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Les protéines NF-xB, Dorsal et Rel
Une nouvelle classe de facteurs de transcription

La régulation en trans de ’expression
des geénes spécifiques de certains sta-
des de différenciation tissulaire se fait
principalement au niveau transcrip-
tionnel et implique la mise en jeu de
facteurs protéiques diffusibles qui
contrdlent la structure de la chroma-
tine et la fréquence d’initiation de
nouveaux transcrits (m/s n° 1, vol. 3,
p. 56, n°7, wvol. 3, p. 428; n° 8,
vol. 3, p. 487 ; n° 9, vol. 3, p. 546).
Certains des genes codant pour ces
facteurs sont eux-mémes « tissu-
spécifiques ». Tel est le cas des pro-
téines de la famille POU Oct-2, pré-
sente dans les lymphocytes B,
Pit 1/GHF 1, présente dans les cellu-
les hypophysaires (m/s n° 3, wol. 5,
p. 172), HNF 1, présente dans les
hépatocytes, ou des protéines de la
famille Myo D1, spécifiques du mus-
cle (m/s n® 7, vol. 6, p. 635). Comme
cela a déja été discuté dans m/s, la
totalité du déroulement d’un pro-
gramme de différenciation ne peut
cependant pas reposer uniquement sur
de tels facteurs de régulation, car
sinon émerge immanquablement la
question du régulateur initial des
geénes de régulation (m/s n° 9, vol. 3,
p. 546). En fait, un deuxieme type de
facteurs de transcription est d’expres-
sion plus ou moins ubiquitaire mais
peut exister sous des formes biologi-
quement actives ou biologiquement
inactives. Ici, ce n’est pas principale-
ment ’expression des génes de ces fac-
teurs qui en contrdle I’activité biolo-
gique, mais des processus d’activa-
tion. Ces derniers peuvent étre la liai-
son d’un ligand (par exemple, pour
les récepteurs nucléaires des hormo-
nes stéroides ou thyroidiennes et de
I’acide rétinoique), une réaction de
phosphorylation (par exemple, pour
I’une des protéines responsables de la
stimulation transcriptionnelle de genes
par ’AMP cyclique), I’association a
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une autre protéine (par exemple, la
formation des dimeres Fos-Jun apres
stimulation par le sérum ou les esters
de phorbol) ou une modification de
compartimentation cellulaire (m/s
n° 8, wvol. 6, p. 803). La protéine NF-
kB est I'un de ces facteurs de trans-
cription, présente dans pratiquement
toutes les cellules mais devant étre
activée pour jouer son rdle biologique.
Initialement détecté uniquement dans
des extraits nucléaires de cellules B,
NF-kB se fixe sur un motif d’ADN
localisé dans une séquence activatrice
intronique du geéne de la chaine
légere des immunoglobulines « et est
indispensable au fonctionnement de
cette séquence [1]. On a d’abord
pensé que ce facteur avait une dis-
tribution tissulaire restreinte, liée a
Pactivation des génes d’immunoglo-
bulines. En fait, on a rapidement
constaté que NF-kB était présent
dans pratiquement toutes les cellules,
mais inactivé par un mécanisme ori-
ginal. Ce facteur est, en effet, géné-
ralement localisé dans le cytoplasme
ou 1l est associé a une protéine inhi-
bitrice. On peut résumer ce méca-
nisme de régulation de la maniere
suivante : la forme active (nucléaire)
de NF-kB est constituée par un hété-
rotétramere formé de deux molécu-
les de 50 kDa dont une des fonctions
est de se lier spécifiquement a
I’ADN, et de deux molécules de
65 kDa dont la fonction est présen-
tement inconnue. La forme cytoplas-
mique inactive semble étre constituée
au moins d’une molécule de la sous-
unité 50 kDa, d’une molécule de la
sous-unité 65 kDa, et d’'une molécule
inhibitrice IkB. La sous-unité 65 kDa
est indispensable pour I’interaction
avec IkB [2]. Cette derniere molécule
est a la fois responsable de la locali-
sation cytoplasmique et empéche la
fixation a4 JI’ADN du complexe.

Divers mécanismes d’activation per-
mettent la translocation de la forme
active dans le noyau: il semble
qu’un événement de phosphorylation
de la molécule IkB impliquant pro-
bablement la protéine kinase C, soit
responsable de sa dissociation qui
serait suivie de la tétramérisation du
complexe actif et de sa translocation
nucléaire [3].

Suite a la détection de NF-kB dans
toutes les cellules analysées, on a pro-
gressivement montré qu’il était impli-
qué dans toute une série de mécanis-
mes de régulation concernant une
grande variété de geénes. Pour reve-
nir a sa fonction originale, quand on
traite des cellules pré-B (qui n’expri-
ment pas les chafnes légéres d’immu-
noglobulines et qui ne possedent pas
de NF-kB nucléaires) par le LPS
(polysaccharide de la membrane bac-
térienne), on induit, entre autres
phénomenes, la translocation
nucléaire du complexe et ’activation
de ses genes-cibles. D’autre part,
I’étude de I’activation des cellules T
par les esters de phorbol, divers
mitogeénes spécifiques ainsi que par
des anticorps contre certains antige-
nes de surface a montré que ces sti-
mulations se traduisaient par une
activation de NF-kB suivie d’une
augmentation de la transcription de
plusieurs génes cibles. Parmi ceux-ci,
on peut citer le géne de I'interleukine
2 et le gene de son récepteur [4].
D’autre part, le promoteur du virus
HIV posséde deux sites de fixation
pour NF-kB qui sont responsables de
Iinduction du virus a la suite de
I’activation de sa cellule-héte par des
stimult  externes [5,7]. Parmi les
autres genes contrOlés par NF-kB a
la suite de stimulations particuliéres,
on peut citer : le géne de I'interféron
B en réponse 2 I'infection virale ou

au traitement des cellules par de em——
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I’ ARN double-brin [6], les génes de
classe I du complexe majeur d’histo-
compatibilité en réponse au TNF
(tumor necrosis factor) [8], certains virus
comme le SV40 et le cytomégalovi-
rus, les génes du TNF et de ’inter-
leukine 6 ; a ce sujet, comme NF-«kB
lui-méme est inductible par le TNF
et I'interleukine 1, on peut supposer
que ce facteur joue un role important
dans le réseau complexe des interac-
tions entre cytokines.

Au vu de ces résultats on peut se
poser la question suivante : si NF-kB
est induit par une telle gamme de sti-
muli et peut controler une telle
variété de genes, comment la spéci-
ficité d’action est-elle obtenue ? On
a, pour le moment, peu d’éléments
de réponse, mais il semble que, dans
de nombreux cas, un élément de
régulation différent, en général une
séquence d’ADN adjacente ayant une
fonction facilitante ou antagoniste,
soit nécessaire a la spécificité d’action

—— de NF-«B.
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Comme 1l I’a été dit plus haut, les
genes de classe I du complexe majeur
d’histocompatibilité (humain et
murin) contiennent dans leur promo-
teur une séquence de fixation pour
NF-kB. Néanmoins, dans des condi-
tions ol ce facteur n’est pas induit,
une autre protéine, appelée KBF1
(de poids moléculaire 50 kDa) est
capable de se fixer sur cette séquence
et semble responsable du niveau dc
base d’expression des geénes de
classe I. En présence de TNF par
exemple, NF-kB est induit et vient se
fixer sur son site (sans doute en rem-
plagant KBF1), ce qui aboutit a une
augmentation du niveau d’expression
des genes de classe I [8]. Dans notre
laboratoire, la protéine KBF1 a été
purifiée a partir d’un extrait
nucléaire de cellules humaines et
I’ADNCc correspondant a été isolé [9].
Un certain nombre d’expériences
complémentaires nous ont permis de
démontrer qu’en fait KBF1 est iden-
tique a la sous-unité 50 kDa de NF-

kB. Cela a été confirmé par la puri-
fication de NF-kB a partir d’extraits
cytoplasmiques, suivie du clonage de
son ADNc par un autre groupe [12].
On est donc amené a penser que
dans la méme cellule coexistent un
complexe NF-kB inactif dans le cyto-
plasme (ainsi qu’éventuellement une
forme nucléaire activée : hétérodi-
mere 50 kDa + 65 kDa), et la molé-
cule KBF1 (homodimere 50 kDa)
active dans le noyau. Le probléeme
des mécanismes aboutissant a la for-
mation de ces deux complexes ainsi
que de leur relation fonctionnelle n’a
pas été élucidé pour I’instant. Néan-
moins, la structure méme de la pro-
téine codée par I’ADNc isolé a
apporté toute une série d’informa-
tions inattendues.

En premier lieu, la protéine codée
par ’ADNc a un poids moléculaire
théorique de 105 kDa, largement plus
important que celui de la protéine
purifiée. Nous avons pu montrer que
cette protéine de 105 kDa est en fait
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dFigure 1. Représentation schématique de la biosynthése et de I'activa-
tion des facteurs transcriptionnels NF-«B et KBF1. L’ ADNc NF-«B/KBF1 code
pour un précurseur de 105 kDa a localisation cytoplasmique, peut-étre du fait
des caractéristiques de l’'extrémité carboxyterminale. Ce précurseur engendre
par protéolyse une protéine de 50 kDa représentant sa partie amino-terminale.
La sous-unité de 50 kDa se trouve dans le cytoplasme sous deux formes alter-
natives. A gauche, intégrée 4 un complexe comportant une sous-unité de
65 kDa et I'inhibiteur I-xB. Ce dernier est probablement phosphorylé par une
kinase (vraisemblablement une protéine kinase C) activée lorsque la cellule est
stimulée ; cette stimulation peut étre physiologiquement due a des cytokines
(TNF, IL-2), & I’antigéne, au LPS (lipopolysaccharide bactérien) & des lectines
ou a d’autres facteurs qui ne sont pas tous connus. La phosphorylation de
I-xB provoquerait le relachement du dimére 50 kDa-65 kDa qui, associé a un
autre dimeére, constituant I’activateur transcriptionnel tétramérique NF-«B. Une
séquence cible du facteur NF-«B est montrée, celle de I’'élément «B du enhan-
cer du géne codant pour la chaine légére « des immunoglobulines. A droite,
deux sous-unités de 50 kDa forment le dimére KBF1, activateur transcription-
nel faible. Une cible de KFB1, également cible de NF-«xB, est montrée sur la
figure : elle correspond a la séquence de fixation de ces protéines sur le pro-
moteur de génes codant pour des molécules du complexe majeur d’histocom-

patibilité.

un précurseur de la protéine de
50 kDa (c’est la premiere fois que la
présence d’un précurseur est démon-
trée pour un facteur de transcrip-
tion). Ce précurseur de localisation
purement cytoplasmique est coupé
par un mécanisme encore inconnu
pour donner naissance a KBF1 qui
représente sa partie N-terminale. La
fonction exacte de la partie C-
terminale est inconnue mais sa struc-
ture présente une caractéristique inté-
ressante : elle contient 6 répétitions
d’une séquence de 30 acides aminés
qui a été détectée récemment dans
I'ankyrine d’érythrocyte [10] qui est
une protéine contrblant I’interaction
entre la spectrine du cytosquelette et
certaines protéines de la membrane
cytoplasmique. Ces répétitions pour-
raient étre liées a la localisation pure-
ment cytoplasmiques de la protéine
de 105 kDa. Il semble donc que
I’expression de NF-kB soit contrdlée
a plusieurs niveaux post-traduction-
nels : on trouve tout d’abord un pré-
curseur cytoplasmique, puis apres
découpage de ce précurseur, la sous-
unité 50 kDa est encore retenue dans
le cytoplasme par l’intermédiaire de
la sous-unité 65 kDa et de IkB, puis,
a la suite d’un stimulus extérieur, le
complexe NF-kB est enfin transporté
dans le noyau (voir m/s n° 8, vol. 6,

p. 803).
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Un second résultat inattendu est
I’analogie observée entre I’extrémité
N-terminale de la protéine précurseur
(c’est-a-dire KBF1) et deux protéines
précédemment caractérisées. L’une
de ces protéines, Dorsal, est impli-
quée dans le développement de la
drosophile, tandis que la seconde est
le produit de ’oncogene rel [9, 12].
Cette homologie qui atteint 50 a
60 %, s’étend sur 375 acides aminés.
Dorsal qui, comme son nom ne
I'indique pas, est responsable de la
ventralisation de I’embryon, est loca-
lisée dans le noyau de cellules de la
région ventrale, ou elle est active. Un
gradient de localisation du noyau
vers le cytoplasme est observé au fur
et a mesure qu’on se déplace vers la
région dorsale, ou la protéine est
inactive. Ce type de comportement
rappelle celui de NF-«kB bien
qu’aucune protéine de type IkB n’ait
pu étre observée et que l’existence
d’un précurseur n’ait pas pu étre
démontrée jusqu’a présent. Néan-
moins, la partie C-terminale de la
protéine semble étre impliquée dans
sa localisation cytoplasmique.

L’oncogene rel est le géne transfor-
mant d’un rétrovirus aviaire et induit
essentiellement des lymphomes. Les
proto-oncogeénes c¢-r¢/ humain et
murin sont exprimés essentiellement
dans les cellules B et T en différen-

ciation terminale. Le mécanisme de
la transformation induite par 1’onco-
geéne v-rel ainsi que la fonction du
proto-oncogeéne c¢-re/ sont, pour le
moment, inconnus. Néanmoins, un
certain nombre d’expériences sem-
blent indiquer que Rel fonctionne
comme un activateur transcription-
nel. Un autre point intéressant est la
localisation subcellulaire de Rel : elle
peut étre nucléaire ou cytoplasmique
suivant le type de cellule-héte et sui-
vant que celle-ci est infectée ou trans-
formée. D’autre part, on a démon-
tré que dans le cytoplasme, Rel était
associée a une série de protéines dont
la nature est, pour I’instant,
inconnue.

De méme que pour Dorsal, I’extré-
mité C-terminale de Rel semble étre
responsable de la localisation cyto-
plasmique.

Au vu de l'analogie entre ces trois
protéines, nous avons cherché a
savoir si Rel et Dorsal étaient capa-
bles de fixer ’ADN et, en particu-
lier, les sites NF-kB. Le résultat s’est
avéré négatif pour Dorsal, mais nous
avons pu montrer que Rel était effec-
tivement capable de se fixer a divers
sites NF-kB ; de maniére trés intéres-
sante, nous avons aussi pu montrer
que Rel et KBF1 pouvaient former
in vitro des hétérodimeres qui étaient
capables de reconnaitre les mémes
sites de fixation.

La famille NF-kB semble donc au
moins composée de deux membres :
P50/KBF1 et c-Rel. Dans une
analyse par Northern Blot, le groupe
de D. Baltimore a détecté trois ARN
murins de tailles différentes en utili-
sant la sonde P50 [12] : deux de ces
especes correspondent a P50 et c-Rel,
la troisieme (de taille 2 800 b) corres-
pondant sans doute a un troisiéme
membre non encore connu de cette
famille. Des données préliminaires de
séquences d’acides aminés semblent
indiquer que la P65 présente aussi
des homologies avec Rel. Nous som-
mes donc en présence d’une famille
de facteurs de transcription, dont un
certain nombre de membres restent
a découvrir.

A la lueur de ces résultats il devient
trées important de reconsidérer le role
du proto-oncogeéne c¢-rel et, en parti-

culier, son implication possible dans m——
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le contrdle de tous les geénes appa-
remment contrdlés par NF-«<B l
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