the role of DNA in transcription factors interactions.

It is intriguing that the protein-protein interactions of DNA-binding domains of
several transcription factors often are DNA-dependent. As originally described (Lai et Herr,
1992), the DNA intercalator ethidium bromide (Et.Br.) provides a simple tool for
distinguishing genuine protein-protein interactions (DNA-independent) from those that are
DNA-dependent. Although the protein associations stabilized by DNA (which is a
contaminant, e.g. in samples of in vitro synthesized proteins) may be specific or non-specific,
DNA may play a significant biological role in the protein-protein interactions of transcription
factors. DNA, by making weak (i.e. non-specific) contacts with transcription factors, can
significantly increase the probability for transcription factors interactions and at the same
time, generate stable DNA-transcription factor complexes. Similarly, although the
protein-protein interactions of transcription factors can be weak, so weak that they may not
last in solution, however, because of additional contacts with DNA, the transcription factor
complex should be stabilized. Indeed, it makes sense that transcription factor interactions
should preferentially occur on DNA rather than in solution. The significance of physical
interactions between transcription factors such as Ets- and c-Fos / cJun-families members is
that it can effectively link different promoter elements such as EBS and AP-1 in gene
regulation. Our results give significance not only for the stromelysin-1 and collagenase-1
regulation but also for other genes regulated by Ets and AP-1 transcription factors.

Inhibitory Domains of Ets2 enhance protein-protein interactions .

As shown here the c-Fos / c-Jun complex, as well as Ets] and Erg, binds to the
C-terminal region of Ets2. This region comprises not only the DBD but also the two
inhibitory domains ID1 and ID2. These domains interact with each other and with the DBD
via intramolecular contacts thus preventing the DBD to interact with the DNA. It has been

suggested that association of the two IDs with other factors can release the DBD from their
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negative influence (Petersen, et al., 1995, Donaldson, et al., 1996). It is intriguing, however,
that the inhibitory domains alone do not bind to any of the transcription factors tested, c-Fos,
c-Jun, ¢-Fos / ¢c-Jun, Ets1 and Erg (Fig.4). In contrast when ID2 or both ID1 and ID2 are
coupled to the DBD of Ets2 we detected increased binding of the transcription factors. Of
interest is that ID2, which corresponds to the C-terminal end of 29 residues of Ets2,
contributed largely to the increase of proteins bound to the DBD. Also, the C-terminal
segment of 37 aminoacids adjacent to the DBD (ETS domain) of GABPa (GA binding
protein) was found to mediate protein-protein interaction with the GABPB subunit
(Thompson, et al., 1991).

Repression of transcription by masking transactivation domains.

The Ets-family members Ets2, Ets1, Flil and Erg and their combinations differentially
regulate collagenase-1 and stromelysin-1 promoter activity, in an additive or antagonistic
fashion in HepG2 cells (Buttice, et al., 1996). Interestingly, while Ets2 enhanced the
stromelysin-1 promoter activity, Erg inhibited the Ets2-mediated activation of stromelysin-1
promoter. Therefore, we hypothesised a protein-protein interaction between Erg and Ets2 as a
possible mechanism of the antagonistic effect on the stromelysin-1 regulation. Our results
here, demonstrate that Ets2 physically interacts with Erg via several domains including the
transactivation (TA) domain of Ets2, suggesting that Erg represses the Ets2 mediated
activation in part by blocking the TA of Ets2. Transactivation domains of several other
transcription factors are implicated in protein contacts leading to repression or activation of
transcription. Thus, the protein product of the retinoblastoma gene (Rb) represses
transcription by interacting directly with E2F and blocking its transactivation domain (Helin,
et al., 1993). PU.1, a lymphoid-specific transcription factor can directly bind to both TFIID
and Rb via its activation domain (Hagemeier, et al., 1993). Our results show that not only the
TA of Ets2 associates with Erg, but also the C-terminal part of Ets2. However, the latter
interaction is sensitive to Et.Br. treatment, suggesting that it is DNA dependent. By contrast,
the interaction of Erg to the TA of Ets2 is a direct protein-protein interaction apparently not
affected by the presence of DNA. Interestingly, these results raise two possible mechanisms
of gene regulation by Erg and Ets2, one of which involves the TA of Ets2 and the other one
the DBD. In one possibility, Erg would inhibit the Ets2 effect by masking its TA and
therefore cancelling out the activation potential of Ets2. In another possibility, Erg, by
interacting with the DBD of Ets2, would prevent it from binding to the DNA.

To our knowledge, this is the first evidence of the formation of Ets heterodimers,
Ets2 / Ets1 and Ets2 / Erg, in vitro and in vivo in yeast. Whether they exist as heterodimer or
as a multiprotein complex with other cofactors in the cell need still to be explored. Recently,
only a few other groups have provided evidence that the Ets-family of transcription factors
interacts with other transcription factors. Thus, the region of Ets1 (residues 123-240) that

covers TA and ID1 domains interacts with the Runt domain of PEBP2a (polyomavirus
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enhancer binding protein) (Giese, et al., 1995) while the DBD of Ets1 associates with Pax-5
in a DNA dependent manner (Fitzsimmons, et al., 1996) and with MafB (Sieweke, et al.,
1996).

Finally, we would like to propose that the C-terminal region of Ets2 is
multifunctional, as it is capable not only of DNA sequence recognition but also of
protein-protein interaction with other transcription factors. Here, we provided novel
evidences demonstrating that the TA domain of Ets2 is implicated in protein-protein
interaction with another member of the same family, Erg and that this interaction might have
a functional relevance in the repression of gene transcription such that of the stromelysin-1
promoter. In summary, our results provide a molecular basis to a better understanding of the
synergistic or antagonistic gene regulation by the different members of the Ets- and AP-1
(c-Fos / ¢-Jun) families.
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4.2.2. Discussion.

Des interactions physiques entre différents domaines protéiques de facteurs de
transcription peuvent constituer une base moléculaire de la complexité des mécanismes
coopératifs ou antagonistes régulant la transcription. Nous montrons ici que Ets2 lie le complexe
c-Fos / c-Jun et des membres de la famille Ets comme Etsl et Erg. L’interaction de Ets2 avec
c-Fos / c-Jun et Etsl a lieu au niveau de la région C-terminale de Ets2, région qui contient le
domaine de liaison a2 ’ADN (DBD) et deux domaines adjacents inhibiteurs (DBID1 et DBID?2).
Aucun de ces trois domaines ne peut lier seul c-Fos / c-Jun ou Etsl, mais la combinaison du
DBD et du DBID2 suffit & obtenir une interaction significative. La liaison de Erg a la région
C-terminale de Ets2 présente des caractéristiques semblables. De plus, Erg interagit avec la
région N-terminale qui contrdle la capacité transactivatrice de Ets2.

Seule la région de Ets2 contrOlant la liaison a ’ADN interagit physiquement avec
c-Fos / c-Jun et cette interaction in vitro est augmentée par des fragments d’ADN spécifiques.
Alors que ce travail était en cours, une autre équipe a montré que Elf1, un membre de la famille
Ets, lie le domaine bZip des facteurs de la famille Jun, et forme des complexes
Fos / Jun / ElIf1 (Bassuk et Leiden, 1995). Les interactions entre des membres des familles
Fos-Jun et Ets semblent donc impliquer les domaines de liaison & I’ ADN de ces facteurs. Il est
remarquable que des domaines de liaison & I’ADN participent a des interactions avec d’autres
facteurs. La protéine p202 inductible par I’interféron interagit avec des domaines minimaux de
liaison a I’ADN de c-Fos et c-Jun et inhibe I’activité basale ou induite d’un geéne rapporteur
controlé par un site AP-1. La p202 inhibe la liaison a I’ADN des dimeres c-Fos / c-Jun et
c-Jun / c-Jun (Min, et al., 1996b). La protéine MafB interagit via son domaine bZip avec le
DBD de Ets1 et inhibe I’activité du promoteur de la transferrine induite par Ets1 (Sieweke, et
al., 1996).

Dans notre étude, I’interaction physique de c-Fos / c-Jun avec le DBD de Ets2 n’est pas
inhibitrice. Au contraire, les promoteurs de la collagénase-1 et de la stromélysine-1 sont induits
coopérativement via les sites EBS et AP-1 (Buttice et Kurkinen, 1994). D’une manicre
comparable, Elf1 interagit avec la région bZip de Jun et coopere avec lui dans I’induction de la
transcription (Bassuk et Leiden, 1995). Nous montrons de plus que la quantit¢ de complexe
c-Fos / c-Jun / Ets2 formée in vitro peut €tre augmentée spécifiquement par des fragments du
promoteur de la stromélysine-1 présentant un tandem inversé de sites EBS. Cette observation
suggere que la liaison a I’ADN augmente vraisemblablement les surfaces de contact entre les
partenaires. Cette hypothese est en accord avec une modification de la conformation de Etsl
accompagnant la liaison a2 I’ ADN (Petersen, et al., 1995). De plus, une interaction physique de
la région C-terminale de Ets avec un cofacteur pourrait stabiliser la liaison a ’ADN en
empéchant les interactions inhibitrices entre les domaines DBD, DBID1 et DBID2 (Donaldson,
et al., 1996). 1l est remarquable que le domaine DBID?2, ou a la fois le DBID1 et le DBID2,

augmente les interactions protéiques dépendante de I’ADN observées dans notre étude. D’une
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maniere semblable, une région de 37 résidus adjacente au DBD de GABPa, un autre membre
de la famille Ets, permet I’interaction avec GABPp (Thompson, et al., 1991).

Ets2 et Erg sont des membres de la famille Ets qui régulent différemment les promoteurs
de la collagénase-1 et de la stromélysine-1. Erg inhibe l’activité du promoteur de la
stromélysine-1 induite par Ets2 (§ 4.1). Nous montrons ici que Erg interagit avec la région
N-terminale de Ets2, région qui contrdle sa capacité transactivatrice. Les domaines
transactivateurs d’autres facteurs sont impliqués dans des interactions qui induisent ou inhibent
la transcription. Rb inhibe la transcription en interagissant avec le domaine transactivateur de
E2F-1 (Helin, et al., 1993). Le domaine transactivateur de PU.1 interagit avec Rb et avec le
facteur TFIID de la machinerie transcriptionnelle (Hagemeier, et al., 1993).

L’interaction de Erg avec la région N-terminale transactivatrice de Ets2 est insensible au
bromure d’éthidium (BET), ce qui indique qu’elle est indépendante de I’ADN. Le BET
s’intercale dans ’ADN et inhibe spécifiquement des interactions protéiques dépendantes de
ADN (Lai et Herr, 1992). Les interactions observées dans notre étude en 1I’absence de BET
pourraient mettre en jeu ’ADN présent dans les préparations de protéines en lysat de
réticulocyte.

A notre connaissance, notre étude présente pour la premicre fois la formation de dimeres
de facteurs Ets (Ets1 / Ets2 et Ets2 / Erg), in vitro (test de corétention protéique) et in vivo
(test de double hybride en levure). Ces diméres pourraient former des complexes multiples avec
d’autres cofacteurs. Peu de travaux rapportent des interactions de facteurs Ets avec d’autres
facteurs de transcription. La région Ets1(123-240) recouvrant le domaine DBID1 et une région
transactivatrice interagit avec le facteur PEBP2a (Giese, et al., 1995), le DBD de Ets1 interagit
avec MafB (Sieweke, et al., 1996) et Ets1 interagit avec Pax5 (Fitzsimmons, et al., 1996).

Nos résultats proposent une base moléculaire a une meilleure compréhension des
mécanismes coopératifs ou antagonistes de régulation de la transcription par les familles Ets et
Fos-Jun. Ces mécanismes sont d’un intérét général. Plus particuli¢rement, I’interaction de Erg
avec la région transactivatrice N-terminale de Ets2 pourrait trouver une signification
fonctionnelle dans la régulation du promoteur de la stromélysine-1.
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4.3. Résultats complémentaires.

4.3.1. Introduction.

Notre étude moléculaire de la régulation transcriptionnelle de la stromélysine-1 nous a
conduit a étudier en test de retard sur gel la liaison de Ets2 et Erg sur des fragments (170 pb ou
260 pb) de son promoteur contenant un tandem EBS inversé. Cette paire de sites est la cible de
I’induction du promoteur par Ets2. Une étude par mutation montre que les deux sites EBS sont
nécessaires a une liaison significative des protéines de fusion GST-Ets2 et GST-Erg sur le
promoteur (§ 4.1, figure 4, ¢ et d). Cette coopération entre sites EBS voisins suggere la liaison
simultanée de deux molécules GST-Ets2 ou GST-Erg sur I’ADN. Etant donné que Erg inhibe
Pactivité du promoteur de la stromélysine-1 induite par Ets2 (§ 4.1, figure 1), nous avons
postulé que Ets2 et Erg pourraient lier I’ADN en formant un complexe ternaire inactif.

Afin d’argumenter davantage ce modele d’effet dominant négatif par la formation d’un
complexe inactif sur I’ADN, nous avons testé si Ets2 et Erg pourraient coopérer a la liaison au
promoteur de la stromélysine-1.

4.3.2. Résultats.

La figure 12 présente des tests de retard sur gel utilisant des sondes correspondant a un
fragment de 170 pb du promoteur de la stromélysine-1. Les sondes présentent le tandem EBS,
ou seulement ’un des deux EBS. Dans chaque cas, nous observons que GST-Ets2 et GST-Erg
cooperent a la liaison a I’ADN.

Contrairement a I’'une des expériences de retard sur gel présentées dans notre publication
(§ 4.1, figure 4, d) qui utilise un tampon TBE de tres faible salinité, les expériences présentées
ici utilisent un tampon Tris Glycine de force élevée. Ce tampon permet de sélectionner les
complexes ayant la plus grande stabilité. Dans ces conditions, le complexe GST-Ets2 / ADN
est perdu au début de la migration du gel, comme le montre la trainée (« smear ») au-dessus de
la sonde libre (figure 12, A, colonne 2). L’obtention d’une trainée en tampon Tris Glycine
avec la protéine GST-Ets2 compléte et une sonde stromélysine-1 de 170 pb (-270/-101) ou de
260 pb (-270/-11) est reproductible ; il ne s’agit pas d’un artefact. Lorsque la méme réaction
GST-Ets2 + ADN est analysée parallelement dans un gel TBE, un retard est observé.

L’incubation simultanée de GST-Ets2 et GST-Erg avec ’ADN conduit a 1’observation
d’un complexe stable, ce qui indique que Ets2 et Erg cooperent a la liaison a I’ADN. Cette
coopération s’explique vraisemblablement par l'interaction protéique entre Ets2 et Erg, en
particulier au niveau de la région de Ets2 contrdlant la liaison a I’ADN (domaines DBID1, DBD
et DBID2).

Des résultats semblables sont obtenus avec des délétants GST-Ets2 correspondants aux
domaines DBID1, DBD et DBID2 (figure 12, B) ou DBD et DBID2 (C). L’interaction de Erg
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avec la région de Ets2 contrdlant la liaison a I’ ADN est suffisante & une coopération entre Ets2 et
Erg pour la liaison au promoteur de la stromélysine-1.

Nos résultats précédents avaient montré que les deux sites EBS sont nécessaires a la
liaison de GST-Ets2 au promoteur de la stromélysine-1, ainsi qu’a la liaison de GST-Erg
(§ 4.1, figure 4, c et d). Cependant, nous observons ici une activité de liaison a I’ADN sur un
seul site EBS (figure 12, C), lorsqu’une sonde mutée est incubée simultanément avec
GST-Ets2(359-469) et GST-Erg. Ce résultat suggere que I’interaction protéique entre GST-Ets2
et GST-Erg suffit a conférer a I’'un des partenaires la capacité a lier un site EBS isolé du
promoteur de la stromélysine-1. Il confirme I’existence d’une interaction protéique entre Ets2 et

Erg et souligne la fonctionnalité de cette interaction dans la régulation de la liaison a I’ADN.

4.3.3. Conclusion.

Les protéines Ets2 et Erg interagissent physiquement. Cette interaction semble trouver sa
signification dans la régulation transcriptionnelle du promoteur de la stromélysine-1, étudiée en
test de transcription en culture cellulaire. Ets2 induit la transcription via un tandem inversé de
sites EBS. Erg inhibe cette induction, ce qui suggere la formation d’un complexe inactif.
In vitro, ’interaction physique de Ets2 et Erg semble a I’origine de leur coopération a la liaison
au tandem EBS. La formation préférentielle d’'un complexe ADN / Ets2 / Erg inactif pourrait
contribuer a I’effet dominant négatif exercé par Erg sur Ets2.

Nos observations nous conduisent a un modele moléculaire de régulation du promoteur
de la stromélysine-1 par Ets2 et Erg (figure 13). Dans ce modele, I'interaction de Erg avec la
région C-terminale de Ets2 stabiliserait la liaison a I’ADN d’un dimere Ets2 / Erg. L’interaction
de Erg avec la région N-terminale de Ets2 masquerait un domaine transactivateur, ce qui
inhiberait la capacité de Ets2 a induire le promoteur de la stromélysine-1.
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Figure 1 2. Ets2 et Erg coopérent a la liaison a I’ ADN.

Ces expériences de retard sur gel utilisent des sondes constituées d’un fragment de
170 pb du promoteur de la stromélysine-1 (-270/-101) qui présente un tandem inversé de sites
EBS (-216, -208). Dans les sondes mutées, le cceur GGAA de 1'un des sites EBS est muté en
AAAA. Les réactions d’incubation ont été analysées dans des gels préparés avec un tampon Tris
Glycine (§ 4.1, materials and methods) qui permet de ne visualiser que les complexes les plus
stables.

A) Liaison a I’ADN de GST-Ets2 (colonne 2 ; 8 ng), GST-Erg (colonne 3 ; 50 ng) et
leur combinaison (colonne 4). La protéine GST (colonne 1; 50 ng) est utilisée en controle
- négatif. Le seul complexe observé est formé en la présence simultanée de GST-Ets2 et
GST-Erg.

B) Liaison a 'ADN de GST-Ets2(289-469) (domaines DBID1, DBD et DBID2)
(colonne 5 ; 100 ng), GST-Erg (colonne 6 ; 100 ng) et leur combinaison (colonne 7).

C) Liaison a ’ADN de GST-Ets2(359-469) (domaines DBD et DBID2) (colonnes 8,
11; 100 ng), GST-Erg (colonnes 9, 12 ; 100 ng) et leur combinaison (colonnes 10, 13).
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Figure 13. Modele d’interaction entre Ets2 et Erg dans la régulation du promoteur de
la stromélysine-1.

A) Des expériences de retard sur gel montrent que GST-Erg coopere avec un délétant
GST-Ets2(359-469) (domaines DBD et DBID2) (figure 12, C) a la liaison d’un fragment de
170 pb du promoteur de la stromélysine-1, présentant seulement ’un des EBS du tandem EBS
inversé. Ces résultats suggerent qu’une interaction protéique entre Erg et la région de Ets2
contrblant la liaison a ’ADN stabilise la liaison de Ets2 au promoteur. Il serait en effet
impossible a Ets2 et Erg de lier simultanément un seul site EBS dans la méme .molécule d’ADN.
Les expériences de corétention protéique précisent que cette interaction protéine-protéine dépend
de I’ ADN, puisque Erg ne lie pas GST-Ets2(289-469) en présence de BET (§ 4.2, figure 6,
B).

B) Une expérience de corétention protéique met en évidence une interaction entre
GST-Ets2(1-290) (région contrdlant la capacité transactivatrice) et Erg, en présence de BET
(§ 4.2, figure 6, C). Cette observation révele une interaction protéique indépendante de
I’ADN.

C) Considérés ensemble, ces résultats suggérent un mécanisme possible pour Ieffet
dominant négatif de Erg sur I’induction du promoteur de la stromélysine-1 par Ets2 (§ 4.1,
figure 1). L’interaction protéique dépendante de I’ ADN entre Erg et la région de Ets2 contrdlant
la liaison & I’ADN pourrait stabiliser la liaison de Ets2 et Erg sur le tandem EBS inversé du
promoteur. De plus, interaction entre Erg et la région de Ets2 contrblant sa capacité
transactivatrice pourrait masquer cette région (§ 4.2, discussion) et, en conséquence, supprimer
la transcription induite par Ets2. Etant donné que cette interaction est indépendante de I’ADN,
un hétérodimere Ets2 / Erg pourrait se former avant la liaison sur le promoteur. Au contraire,
nous n’avons pas observé d’interaction significative entre GST-Ets2 et Ets2 en test de
corétention protéique (donnée non présentée).
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5. Discussion.

5.1. Signification physiologique de la régulation par Ets2 et Erg.

Des tests de transactivation en culture cellulaire mettent en évidence les propriétés
spécifiques de différents facteurs de transcription de la famille Ets (Ets2, Erg) et indiquent
comment des promoteurs présentant des sites AP-1 et EBS, semblables mais organisés
différemment, sont régulés d’une mani¢re différente par les mémes facteurs de transcription.
Ces résultats ont été obtenus avec les promoteurs de la collagénase-1 et de la stromélysine-1,
mais les mécanismes mis en évidence sont potentiellement d’un intérét général.

En ce qui concerne la régulation des MMPs, nous devons nous demander si ces
mécanismes transcriptionnels sont susceptibles d’intervenir in vivo. Cette question pourrait €tre
abordée en recherchant dans des tumeurs 1’expression de Ets2 et Erg, de la collagénase-1 et de
la stromélysine-1, par hybridation in situ et par immunohistochimie. Une telle étude pourrait
indiquer si ’expression de la collagénase-1 ou de la stromélysine-1 est corrélée a un profil
d’expression particulier des facteurs Ets2 et Erg.

D’autres facteurs peuvent réguler diversement les MMPs et une telle étude peut sembler
difficile. Cependant, des cas de corrélation entre 1’expression d’un facteur de transcription et de
protéases extracellulaires ou membranaires ont déja été rapportés. Il s’agit du facteur ets/, de la
collagénase-1, de la stromélysine-1 et de I'uPA, induits par des interactions entre cellules
néoplasiques et fibroblastes (§ 1.7.5.2-3) ou exprimés par des cellules endothéliales
(§ 1.8.2.2).

L’établissement de souris transgéniques erg est en projet dans notre laboratoire. Il serait
particulicrement intéressant d’examiner 1’expression de la collagénase-1 et de la stromélysine-1

dans ces souris, et en particulier dans les tumeurs qu’elles pourraient développer.

5.2. La régulation des MMPs et les protéines CBP et p300.

5.2.1. Présentation.

Le «coactivateur » CBP et son homologue p300 ne sont pas des facteurs de
transcription. Ils interagissent avec plusieurs composants du complexe d’initiation de la
transcription (la machinerie transcriptionnelle générale) et ont été caractérisés comme des
cofacteurs de c-Fos, c-Jun, JunB et d’'un membre de la famille Ets appelé Sapla. En particulier,
CBP et p300 sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la collagénase-1. Nous
présentons un résultat expérimental in vitro qui montre que p300 interagit physiquement avec
Ets2, mais pas avec Erg.

De plus, CBP et p300, ainsi que le PCAF (« facteur associé a p300/CBP »), sont des

histone acétyltransférases. L’acétylation des histones active la chromatine, vraisemblablement
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par une déstabilisation des nucléosomes qui favoriserait 1’acces des facteurs régulateurs a I’ADN
(Ogryzko, et al., 1996).

5.2.2. CBP, p300 et la machinerie transcriptionnelle.
La protéine CREB (§ 2.2.2, § 2.10.5.2), phosphorylée par la PKA en réponse a un

stimulus, est capable de lier une protéine nucléaire de 265 kDa appelée CBP (« protéine liant
CREB »). CBP ne lie pas I’ADN mais la fusion d’un DBD hétérologue a la région N-terminale
de CBP permet d’obtenir un facteur de transcription artificiel régulé par la PKA (Chrivia, et al.,
1993). CBP augmente l’induction par CREB de génes régulés par I’AMPc. Il interagit
physiquement avec le facteur d’initiation de la transcription TFIIB (Kwok, et al., 1994) de la
machinerie transcriptionnelle générale (§ 2.9.1). La région N-terminale de CBP lie la TBP et
contient I’'un des domaines transactivateurs de CBP. Cette région est suffisante pour stimuler la
transcription induite par CREB (Swope, et al.,, 1996). CBP n’est pas considéré comme un
facteur de transcription mais comme un coactivateur.

Le contrdle de la croissance cellulaire par les protéines E1A nécessite des interactions
avec les protéines cellulaires Rb, p107, p130 et p300. Le clonage de p300 a révélé qu’elle est
un homologue de CBP (Arany, et al., 1994, Eckner, et al., 1994). Comme CBP, p300 est un
coactivateur qui interagit avec différents facteurs de transcription et avec la machinerie
transcriptionnelle (Abraham, et al., 1993, Lundblad, et al., 1995, Janknecht et Hunter, 1996,
Dallas, et al., 1997).

L’injection d’anticorps anti-CBP inhibe I’induction de promoteurs via des sites CRE
(promoteur du peptide intestinal vasoactif), AP-1 (collagénase-1) ou SRE (c-fos) (Arias, et al.,
1994).

Par des interactions compétitives avec différentes familles de facteurs de transcription et
avec les facteurs généraux de transcription, les coactivateurs CBP et p300 pourraient coupler

plusieurs voies de signalisation.

5.2.3. CBP et p300 sont des cofacteurs d’AP-1 ciblés par E1A.

5.2.3.1. Interaction de CBP/p300 avec c-Fos et c-Jun.
La région (1-80) de la protéine E1A de I’adénovirus de type 5 (AdS5 E1A) inhibe la

transcription induite par les complexes c-Fos / c-Jun et c-Jun / c-Jun en inhibant leur liaison a
IADN (§ 1.9.2.7.3). Un autre mécanisme inhibiteur a été mis en évidence : E1A cible la
protéine CBP, ou son homologue p300, qui sont des cofacteurs du complexe AP-1.

Une analyse de la protéine Ad2 E1A par délétion a montré que les résidus (1-25)
et (61-85) de E1A sont nécessaires a la liaison de p300, mais pas les résidus (26-35). Le seul
résidu N-terminal connu ayant un role essentiel est I’ Arg?, dont le changement en Gly supprime
I’activité transformante de E1A et son interaction physique avec p300 (Wang, et al., 1993). Un
autre groupe montre que la délétion de la région CR1(41-80) d’AdS E1A supprime sa liaison a
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p300 (Wong et Ziff, 1994) et & CBP (Bannister et Kouzarides, 1995). Cette cartographie
rappelle les régions d’Ad5 E1A impliquées dans I’inhibition de la transcription de la
collagénase-1 (§ 1.9.2.7.2).

CBP lie la protéine c-Fos, par la région CBP2(1621-1877). Cette liaison nécessite
simultanément les modules activateurs FAM4(250-316) et FAM5(314-380) de c-Fos. Elle est
indépendante de I’état de phosphorylation de c-Fos. L’induction de la transcription d’un geéne
rapporteur par la protéine de fusion GAL4-c-Fos est inhibée par AdS E1A. Cette inhibition
nécessite la région CR1 de E1A. D’un point de vue cartographique, la capacité de E1A a lier
CBP coincide donc avec sa capacité a inhiber I’activité transcriptionnelle de c-Fos. De plus,
CBP stimule (x 3) I’'induction d’un promoteur de la collagénase-1 minimal (-73/+63) par les
complexes c-Fos / c-Jun et c-Jun / c-Jun (Bannister et Kouzarides, 1995).

CBP lie également le facteur c-Jun phosphorylé sur les résidus Ser® et Ser”. La
liaison dépend de cette phosphorylation spécifique. CBP ne lie pas une protéine c-Jun

phosphorylée in vitro par la caséine kinase sur les résidus Thr?!

et Ser’®. CBP augmente
I’activité (x 3.5) d’un promoteur induit par c-Jun, mais pas par un mutant c-Jun Ala®-Ala”.
Ces observations suggerent que I'interaction spécifique de CBP et de c-Jun est fonctionnelle
(Arias, et al., 1994).

CBP n’augmente pas l'activité de c-Jun dans tous les types cellulaires, peut-étre par
manque d’autres facteurs interagissant avec elle (Arias, et al., 1994). Les coactivateurs
caractérisés de CBP sont le suppresseur de tumeur p53 et le facteur p/CIP de la famille p160.
p/CIP forme un complexe in vivo avec CBP et est nécessaire a 1’induction de la transcription
par les récepteurs nucléaires RARs/RXRs, ER, TR et PR (§ 1.9.2.3.1) via leurs sites
respectifs, par les facteurs Stat via le site GAS (§ 2.10.3), et par les facteurs CREB via le site
CRE (§ 2.10.5.2). Les deux autres membres de la famille p160, NCoA-1/SRC-1 et
NCoA-2/TIF-2, sont des coactivateurs spécifiques de ces mémes récepteurs nucléaires (Torchia,
et al., 1997). CBP interagit directement avec les récepteurs nucléaires et également indirectement
par I'intermédiaire de SRC-1 (Kamei, et al., 1996). Le suppresseur de tumeur pS3 augmente
Iactivité transcriptionnelle d’une construction GAL4-CBP(1678-2441) et inversement CBP
augmente I’activité d’un promoteur induit par p53 (Gu, et al., 1997).

Nous avons €galement mentionné que I’inhibition d’AP-1 par des récepteurs nucléaires
peut procéder par une liaison compétitive a CBP (§ 1.9.2.3.5).

Ces résultats montrent que CBP est un cofacteur qui lie c-Fos et c-Jun et qui coopere
avec eux dans I'induction de la transcription. Ils suggerent que E1A inhibe la transcription
induite par c-Fos et/ou c-Jun en se liant 2 CBP, ou a son homologue p300, hypothése qui est

confirmée par d’autres travaux.

5.2.3.2. Ciblage de CBP/p300 par EIA.
AdS5 E1A inhibe Iactivité du promoteur de la collagénase-1 (-517/+63) induite par

c-Jun ou par JunB dans les cellules HeLa (lignée de carcinome du col de I'utérus). AdS E1A
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inhibe également l'activit¢é d’un gene rapporteur contrdlé par 5 sites GALA4 induit par des
protéines de fusion GAL4-c-Jun ou GAL4-JunB, dans les cellules U20S (lignée
d’ostéosarcome). Cette inhibition par E1A nécessite sa région de liaison a p300. La
coexpression de p300, ou d’un mutant p300 sans domaine d’interaction avec E1A, restaure et
méme stimule Pactivit¢ de GALA4-c-Jun (x 10-15) et celle de GAL4-JunB (x 2.5-4). La
coexpression de CBP restaure I’activité de GAL4-c-Jun, sans induction supplémentaire. CBP a
un effet trés faible contre l'inhibition de GAL4-JunB par E1A. Des tests de corétention
protéique in vitro montrent que p300 et CBP lient c-Jun et JunB. Ces résultats indiquent que
p300 est un cofacteur de c-Jun et de JunB et qu’il est ciblé par E1A (Lee, et al., 1996). Dans ce
modele de régulation transcriptionnelle particulierement artificiel, CBP semble étre un faible
cofacteur de c-Jun, contrairement a p300.

Une autre étude montre également que AdS E1A inhibe (: 100) Iactivité du promoteur
de la collagénase-1 (-517/+63) induite par c-Jun, dans les cellules HeLa. Au contraire, un
mutant ponctuel de E1A (Arg® --> Gly) incapable de lier p300 réprime beaucoup plus
faiblement 1’induction ( : 2). La surexpression de CBP, de p300 ou d’un délétant p300 ne liant
pas E1A supprime ’inhibition par E1A. CBP et p300 semblent redondants fonctionnellement.
Toutefois, quand la quantité de E1A augmente, I’efficacité de CBP a restaurer I’activité décroit
plus vite que celle de p300. En I’absence de E1A, la surexpression de p300 ne stimule pas le
promoteur de la collagénase-1, avec ou sans coexpression de c-Jun. Ces résultats montrent que
p300, ou CBP, est un cofacteur nécessaire a la transcription de la collagénase-1, basale ou
induite par c-Jun. p300 ou CBP est constitutivement exprimé a un niveau non limitatif, mais est
inhibé par une interaction physique avec E1A (Smits, et al., 1996).

Une interaction directe avec p300 et CBP a également été rapportée dans le cas de la
protéine Ad12 E1A (Dorsman, et al., 1997). Ad12 E1A inhibe I’activité d’un geéne rapporteur
contrdlé par un site AP-1 et induit par c-Jun. La liaison de c-Jun sur le promoteur et son
interaction physique avec la TBP ne sont pas inhibées par E1A. L’inhibition de I’activité est due
a une inhibition de la phosphorylation de c-Jun (Brockmann, et al., 1995). Ce mécanisme
d’inhibition par Ad12 E1A pourrait impliquer indirectement CBP, dans la mesure out CBP est le

seul coactivateur connu reconnaissant spécifiquement la forme phosphorylée de c-Jun (ci-dessus
et § 2.9.2).

5.2.4. Interaction de CBP avec des facteurs Ets.

5.2.4.1. Régulation du géne MSR.

Nous avons vu que le géne du « macrophage scavenger receptor » (MSR) est inductible
via un site AP-1like et 2 paires EBS-AP-1 like. Ces éléments mixtes sont reconnus
in vivo par c-Jun, JunB et, vraisemblablement, par Ets2. c-Jun et Ets2 coopérent a I’induction
du promoteur du MSR (§ 3.7.2.2.7).
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Une étude récente montre que I'IFN-y inhibe 'induction du MSR, vraisemblablement
via un élément EBS-AP-1 like. L’activité induite par le TPA d’un gene rapporteur controlé par
la répétition d’une paire EBS-AP-1 like du promoteur du MSR est inhibée par I'IFN-y. CBP
restaure cette activité. CBP interagit physiquement avec Statl, un facteur de transcription qui
reconnait le site GAS, élément inductible par I’TFN-y (Stat est présenté en § 2.10.3). CBP
augmente I’induction par I'IFN-y d’un geéne rapporteur contrdlé par des sites GAS. Ces
observations suggerent que CBP est un cofacteur fonctionnel de Statl et que 'interaction de
CBP avec Statl est antagoniste de l'induction de la transcription via des éléments
EBS-AP-1 like. Cette hypothése est confirmée par le fait que I'inhibition par 'IFN-y de la
transcription induite via des éléments EBS-AP-1 like n’est pas observée dans des cellules
déficientes en Statl (Horvai, et al., 1997).

Ces résultats nous indiquent que CBP est un coactivateur impliqué dans 1’induction de la
transcription via un €lément EBS-AP-1 like du promoteur du MSR. Cet élément est induit
coopérativement par c-Jun et Ets2. CBP, ou son homologue p300, pourrait €tre un intégrateur
des signalisations passant par les facteurs Fos-Jun et Ets et un intermédiaire dans I'induction de
la transcription. Il intégrerait également le signal passant par Statl, signal qui conduit 2 la
suppression de I’induction.

5.2.4.2. Induction de c-fos.

Sapla est un facteur Ets du groupe Elk. Nous avons vu qu’il forme avec le SRF et le
site SRE du promoteur de c-fos un complexe ternaire transactivateur, ce qui caractérise Sapla
comme un TCF. CBP interagit physiquement avec Sapla, indépendamment !’état de
phosphorylation de ce dernier. La phosphorylation d’'un TCF permet son recrutement sur le site
SRE (montré dans le cas de Elk1) et permet la coopération au niveau transcriptionnel entre CBP
et Sapla. Dans la régulation transcriptionnelle de c-fos, CBP est un intégrateur de 1’induction
par Sapla via le SRE (§ 2.10.5.1.1) et par CREB via le CRE (§ 2.10.5.2) (Janknecht et
Nordheim, 1996).

Ces résultats montrent que CBP est un coactivateur de Sapla avec lequel il interagit
physiquement d’une maniére constitutive. Nous suggérons que CBP ou p300 pourraient
interagir avec d’autres facteurs de la famille Ets et servir d’intégrateurs dans I’induction des
MMPs par des facteurs Fos-Jun et Ets.

5.2.5. Ets2, mais pas Erg, interagit physiquement avec p300.

5.2.5.1. Présentation.

Erg induit le promoteur de la collagénase-1 sur lequel il est recruté par un facteur AP-1.
Au contraire, Erg n’induit pas le promoteur de la stromélysine-1 et supprime son induction par
Ets2 (§ 4.1). Erg interagit physiquement avec Ets2 (§ 4.2). Il connu que CBP est un
coactivateur de c-Fos, c-Jun et JunB dans I'induction de la collagénase-1 (§ 5.2.3). Nous
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avons réalisé un test préliminaire d’interaction protéique in vitro pour déterminer si p300, un
facteur structurellement et fonctionnellement homologue de CBP, interagirait différemment avec
Ets2 et Erg. Notre intention était d’obtenir une base moléculaire simple qui puisse motiver une
étude de CBP et p300 considérés comme des cibles potentielles des facteurs Ets2 et Erg et
comme des intégrateurs potentiels de la régulation transcriptionnelle de la collagénase-1 et de la

stromélysine-1.

5.2.5.2. Résultats.

Notre test de corétention protéique utilise la protéine GST en contrdle négatif et la
protéine GST-ERM en contrdle positif. Nous savions en effet que ERM (« molécule apparentée
a Ets ») interagit physiquement avec CBP et p300 (Jean Luc BAERT, communication
personnelle). Nous montrons ici que Ets2 et ERM interagissent significativement avec p300,
mais pas Erg (6.2 et 5.1% de liaison, contre 1.1%) (figure 12).

L’interaction de Ets2 avec p300 est médiée par la région transactivatrice N-terminale
Ets2(1-290). Ets2 et Erg interagissent avec les délétants p300, autant ou davantage qu’avec la
protéine p300 compléte. Ces interactions pourraient impliquer des domaines de p300 qui ne sont
pas exposés a la surface de la protéine compléte, ou dont la conformation est artificiellement
modifiée par la délétion. Une telle interaction est également observée entre la région C-terminale
de p300 et la région C-terminale de Ets2 qui, comme Erg, n’interagit pas significativement avec
la p300 complete.

En conclusion, ce test met en évidence que Ets2, mais pas Erg, interagit physiquement
via sa région N-terminale transactivatrice avec la protéine p300. Des délétants p300 font
apparaitre des interactions plus fortes qu’avec la protéine p300 complete, ce qui rend difficile
une cartographie de p300 pour I’interaction avec Ets2.

5.2.6. Conclusion.

CBP, ou son homologue p300, sont des coactivateurs de c-Fos, c-Jun et JunB qui
interagissent avec plusieurs composants de la machinerie transcriptionnelle. Ce sont les
coactivateurs de nombreux autres facteurs de transcription. Ils sont capables d’intégrer des
signaux passant par plusieurs facteurs, comme CREB et Sapla dans la régulation du géne c-fos,
ou Ets, AP-1 et Statl dans la régulation du gene du « macrophage scavenger receptor ».

Nous montrons que p300 interagit physiquement avec Ets2, mais pas avec Erg. CBP ou
p300 pourraient étre des effecteurs de la régulation différentielle de la collagénase-1 et de la
stromélysine-1 par Ets2, Erg et leur combinaison, régulation qui fait intervenir également une
activité AP-1 endogéne. Ces coactivateurs pourraient interagir avec un complexe
Fos / Jun / Erg positionné sur la paire EBS-AP-1 du promoteur de la collagénase-1, mais pas
avec Erg positionné sur le promoteur de la stromélysine-1. Erg lie & la fois les régions N- et
C-terminales de Ets2 et pourrait en particulier masquer la région N-terminale de Ets2 qui

interagit in vitro avec p300. La formation d’un complexe Ets2 / Erg n’interagissant pas avec
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CBP ou p300 pourrait constituer la base moléculaire de I’effet dominant négatif de Erg sur Ets2

dans I’induction de la stromélysine-1.

5.2.7. Remerciements.

L’expérience présentée figure 14 utilise des clones codant la protéine p300 compléte et
des délétants correspondants aux moitiés N- et C-terminales de p300, aimablement fournis par
David M. LIVINGSTON (Eckner, et al., 1994). Le clone GST-Ets2 a ét€ construit a partir du
plasmide pSVK3 Ets2, lui-méme construit par Giovanna BUTTICE et ses collaborateurs a
partir d’un clone ets2 fourni par Denis K. WATSON (Watson, et al., 1988). Le clone Erg
codant la p55 (§ 3.8.4) a été fourni par Martine DUTERQUE-COQUILLAUD et le clone ERM
par Yvan de LAUNOIT (Monté, et al., 1994).
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Figure 14. Les protéines Ets2, Erg et ERM interagissent différemment avec la p300.

Dans ce test d’interaction protéique in vitro, une méme quantité (62 pmol) de protéines
GST, GST-ERM, GST-Ets2, GST-Erg, du délétant N-terminal GST-Ets2¢1-290) ou du
délétant C-terminal GST-Ets2(289-469) a été immobilisée sur des billes sépharose-glutathion et
incubée avec une protéine p300 marquée au S synthétisée in vitro ou avec des délétants
représentant la moiti€ N-terminale ou C-terminale de p300. Les protéines p300 liées au protéines
GST ont été analysées sur gel d’acrylamide SDS, puis visualisées et quantifiées avec un
PhosphorImager. Un dixi¢me de la quantité totale des produits p300 mise en incubation est
présentée. Elle permet le calcul du pourcentage de liaison aux constructions GST, illustré par
I’histogramme.
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