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Le controle et I'utilisation
des genes des protéines
du lait

. . . L’expression des genes des protéines du lait est controlée
Louis-Marie Houdebine par plusieurs facteurs dont la prolactine, les glucocorti-
coides, I'insuline, la progestérone, ’EGF et la matrice extra-
cellulaire. La prolactine est I'inducteur essentiel. Elle dimé-
rise son récepteur qui active la tyrosine kinase JAK2. Le
facteur cytoplasmique Stat est alors phosphorylé, dimérisé
et transféré au noyau ou il reconnait une séquence d’ADN
présente dans le promoteur de tous les genes des protéines
essentielles du lait. Le complexe glucocorticoide-récepteur
stimule ces genes en se liant directement aux séquences
consensus GRE dans la région promotrice mais aussi en
s’associant au facteur Stats activé. Les glucocorticoides
ralentissent la déphosphorylation du facteur Stats. Les fac-
teurs C/EBP jouent un réle majeur dans la croissance et la
différenciation des cellules épithéliales mammaires. Le fac-
teur de transcription CBP/P300 est un co-activateur qui ne
se lie pas directement au promoteur des genes des protéines
du lait mais s’associe aux facteurs Statb, C/EBP ainsi qu’au
récepteur des glucocorticoides. La matrice extracellulaire
participe également au contréle des genes des protéines du
lait en inhibant une tyrosine phosphatase qui déphosphoryle
le facteur Statb. Les promoteurs de plusieurs genes des
protéines du lait sont utilisés pour exprimer des genes
étrangers codant pour des protéines d’intérét pharmaceu-
tique dans la glande mammaire d’animaux domestiques.

a lactation est une des der- rise la classe des mammiferes. La lac-
nieres fonctions biologiques tation offre au nouveau-né une cer-
ADRESSE m mise en place lors de 'évolu-  taine indépendance vis-a-vis du milieu
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réserves corporelles. L’ébauche de la
glande mammaire se forme au cours
de la vie feetale. Les cellules mam-
maires ont la méme origine embryo-
logique que la peau. Au cours de la
vie foetale, elles s’organisent en un
réseau de canaux reliés aux tétons. La
croissance des canaux reste tres limi-
tée jusqu’a la puberté. Sous
I'influence des hormones sexuelles, le
réseau de canaux devient plus dense
et ceux-ci se terminent par des bour-
geons qui contiennent les cellules
précurseurs des cellules épithéliales
sécrétrices. La croissance de la glande
mammaire a lieu pour I'essentiel pen-
dant la gestation et non pendant la
vie foetale comme cela est le cas pour
la plupart des organes. Sous
Iinfluence durable des ocestrogenes,
de la progestérone, de la prolactine,
des glucocorticoides, de I’hormone
de croissance et d’une série de fac-
teurs de croissance produits locale-
ment, les cellules épithéliales s’accu-
mulent au cours de la gestation et
s’organisent en alvéoles. Chacune de
ces alvéoles est ouverte sur un canal
sécréteur. Aprés la parturition, les cel-
lules épithéliales synthétisent les élé-
ments du lait (protéines, lipides, lac-
tose...) qui sont sécrétés dans la
lumiere des alvéoles avant d’étre
excrétés par le réseau de canaux qui
converge vers le téton. Le controle du
développement de la glande mam-
maire et de la lactation est assuré par
les hormones impliquées dans la
régulation de la gestation chez la plu-
part des autres especes. Pendant la
gestation, les stéroides ovariens favori-
sent ainsi la croissance mammaire
tout en s’opposant a I'induction de la
sécrétion lactée. Apres la parturition,
la sécrétion lactée est déclenchée par
la chute de progestérone qui inhibe
la sécrétion de la prolactine par
I’hypophyse et la synthése de lait par
les cellules épithéliales. La prolactine
joue un rdle essentiel pour la crois-
sance mammaire ainsi que pour
I'induction et le maintien de la sécré-
tion lactée. La prolactine est une des
principales hormones responsables
du développement de la glande mam-
maire pendant le gestation. La pro-
lactine n’est toutefois mammogene
qu’in vivo et elle est incapable de sti-
muler in vitro la division des cellules
épithéliales mammaires. La prolac-
tine agit donc in vitro via un méca-

messsssms Nisme relais qui reste inconnu. Des
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travaux récents fondés sur I'utilisation
de souris n’ayant plus de récepteur a
prolactine fonctionnel ont confirmé
ce point [1]. Les effets de la prolac-
tine sur 'expression des geénes des
protéines du lait sont modulés positi-
vement par les glucocorticoides et in
vitro par l'insuline, alors que la pro-
gestérone, 'EGF (epidermal growth fac-
tor) et le TGF-B (transforming growth
factor B) ont un effet négatif. La
matrice extracellulaire qui est située
du coté basal des cellules épithéliales
maintient 'organisation des cellules
en alvéoles et amplifie 'action des
hormones inductrices.

Le mécanisme d’action de la prolac-
tine est pendant longtemps resté
totalement incompris. L’isolement
des génes des protéines du lait et du
gene du récepteur de la prolactine a
conduit ces dernieéres années a éta-
blir un modéle cohérent de I'action
de I’hormone. Le récepteur de la
prolactine appartient a la famille des
récepteurs des cytokines (interféron,
érythropoiétine, hormone de crois-
sance, interleukines, etc.) [2].

Cet article se propose de décrire ce
que I'on connait des mécanismes qui
controlent I’expression des génes des
protéines du lait au niveau transcrip-
tionnel. Les éléments régulateurs des
genes des protéines du lait sont par
ailleurs utilisés pour produire des
protéines d’intérét pharmaceutique
dans le lait d’animaux domestiques.
Les mémes techniques peuvent servir
a optimiser la composition du lait des
animaux destiné a la consommation
humaine. Les avancées et les espoirs
dans ce domaine seront résumés
dans la derniére partie de I'article.

L’activation des génes
des protéines du lait
par la prolactine

L’essentiel du mécanisme d’action
de la prolactine sur des genes des
protéines du lait est semblable a celui
défini pour les interférons (figure 1).
La prolactine se lie a son récepteur
par deux sites indépendants. Une
molécule de prolactine se lie ainsi a
deux molécules de récepteur. Le
récepteur se dimérise et active une
tyrosine kinase, JAK2 (Janus kinase 2),
qui phosphoryle un facteur de trans-
cription cytoplasmique, Statb (signal
transducer and activator of transcription-5).
Celui-ci se dimérise, passe dans le

compartiment nucléaire et se fixe a la
séquence d’ADN dont le consensus
est TTCNNNGAA. Cette séquence a
été identifiée dans la région promo-
trice des genes des principales pro-
téines du lait: caséines -Os, -B, -as, et
K, O-lactalbumine, B-lactoglobuline,
protéine acide du lactoserum (WAP:
whey acidic protein). Le role essentiel
de la prolactine dans ces processus a
été confirmé avec des modeéles de
souris dont le géne du récepteur a été
inactivé. Ces animaux ont un déve-
loppement mammaire incomplet et
une sécrétion lactée réduite [3].
L’action des cytokines est modulée
par différents facteurs, en particulier
par une famille récemment décrite
de protéines nommées SOCS (suppres-
sor of cytokine signalling) contenant un
domaine SH2 (src homology 2) central
et un motif original en C-terminal
appelé la boite SOCS [3bis]. Les
membres de cette famille reglent
négativement la transduction du
signal des cytokines. Il existe au
moins 8 membres de cette famille:
CIS (cytokine inducible SH2 protein),
SOCSI = JAB (JAK2 binding protein) =
SS1 (stat-induced stat inhibitor 1),
SOCS2 = CIS2 = 8§82, SOCS3 = CIS3 =
SS3, SOCS4 = CIS4, SOCS5 = CIS5,
SOCS6 = CIS6 et SOCS7. Deux
d’entre eux, SOCS1 et SOCS3 sont
impliqués dans la régulation de
I’action de la prolactine sur les genes
des protéines du lait [4]. Les varia-
tions de la concentration de la pro-
téine SOCS3 au cours du cycle gesta-
tion-lactation dans la glande
mammaire suggerent qu’elle pourrait
moduler 'action lactogéne de la pro-
lactine [5]. La protéine SOCSI1
inhibe la kinase JAK2 en interagissant
avec son site catalytique tandis que la
protéine SOCS3 inhibe la réponse
prolactinique sur le géne de la
caséine-} en se liant au récepteur de
I’hormone. Dans le méme temps, la
prolactine induit de maniére stable
les protéines SOCS2 et CIS. La pre-
miere s’oppose aux effets inhibiteurs
de SOCSI. Aprés une induction ini-
tiale du systeme JAK-Statb, la prolac-
tine semble donc limiter transitoire-
ment ses propres effets par
I'intermédiaire des deux protéines
modulatrices SOCS1 et SOCS3. Les
effets de ces modulateurs sont eux-
mémes transitoires et la prolactine
peut ainsi avoir des effets durables sur
les génes des protéines du lait [6].
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Figure 1. Les différentes étapes de I'activation des génes des protéines du
lait par la cascade prolactine-JAK2-Stat5. A. En absence de prolactine, le fac-
teur Stats est monomérique, non phosphorylé et inactif. B. La prolactine
dimérise son récepteur qui active la tyrosine kinase JAK2 qui elle-méme
phosphoryle le récepteur. C. La tyrosine kinase JAK2 phosphoryle le facteur
Statb5. D. Le facteur Stat5 migre vers le noyau et se lie & une séquence spéci-
fique du promoteur des génes des protéines du lait qui sont alors activés.

Le facteur Statb activé par la prolac-
tine appartient a une famille de 6 fac-
teurs de transcription qui fonction-
nent tous selon des mécanismes
semblables. L’activation du facteur
Statb résulte de la phosphorylation
de la tyrosine en position 694 [7]. 1l
s’est avéré ensuite que le facteur
Statb correspond en réalité a deux
protéines différentes Statba et Statbb
codées par des genes distincts qui ont
une séquence trés voisine sur une
majeure partie de leur longueur. Ce
fait suggere que les deux facteurs
Stath doivent exercer des actions dis-
tinctes sur différents geénes cibles et
comme ils sont présents dans la plu-
part des cellules animales, leurs fonc-
tions ont toutes les chances d’étre
multiples [8]. Les facteurs Statba et
Statbb se lient a la méme séquence
d’ADN mais ont une région transacti-
vatrice carboxy-terminale différente
qui leur permet de réguler sélective-
ment leurs genes cibles [9].
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L’inactivation du gene Statba de sou-
ris par recombinaison homologue se
traduit par une nette diminution du
développement mammaire et une
réduction de I'expression des geénes
de l'0-lactalbumine et de la WAP
[10]. De maniére surprenante
I'expression du géne de la caséine-3
n’est pas affectée. L’inactivation du
gene Statbb n’a que peu d’effet sur
le développement mammaire [11].
Chez ces animaux, ’expression du
gene de I'0-lactalbumine est encore
affectée mais beaucoup moins que
celle du gene de la WAP, tandis que
celle du géne de la caséine- n’est
pas altérée. Les animaux porteurs de
la double mutation Statba-Statbb
sont stériles et les effets sur la lacta-
tion n’ont donc pas pu étre étudiés.
La protéine Statba est plus abon-
dante et plus active que la protéine
Statbb chez les animaux normaux
allaitants. L’ensemble de ces don-
nées suggere que les deux facteurs

Statba et Statbb ont des effets diffé-
rents sur la croissance mammaire.
Leur action sur les génes de 1’0-lac-
talbumine et de la WAP est par
contre a peu pres semblable. Ces
deux facteurs ne sont pas absolu-
ment requis pour activer ’expres-
sion des genes des caséines.

Les facteurs Statb sont présents dans
de nombreux types cellulaires et ils
sont activés par de multiples induc-
teurs. Leur contribution pour activer
certains genes des protéines du lait
est importante mais non suffisante
pour expliquer la spécificité mam-
maire de l’expression de ceux-ci.
L’action coordonnée d’autres fac-
teurs formant une combinaison plus
spécifique des génes des protéines du
lait est donc nécessaire.

L’action

des glucocorticoides
sur les genes

des protéines du lait

Apres leur entrée dans la cellule, les
glucocorticoides se lient a un récep-
teur cytoplasmique inactif. Cette liai-
son entraine un changement de
conformation et la translocation du
complexe hormone-récepteur vers le
noyau ou il stimule ses nombreux
genes cibles en se liant & une région
de I’ADN caractérisée par la
séquence consensus A/GGA/TCA
(N3)TGTTCT. Cette séquence est
appelée GRE (glucocorticoid responsive
element). Le récepteur des glucocorti-
coides, comme tous les récepteurs
des stéroides, comprend plusieurs
régions distinctes dont I'une lie I’hor-
mone et une autre ’ADN. La région
carboxy-terminale contient une
région transactivatrice hormono-
dépendante responsable de I’activa-
tion des génes cibles.

Les glucocorticoides seuls sont inca-
pables d’activer les génes des pro-
téines du lait mais ils potentialisent
I’action de la prolactine. De plus, les
glucocorticoides agissent de maniere
différente sur les différents genes des
protéines du lait. Les geénes des
caséines ne sont que lentement sti-
mulés par les glucocorticoides alors
que le géne WAP est induit tres rapi-
dement apres 'addition de ces sté-
roides [12]. Les geénes des protéines
du lait, comme un certain nombre
d’autres geénes, ne contiennent que
des demi-sites GRE capables cepen- s
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dant de lier le GR [13, 14]. 1l est
donc vraisemblable que les glucocor-
ticoides n’agissent pas sur les génes
des protéines du lait uniquement par
I'intermédiaire des GRE.

Un multimere de la séquence cible
du facteur Statb, placé en amont du
promoteur minimum du gene de la
thymidine kinase du virus Herpes
simplex, est inductible par la prolac-
tine. Cet effet est amplifié par les glu-
cocorticoides bien que le promoteur
reconstitué ne contiennent pas de
GRE. Ce fait suggere que les gluco-
corticoides peuvent agir via le facteur
Statb. Le facteur Statb et le récepteur
des glucocorticoides activés copréci-
pitent apres addition d’anticorps spé-
cifiques reconnaissant l’'une ou
lautre de ces protéines. Les récep-
teurs des glucocorticoides peuvent
donc agir en se liant au facteur Statb.
La région du récepteur des glucocor-

ticoides liant I'hormone est indispen-
sable pour amplifier les effets du fac-
teur Statd (figure 2), tandis que la
région transactivatrice ne l’est pas
[15].

Les glucocorticoides ralentissent éga-
lement la déphosphorylation du fac-
teur Statb et prolongent ainsi son
action [16]. Le mécanisme impliqué
n’est pas connu mais il est admis que
la prolactine induit 'action d’une
phosphatase a tyrosine en méme
temps qu’elle active la kinase JAK2
[17] ce qui permet une modulation
des effets de la prolactine [18]. Il se
pourrait donc que les glucocorti-
coides agissent en modulant I’action
de cette phosphatase a tyrosine.
Enfin, le récepteur des glucocorti-
coides activé est également suscep-
tible de se lier au facteur de la
famille C/EBP (CCAAT/enhancer bin-
ding protein) [17].
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Figure 2. Les actions des glucocorticoides sur les génes des protéines du
lait. Le complexe hormone-récepteur peut se lier directement sur les sites
GRE des génes des protéines du lait, s’associer avec le facteur Stats ou sta-
biliser le facteur Stat5 sous sa forme phosphorylée via un mécanisme encore
s /NCONNU.

L’action

de la progestérone
sur les genes

des protéines du lait

Plusieurs mécanismes ont été propo-
sés pour expliquer l'action inhibi-
trice de la progestérone sur les génes
des protéines du lait. Une séquence
d’ADN capable de fixer le récepteur
de la progestérone a été identifiée il
y a plus de 15 ans [19]. Cette
séquence est différente du GRE qui
fixe aussi le récepteur de la progesté-
rone. L’étude de ce mécanisme ne
semble pas avoir été poursuivie.
Selon J. Rosen, la progestérone pour-
rait réduire la phosphorylation du
facteur Statb et atténuer ainsi les
effets de la prolactine [17].

Une publication récente [20]
indique que le récepteur de la pro-
gestérone activé se fixe sur le facteur
Stath, activé ou non, et entraine
celui-ci dans le noyau. La progesté-
rone amplifie ainsi l'action du fac-
teur Statb sur l'expression du gene
de la caséine-B. Ce fait est inattendu
dans la mesure ou la progestérone
exerce une action inhibitrice sur les
genes des protéines du lait. Ce méca-
nisme pourrait étre lié aux effets de
la progestérone sur la croissance
mammaire [21].

L’EGF est capable d’induire la phos-
phorylation du facteur Statb par
lintermédiaire de I’activité tyrosine
kinase de son récepteur et la proges-
térone amplifie cet effet. Ces faits ont
été observés dans les cellules tumo-
rales mammaires humaines T47D
apres transfection avec un vecteur
contenant un geéne rapporteur et le
promoteur du gene de la caséine-3 de
rat [22]. Cela est difficilement com-
patible avec le fait que I'EGF et la
progestérone sont deux inhibiteurs
de Dexpression des geénes des pro-
téines du lait. L’état tumoral des cel-
lules utilisées ne rend peut-étre pas
compte de la situation rencontrée
dans le tissu normal. Il est connu que
IEGF et la progestérone favorisent le
développement mammaire et que
I'inactivation du geéne du facteur
Statba s’accompagne d’une réduction
importante du développement mam-
maire. Le transport du facteur Statb
vers le noyau induit par la kinase du
récepteur de I'EGF et par le récep-
teur de la progestérone pourrait donc
participer au développement mam-
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maire. Il reste a comprendre com-
ment le facteur Statb n’induit pas en
méme temps l'expression des geénes
des protéines du lait.

L’inhibition
du facteur Statb

Plusieurs autres facteurs ont été iden-
tifiés comme ayant un effet inhibi-
teur sur le facteur Stath. L’EGF atté-
nue les effets inducteurs de la
prolactine sur les génes des protéines
du lait, au moins chez la souris.
L’EGF diminue en particulier le
nombre de récepteurs de la prolac-
tine. Il abaisse également la phospho-
rylation du facteur Statb induite par
la prolactine [22]. Cet effet de 'EGF
emprunte la cascade ras, raf, MEK
(MAPK/ERK Kinase), MAP (mitogen-
activated protein) kinase.

La protéine anti-oncogéne pb53 se lie
au facteur Stath et inhibe ses effets
sur les geénes des protéines du lait
[4]. Le mécanisme de cette action de
la protéine p53 n’est cependant pas
connu. Plusieurs lignées mammaires
immortalisées par I'antigene T de
SV40 sont incapables de synthétiser
des protéines du lait. L’antigene T se
lie a la protéine pb53 mais aucune
relation entre I'antigene T de SV40
et le fonctionnement du facteur Stath
n’a a ce jour été établie [4]. L’anti-
géne T pourrait plutét inhiber
laction du facteur de transcription
CBP/P300 (CREB — c¢AMP responsive
element binding protein — binding pro-
tein/P300).

La protéine Ela de I'adénovirus qui a
un fort pouvoir oncogene se lie dans
la région activatrice carboxy-terminale
du facteur Stath [4] et inhibe ses effets
sur les geénes des protéines du lait.

Le mode d’action
des facteurs
de transcription C/EBP

Les facteurs de transcription C/EBP
constituent une famille composée de
six membres o, B, y, §, € et {. Les
quatre premieéres protéines sont
codées par des génes sans intron.
Elles forment des homo- ou hétérodi-
meres grace a un domaine de type
leucine zipper treés conservé entre les
différents membres de la famille, et
elles se lient a ADN sous forme de
dimeres grace a leur domaine de liai-
son a I’ADN en reconnaissant la
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méme séquence spécifique d’ADN
TTNNGCAAT. Elles agissent sur la
transcription par leur domaine
d’activation qui est tres variable d’un
membre de la famille a I'autre. Le
facteur a est souvent impliqué dans
la division des cellules et il s’oppose a
leur différenciation. Le facteur [
existe sous deux formes protéiques
différentes nommées LAP (liver-enri-
ched activator protein) et LIP (liver-enri-
ched inhibitor protein) dérivant du
méme geéne par le choix du codon
d’initiation de 'ARNm. La forme
LAP stimule I'expression des genes
cibles tandis que la forme LIP agit
comme un dominant négatif naturel
de la forme LAP.

Au cours de la gestation, la forme
LIP est abondante dans la glande
mammaire et la forme LAP est rare.
A la parturition, cette proportion
s’inverse [22]. Il est trés vraisem-
blable que ce phénomeéne soit une
des causes du ralentissement de la
croissance mammaire a la parturition
et de I'induction des génes des pro-
téines du lait.

L’inactivation du géne C/EBP-B par
recombinaison homologue chez la
souris résulte en un développement
anormal de la glande mammaire. Ces
souris sont incapables d’allaiter leurs
souriceaux, leur glande mammaire
contient essentiellement des canaux
et trées peu de cellules épithéliales
alvéolaires [23].

La concentration du facteur LIP est
trés élevée dans un certain nombre
de tumeurs mammaires. Cela est par-
ticulierement vrai dans les cellules
tumorales qui ont perdu leur dépen-
dance vis-a-vis des stéroides ovariens.
La concentration de LIP semble
donc étre un bon marqueur de
tumorisation. Le facteur LIP inhibe
les effets de la protéine anti-onco-
gene Rb (Retinoblastoma) qui elle-
méme favorise I’activation du facteur

LAP [17] (figure 3).

Le réle
du facteur CBP/P300

Le facteur de transcription CBP/P300
est un co-activateur qui stimule
Iexpression des geénes sans se lier a
I’ADN mais en s’associant a des fac-
teurs de transcription qui sont fixés a
des séquences spécifiques d’ADN. Ce
facteur ne comporte donc pas de
région connue capable de se fixer a

I’ADN mais il possede un domaine
transactivateur [24].

Le facteur CBP/P300 se lie aux fac-
teurs Statb, C/EBP ainsi qu’au récep-
teur des glucocorticoides. Les pro-
moteurs des génes de la caséine-f de
rat [25] et de vache [26] ainsi que
celui du gene de la caséine-0s; de
lapin [27] contiennent les séquences
liant les facteurs Stath et C/EBP ainsi
que le récepteur des glucocorti-
coides. Ces sites sont voisins et for-
ment un bloc dont la structure est
conservée. Cet ensemble, qui
contient aussi un site capable de fixer
le facteur inhibiteur YY1 et che-
vauche en partie le site Statb, est qua-
lifié de milk box. En se liant aux trois
facteurs Statb, CG/EBP et récepteur
des glucocorticoides, le facteur
CBP/P300 forme un ensemble qui
constitue I'inducteur essentiel de la
transcription des génes des protéines
du lait (figure 4). Le facteur
CBP/P300 est un transactivateur qui
possede de plus une activité histone
acétyltransférase propre et est
capable de recruter d’autres histone

LAP LAP+

<)
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|

LIP —— C/ EBPa

l l

Prolifération Différenciation

Figure 3. Les actions des facteurs
C/EBP sur la prolifération et la diffe-
renciation des cellules épithéliales
mammaires. La forme LIP du facteur
C/EBP-B est abondante pendant la
gestation. Elle inhibe la forme acti-
vée LAP* du facteur C/EBP-B LAP et
elle s’'oppose & I'accumulation du
facteur C/EBP-a. A la parturition, le
facteur LIP disparait. La forme LAP*
occupe alors le site C/EBP sur ’ADN
et participe a l'activation des génes
des protéines du lait. Le facteur LAP*
induit le géne C/EBP-a qui est majori-
tairement présent et lié a I’ADN pen-
dant la lactation. L’anti-oncogéne Rb
favorise la conversion du facteur LAP
en sa forme active LAP+. Le LIP
inhibe I'action de la protéine Rb.
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Figure 4. L’action coordonnée des divers facteurs de transcription pour acti-
ver les génes des protéines du lait. Plusieurs genes des protéines du lait
contiennent un ensemble de sites voisins liant des facteurs de transcription.
Cet ensemble caractéristique des genes des protéines du lait a été appelé
«milk box». Au cours de la gestation, le facteur LIP occupe le site C/EBP et le
facteur YY1 occupe en partie le site Stats qui lui est superposé. Pendant la
lactation, le site C/EBP est occupé par le facteur C/EBP-a, le site YY1 — Stats
est occupé par le facteur Stat5, et le récepteur des glucocorticoides (GR) est
associé aux facteurs Stat5 et C/EBP. Le co-activateur CBP/P300 se lie a
I’'ensemble des facteurs. Le complexe favorise I'acétylation des histones,
maintient la chromatine ouverte et stimule la transcription.

acétyltransférases comme PCAF
(P300/CBP associated factor). L’acétyla-
tion des histones contribue a mainte-
nir la chromatine sous une forme
ouverte capable d’étre transcrite. Les
facteurs qui attirent la protéine
CBP/P300 permettent donc ainsi aux
geénes des protéines du lait d’étre
transcrits [26]. Il est intéressant de
noter par ailleurs que le facteur YY1
s’associe avec des facteurs possédant
une activité histone désacétylase
[28]. Les facteurs Stath et YY1 sem-
blent donc étre en compétition non
seulement pour leur fixation directe
a PADN mais aussi pour le controle
du niveau d’acétylation des histones.

L'action des autres
facteurs de transcription

Un certain nombre d’autres facteurs
impliqués dans la régulation des
genes des protéines du lait ont été
identifiés. C’est le cas, notamment,
des facteurs NF1, Oct 1, Ets et AP2. Le
role de ces facteurs n’est pas encore
bien établi, notamment parce que cer-
tains de ces facteurs existent sous des
formes diverses dont les effets spéci-
fiques n’ont pu étre que peu étudiés.
Le facteur AP2 est impliqué dans le
controle de 'expression du génome du
virus MMTV ainsi que dans celui du
géne de la 14 galactosyl transférase

bien exprimés dans la glande mam-
maire. Le facteur AP2 est donc un can-
didat sérieux pour participer au
controle des génes des protéines du lait.
Le facteur NF1 joue un réle essentiel
dans la transcription des génes des
protéines du lait. Il semble qu'une
des isoformes de ce facteur pourrait
étre spécifique des cellules épithé-
liales mammaires [28].

D’autres facteurs restent bien
entendu a identifier. En principe, il
parait raisonnable d’envisager 'inter-
vention de trois catégories de méca-
nisme. La premiéere comprend les
signaux qui sont délivrés par les hor-
mones. La seconde concerne les
signaux provenant de la matrice
extracellulaire. Il n’est pas certain
que les deux premiéres catégories
suffisent a définir la spécificité pro-
prement mammaire de I’expression
des génes des protéines du lait. Une
troisiéme catégorie de facteurs res-
ponsables de la spécificité cellulaire
de I'expression des genes des pro-
téines du lait parait devoir étre prise
en considération. Le géne de la
transferrine est exprimé dans un
grand nombre de tissus de ’orga-
nisme mais il n’est activé que dans la
glande mammaire de quelques
especes seulement et il est induit
presque exclusivement par la matrice
extracellulaire [29]. Chez ces

especes, I’évolution a apporté a ce
gene les éléments lui conférant une
possibilité de s’exprimer dans les cel-
lules mammaires. Une comparaison
des promoteurs de ce geéne chez dif-
férentes especes pourrait contribuer
a identifier les éléments régulateurs
spécifiquement mammaires.

La régulation du complexe
des génes des caséines

Les geénes des caséines sont organisés
dans le génome sous la forme d’un
groupe (cluster). L’ordre des génes est
le méme chez la souris [30], la vache
[31] et 'homme [32] (figure 5). A
I’état de transgene, les genes caséine-
as; et -B sont exprimés de maniére
variable mais significative. Les génes
caséine-Os, et -k sont au contraire
inactifs. La région intergénique des
trois especes étudiées située entre les
génes caséine-Os, et 3 contient des
séquences bien conservées et des sites
hypersensibles a la DNAse I. Il parait
probable que les 4 genes de caséine
soient controlés par des éléments
concentrés dans la région située entre
les génes caséine-0s, et -B. Cette région
pourrait jouer un role comparable a
celui de la région LCR (locus control
region) du locus de la globine-B. Cette
hypothése est en cours d’évaluation
[33]. En terme pratique, la région
LCR du locus caséine, si elle existe,
pourrait permettre aux transgenes
contenant le promoteur de n’importe
lequel des génes des protéines du lait
d’étre activement exprimés.
L’action de la matrice
extracellulaire
Les cellules épithéliales mammaires
isolées sont capables d’accumuler
autour d’elles une matrice extracel-
lulaire organisée. Le collagéne I flot-
tant permet aux cellules mammaires
de stabiliser les éléments de la
matrice extracellulaire qu’elles
sécretent. La matrice extracellulaire
préformée obtenue a partir des
tumeurs EHS (engelbreth-holm-swarm)
de souris permet de se passer de col-
lagene L.
De tous les éléments que contient la
matrice extracellulaire, la laminine
joue le role essentiel pour organiser
les cellules en alvéoles et permettre a
la prolactine d’induire les genes des
protéines du lait.
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Figure 5. La structure du locus caséine. Chez trois espéces, I'organisation du
locus est essentiellement la méme. Les fleches indiquent I'orientation des
genes. Chez les rongeurs et le lapin, le géne caséine-as, est dupliqué. Les
distances entre les génes et la taille totale du locus varient selon les especes.
La région intergénique située entre les génes caséine-as,, et caséine-3 est la
meilleure candidate pour contenir des séquences LCR capables de contréler

I’expression de I’'ensemble des genes du locus.

Les cellules mammaires isolées ne syn-
thétisent que de trés faibles quantités
de protéines du lait. La présence de la
matrice extracellulaire rend les cellules
sensibles aux hormones lactogeénes. Un
des mécanismes qu’emprunte la
matrice extracellulaire consiste a inhi-
ber une phosphatase a tyrosine qui
déphosphoryle le facteur Statb. La
matrice extracellulaire agit donc, en
partie au moins, via le facteur Statb

[34] (figure 6).

L’utilisation des génes
des protéines du lait

L’idée d’utiliser le lait d’animaux
transgéniques comme source de pro-
téines recombinantes d’intérét phar-
maceutique a été émise des 1982. Sa
réalisation a commencé en 1987 [35].
Ce procédé est maintenant utilisé a
I’échelle industrielle. Les premiers
médicaments préparés de cette
maniére devraient étre mis sur le
marché a partir de I'année 2000 [36].
Les génes codant pour les protéines
d’intérét sont placés sous controle du
promoteur d’un des geénes des pro-
téines du lait [37], qui va donc en
diriger I’expression. Les protéines
potentiellement produites de cette
maniere sont des facteurs sanguins,
des hormones, des anticorps, des
enzymes, des protéines de structure,
des antigénes vaccinants, des récep-
teurs hormonaux, etc.

Certaines imperfections persistent. Les
transgénes ne fonctionnent parfois
qu'avec une faible efficacité. Ils s’expri-
ment également dans certains cas a un
faible niveau en dehors de la glande
mammaire, ce qui peut perturber la
santé des animaux. Les protéines
recombinantes isolées du lait n’ont pas
toujours subi toutes les modifications
post-traductionnelles qui leur sont

m/s n° 2, vol. 16, février 2000

propres et elles sont parfois glycosylées
de maniere inappropriée. La technique
de clonage des animaux par transfert
de noyau de cellules somatiques généti-
quement modifiées pourrait se substi-
tuer a la transgéneése par micro-injec-
tion dans le pronoyau [38]. Des
améliorations des vecteurs sont égale-
ment nécessaires pour obtenir régulie-
rement un haut niveau d’expression
des transgenes. La glande mammaire
peut de plus étre modifiée par transgé-

nese pour lui permettre d’assurer une
meilleure maturation post-traduction-
nelle des protéines et notamment des
glycosylations. Malgré ces imperfec-
tions, une nouvelle branche de I'indus-
trie pharmaceutique fondée sur la pro-
duction de protéines recombinantes
dans le lait est en train de naitre.

Ces mémes techniques doivent per-
mettre d’optimiser la composition du
lait destiné aux consommateurs
humains et animaux. Les génes codant
pour des protéines allergisantes
comme la Blactoglobuline peuvent, en
principe, étre inactivés. Les alleles des
genes des protéines du lait les plus
désirés par l'industrie laitiere et les
consommateurs pour la préparation
de fromages notamment [39] peuvent
virtuellement étre introduits dans le
génome des animaux laitiers par addi-
tion ou remplacement. Le lait peut de
méme étre supplémenté par des anti-
corps ou d’autres molécules protec-
trices du tractus digestif. Le lait pour-
rait en principe, grace a la transgéneése,
contenir des antigenes vaccinaux actifs

PRL CMn'
JAK?2
_°
o~ ° /\ Tyrosine
° @ phosphatase
Stat 5

PRL
" |
JAK2  p L p
J P
P 5 ©
i P Tyrosine
phosphatase

Stat 5 activé

I Noyau

Gene de protéine du lait

Geéne de protéine du lait

Figure 6. L’action stimulatrice de la matrice extracellulaire sur I'expression
des génes des protéines du lait. Le collagene |, composant de la matrice
extracellulaire qui n’est pas fonctionnel seul pour les cellules mammaires,
n‘amplifie pas I'action de la prolactine. Une tyrosine phosphatase déphos-
phoryle intensément le facteur Statbs et I'inactive. La laminine de la matrice
seule ou complexée au collagéne | transmet a la cellule mammaire via un
récepteur intégrine un message qui inactive la tyrosine phosphatase. La
forme phosphorylée du facteur Stats peut alors s’accumuler et activer les
genes des protéines du lait.
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par voie orale. Chez les animaux
domestiques, la transgénese pourrait
apporter des protéines capables de
s’opposer aux infections mammaires.
Ces applications ne pourront toute-
fois devenir une réalité tangible que
lentement étant donné les progres
techniques qu’il reste a faire et le
temps nécessaire a la reproduction
des animaux domestiques B
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Summary

Use and regulation of the milk protein genes

Milk protein gene expression is
controlled by prolactin and several
factors including, glucocorticoids,
insulin, progesterone, EGF and
extracellular matrix. Prolactin which
plays the essential role dimerizes its
receptor. This activates tyrosine
kinase JAK2. The cytoplasmic factor
Statb (Signal Transducers and Acti-
vators of Transcription) is then
phosphorylated, dimerized, transfer-
red to the nucleus where it reco-
gnizes a DNA sequence present in
all milk protein genes. The gluco-
corticoid-receptor complex stimu-
lates milk protein genes by binding
to GRE consensus sequences in the
promoter region and to the activa-
ted and dimerized Stat factor. Glu-

cocorticoids slow down the dephos-
phorylation of Stat5. The C/EBP fac-
tors play a major role in mammary
growth and differentiation. The
transcription factor CBP/P300 is a
coactivator which does not bind
directly to milk protein gene promo-
ters. It binds to factors Stath, C/EBP
and glucocorticoid receptors. The
extracellular matrix participates to
the control of milk protein gene
expression by inhibiting a tyrosine
phosphatase which dephosphory-
lates the Statb factor. The promoter
of several milk protein genes are
used to express in the mammary
gland of farm animals foreign genes
coding for proteins having pharma-
ceutical properties.
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