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Regulation

de I'expression des genes
du collagene de type I :
implications pour I'étude
de la sclérodermie

Le collagene de type I, la protéine la plus abondante, est syn-
thétisée, chez les mammiféres, principalement par les fibro-
blastes et les ostéoblastes. Cette synthése est augmentée
dans tous les types de fibroses et dans la scléerodermie. Il
s’agit d’un hétérotrimere, formeé de deux chaines o1 et d’'une
chaine 0:2. La stcechiométrie 2:1, observée aussi bien pour la
synthése polypeptidique que pour celle des ARNm, a fait re-
chercher, chez la souris, des ¢léments de régulation com-
muns aux deux genes collal et colla2, et a permis la décou-
verte d’'un nouveau facteur de transcription C-Krox. Son
expression, sous la dépendance de facteurs de croissance, a
lieu dans les fibroblastes et non dans les ostéoblastes. L’ap-
profondissement des connaissances concernant les régula-
teurs des genes de collagene devrait permettre de mieux
comprendre leur role dans 'augmentation de synthése du
collagene I dans les fibroses et la sclerodermie et, peut-étre,
d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques.

es collageénes constituent une
famille de glycoprotéines qui
sont les composantes ma-
jeures de la matrice extracel-
lulaire. A ce jour, seize iso-
types différents ont été décrits chez les
vertébrés, certains d’entre eux ayant
une expression tissulaire restrein-
te [1]. Les collagenes sont constitués
de trois chaines polypeptidiques asso-
ciées en une triple hélice; les chaines
varient selon les types mais pour une
méme isoforme, elles peuvent étre
identiques (collagéne de type II) ou

différentes (collagene de type I: deux
chaines al (I) et une chaine o2(I)).
Selon la structure de leur triple héli-
ce, les collagénes ont été répartis en
deux catégories. D'une part, les colla-
genes fibrillaires ou interstitiels, pos-
sédant des triples hélices conti-
nues [2] et regroupant les isotypes I,
I1, I1I, V et XI. D'autre part, les colla-
genes non fibrillaires, caractérisés par
de fréquentes interruptions de leur
triple hélice et représentés par les col-
lagénes IV, VI, VII, VIII, IX, X et XII,
entre autres.
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l Le collagéne de type |

Le collagéne de type I, 'archétype des
collagénes interstitiels, est la protéine
la plus abondante du corps. Il est syn-
thétisé principalement dans les os, les
tendons et la peau. Lasynthése du col-
lagéne de type I est restreinte essen-
tiellement a deux types cellulaires : os-
téoblastes et fibroblastes. Les deux
chaines polypeptidiques al(I) et
o2(I) sont produites dans un rapport
stcechiométrique 2:1, de méme que
leurs ARNm respectifs. Les méca-
nismes de la régulation coordonnée
de I'expression des deux genes du col-
lagene de type I (collal et colla2) ne
sontpas connus. Il est capital de com-
prendre comment cette corégulation
s’effectue si 'on veut comprendre
comment la synthése du collagéne de
type I peut étre altérée dans certaines
maladies. Une hypothése qui permet-
trait d’expliquer la régulation coor-
donnée de la synthése des chaines
ol (I) et a2(I) au niveau transcrip-
tionnel est que des éléments régula-
teurs ou éléments ¢is communs se-
raient présents dans les deux génes,
situés a la méme distance du site d’ini-
tiation de transcription et lieraient
des facteurs de transcription iden-
tiques exercant la méme fonction.
L’expression du collagéne de type I
est modifiée dans un grand nombre
de situations physiologiques, comme
le développement embryonnaire et le
processus de cicatrisation, ou I'on ob-
serve une augmentation transitoire de
la synthése du collagéne de type . Au
cours du développement embryon-
naire de la souris, la syntheése du colla-
gene de type I apparait dés le huitie-
me jour du développement [3, 4]. La
synthése de la chaine ol (I) est essen-
tielle puisque, en son absence, I'em-
bryon meurt in utero apres treize jours
de gestation [5].

La synthése du collagéne de type I est
également accrue dans diverses situa-
tions pathologiques sévéres, toutes
marquées par une réaction fibro-
tique. Une réaction fibrotique est une
caractéristique commune a de nom-
breuses maladies telles que la scléro-
dermie, I’arthrose, ’athérosclérose, la
cirrhose hépatique, la fibrose pulmo-
naire, etc. D’un point de vue histolo-
gique, la fibrose se caractérise par une
accumulation anormale de collagénes
de types I et 111, ainsi que d’autres pro-
téines de la matrice extracellulaire.

Cette accumulation exagérée de cer-
taines protéines de la matrice extra-
cellulaire est a I'origine de la sympto-
matologie clinique biologique obser-
vée dans ces maladies. De nombreuses
études ont montré que, indépendam-
ment de la cause d’une maladie fibro-
tique donnée, il existe dans la majori-
té de ces maladies une élévation de la
transcription des deux génes du colla-
géne de type I et probablement
d’autres génes codant pour des pro-
téines de la matrice extracellulaire.
Parmi les nombreuses maladies fibro-
tiques, la sclérodermie constitue un
modele privilégié pour étudier la ré-
gulation de 'expression des genes du
collagéne de type 1. La sclérodermie
est une maladie acquise, probable-
ment d’origine auto-immune, caracté-
risée par un dépot excessif de tissu
conjonctif dans le derme et dans cer-
tains organes internes. Dans les fibro-
blastes dermiques de patients atteints
de sclérodermie, une augmentation
de DPactivité transcriptionnelle des
genes collal et colla2 a été démon-
trée. L’étude de la régulation de I’ex-
pression de ces genes dans les fibro-
blastes est donc particulierement
importante si I’on veut comprendre la
physiopathologie moléculaire de la
sclérodermie. L’approche que nous
avons utilisée pour comprendre les
mécanismes qui conduisent a cette
augmentation de I'activité transcrip-
tionnelle des génes du collagene de
type I dans la sclérodermie et d’autres
maladies consiste tout d’abord a élu-
cider les mécanismes qui controlent
la régulation de I’expression de ces
génes dans des conditions physiolo-
giques, puis a étudier, dans un second
temps, leurs perturbations éventuelles
dans le processus fibrotique.
Cetarticle se propose de présenter les
résultats récents concernant la régula-
tion de I’expression des geénes codant
pour les chaines du collagéne de type
I afin de répondre a quelques ques-
tions précises : quels sont les princi-
paux éléments cisqui gouvernent I’ex-
pression de ces génes? Quels sont les
facteurs de transcription qui interagis-
sent avec ces séquences cis? Quels
sont les éléments régulateurs com-
muns aux deux génes codant pour les
deux chaines du collagéne de type I?
Existe-t-il des facteurs de transcription
spécifiques des fibroblastes qui puis-
sent étre impliqués dés les stades ini-
tiaux d’une réaction fibrotique?
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Quelles sont les principales cytokines
qui reglent I'expression des génes du
collagéne de type I et comment agis-
sent-elles?

Les éléements régulateurs
ou éléments cis du géne
col1a1, codant

pour la chaine a1(l)

Au cours de ces derniéres années, les
travaux de nombreux laboratoires ont
permis d’identifier des éléments cis
présents de part et d’autre du site
d’initiation de transcription du géne
collal. Les premiers éléments cisiden-
tifiés le furent dans le premier intron
du géne collal humain qui comporte
a la fois des éléments cis activateurs et
inhibiteurs. Du fait de la complexité
de I'organisation de cet intron, il est
cependant encore difficile de déter-
miner le role exact de ces divers élé-

ments dans la régulation et la spécifi-
cité tissulaire d’expression de ce géne.
Un plus grand nombre d’études ont
porté sur les séquences régulatrices si-
tuées en amont du site d’initiation de
transcription. Deux études initiales
ont montré qu’un fragment court du
promoteur du gene collal de souris,
contenant les séquences comprises
entre —220 et + 116, présente une for-
te activité transcriptionnelle dans les
fibroblastes, mais non dans des cel-
lules ne produisant pas de collagéne
de type I. Ce promoteur minimal re-
présente, en fait, I’'un des promoteurs
les plus actifs parmi les promoteurs
eucaryotes répertoriés, et I’addition
de séquences plus en amont tend a en
décroitre I'activité [6, 7]. Ces résultats
suggerent que les 220 paires de bases
du promoteur minimal contiennent
une partie des éléments cis indispen-
sables pour I’expression spécifique du
geéne dans les fibroblastes, et que ces

éléments sont nécessaires pour 1’ob-
tention d’'un niveau d’expression
maximal. Compte tenu de la taille du
geéne collal (plus de 30kb) et de sa
double spécificité cellulaire d’expres-
sion (ostéoblaste et fibroblaste), il ap-
parait évident que d’autres éléments
cisdoivent étre présents, ailleurs, dans
ce géne. L’analyse aussi précise que
possible de la structure de ce promo-
teur minimal constitue cependant
une premiere étape nécessaire pour
comprendre les mécanismes plus
complexes gouvernant l’expression
de ce géne.

Quatre éléments cis liant trois fac-
teurs de transcription différents sont
présents dans le promoteur minimal
collal

L’approche utilisée pour identifier les
€éléments cis et définir leurs fonctions
a été la suivante. (1) Initialement,
I'existence de régions liant des pro-

Col1a1
-210 -180 -150 -120 -60 +1
. o
T T T T
D Cc
-190 -179 -146 -136  -124 -83
—_—Pp =
GGGAGGGGGGG TCCTCCCCCCT TGGGGGCCGGGCCAGGCAGTTCTGATTGGCTGGGGGCCGGGC

Figure 1. Séquence et localisation
B oligonucléotides o1 (1) d’e_s s:tes’de liaison a I’ADN d.e pro-
teines présentes dans les extraits nu-
> * cléaires de fibroblastes NIH-3T3 au
C+D 5' TTCCAAATTGGGGGCCGGGCCAGGCAGTTCTGATTGGCTGGGGGCCGGGCTG 3 niveau du promoteur col1al. A. Les
3' AAGGTTTAACCCCCGGCCCGGTCCGTCAAGACTAACCGACCCCCGGCCCGAC 5 séquences promotrices mentionnées
AR ont éte identifiees dans des expée-
B 5" ¢ COMRECTIECCCHECTECEAEEICIIOH 3 riences de protection a la DNase (fi-
3' GGAAGGAAAGGGAGGAGGGGGGAGAAGC 5it gure 2). Le motif CCAAT proximal qui
correspond a I'élément D est présen-
c 5! TTGCGGGAGGG(*S:}:;GCGCGCTGGGTGGAC 3o gl BLE T e [l T
3'  AACGCCCTCCCCCCCGCGCGACCCACCTG 5 le pentanucléotide CCAAT et corres-

pond au site de liaison Sp1 est carac-
térisé par une fleche. Les éléments A
et B qui lient un nouveau facteur de

transcription sont soulignés. B. Séquence des oligonucléotides double brin utilisés dans les expériences de retarde-
ment sur gel. Les mutations sont indiquées par des astérisques. Les mutations au niveau de I'élément A remplacent
trois nucléotides G par trois A. Les trois mutations au niveau de I'élément B échangent les nucléotides C contre des ré-
sidus G. La mutation de trois paires de bases au niveau de I'élément C distal change G--G-G en C--C-T.
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téines nucléaires a été déterminée par
des expériences de protection a la
DNase I. Ces expériences ont démon-
tré l'existence de quatre éléments,
fixant des protéines présentes dans les
extraits nucléaires de fibroblastes
NIH-3T3. Ces régions ont été appe-
lées A, B, C et D, respectivement de
I’extrémité 5 vers I'extrémité 3’ du
promoteur (figure 1). (2) Une fois la
séquence de ces éléments régulateurs
connue, des oligonucléotides double
brin, contenant la séquence sauvage
ou mutée de chacun de ces éléments,
ont été utilisés dans des expériences
de liaison directe et de compétition
en retardement de gel. Ces expé-
riences ont permis d’établir la spécifi-
cité de la liaison observée, et d’effec-
tuer une caractérisation biochimique
sommaire des facteurs de transcrip-
tion se fixant sur ces éléments cis. (3)
Aprés avoir défini quatre éléments cis
dans ce promoteur minimal, des mu-
tations abolissant la liaison de chacun
des facteurs de transcription a leurs
sites de liaison respectifs ont été intro-
duites, et leurs effets testés par des ex-
périences de transfections transitoires
de fibroblastes NIH-3T3 de souris.
Cette stratégie a permis, entre autres,
de définir un élément cisliant un nou-
veau facteur de transcription préfé-
rentiellement exprimé dans les fibro-
blastes de la peau.

L’élément D lie un activateur de trans-
cription appelé CCAAT binding factor
(CBF)

En amont de la séquence TATAAA ou
boite TATA (située a — 26 en amont
du site d’initiation de transcription),
un élément centré par une séquence
CCAAT estsitué entre —96 et—100. Le
facteur de transcription CBF se liant a
ce motif a été purifié jusqu’a homogé-
néité. CBF est différent des autres fac-
teurs déja connus qui se lient a la boi-
te CCAAT tels que CTF/NFI1 et
CEBP [8]. Il s’agit d’un facteur hété-
romérique composé d’au moins trois
sous-unités (CBF-A, CBF-B, CBF-C)
qui sont nécessaires pour sa liaison a
I’ADN. Les deux sous-unités CBF-A et
CBF-B ont été clonées [9, 10]. L’élé-
ment cis liant CBF est un activateur de
la transcription du promoteur de
gene collal 7, 11] ; une substitution
d’un A par un T dans le pentanucléo-
tide CCAAT décroit fortement la liai-
son de CBF alaboite CCAAT et réduit
I'activité du promoteur collal de cing

fois dans des expériences de transfec-
tions transitoires de fibroblastes NIH-
3T3 [7]. La démonstration que CBF
lui-méme est un activateur de trans-
cription a été obtenue par des expé-
riences de transcription in vitro: 1'ad-
dition de CBF purifié a des extraits
nucléaires de fibroblastes NIH-3T3
préalablement déplétés en CBF par
chromatographie d’affinité, stimule
et initie correctement la synthese de
I’ARNm du géne collal [11]. CBF est
une protéine ubiquitaire et, si elle
joue un rdéle dans I'expression spéci-
fique des génes du collagene de typel,
cela ne peut étre qu’en conjonction
avec d’autres facteurs ou en induisant
une modification de la chromatine
uniquement dans les fibroblastes.

L’élément C lie une protéine nucléai-
re apparentée a Spl

Situé en 5 et 3' du pentanucléotide
CCAAT (entre —124 et — 113 et entre
-94 et —82), il existe deux séquences
de douze paires de bases riches en G
et C (5>-TGGGGGCCGGGCE-3’). Des
expériences de retardement de gel
ont montré qu’une protéine différen-
te de CBF, nécessitant la présence
d’ions zinc dans le milieu de liaison,
se fixait spécifiquement a cette sé-
quence. L’introduction d’une muta-
tion de trois paires de bases, abolis-
sant la liaison de cette protéine a
I’élément C dans le promoteur collal,
a pour effet d’augmenter I'activité
transcriptionnelle du promoteur d’un
facteur dix dans des expériences de
transfections transitoires de fibro-
blastes de souris. Ce résultat expéri-
mental, suggérant I'existence d’un
élément répresseur dans le promo-
teur minimal, est en apparente
contradiction avec I’activité transcrip-
tionnelle extrémement forte du pro-
moteur sauvage. Plus surprenant en-
core, la purification et le micro-
séquencage de la protéine se fixant a
I’élément C a révélé que ce facteur
avait une forte analogie avec Spl, I'ac-
tivateur de transcription humain le
plus étudié (Desbois et Karsenty, ré-
sultats non publiés).
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Figure 2. Analyse du promoteur
colla1 dans des expériences de pro-
tection alaDNasel. Un fragment Eco-
RI-Hind!ll du promoteur collal de
type sauvage ou mutant, marqué a
son extrémité 5 EcoRl, a été incubé
en présence ou en absence d’extraits
nucléaires de fibroblastes NIH-3T3 et
traité par 'ADNase |. Ligne 1: réac-
tion de séquengage de Maxam-Gil-
bert (G+A) du fragment de type sau-
vage marqué a son extremité 5.
Ligne 2: profil de digestion par la
DNase | du fragment d’ADN de type
sauvage incubé en absence d’extraits
nucléaires de fibroblastes NIH-3T3.
Ligne 3: fragment de promoteur de
type sauvage incubé en présence
d’extraits nucléaires de fibroblastes
NIH-3T3. Ligne 4: fragment de pro-
moteur col1al mutant avec une sub-
stitution de trois paires de bases au
niveau de I'élément C distal. Les aires
de protection sont indiquées sur la
gauche. Les indications sur la droite
montrent les aires de protection pour
les deux séquences répétées de 12
paires de bases qui correspondent au
site de liaison Sp1 (a) et le pentanu-
cléotide CCAAT (b).
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Les éléments A et B ont une séquence
similaire et lient un facteur de trans-
cription présent dans les extraits nu-
cléaires de fibroblastes

[’élément A est situé entre —190 et
—170 par rapport au site d’initiation
de transcription et le site B entre — 150
et —130. Ces deux éléments ont une
séquence riche en G (figure 1). Des ex-
périences de compétition en retarde-
ment de gel ont montré qu’une pro-
téine identique se fixait a ces deux
sites. La liaison a TADN de la protéine
présente dans les extraits nucléaires
est inhibée par des concentrations
croissantes d’EDTA, suggérant que ce
facteur pourrait étre une protéine a
doigts de zinc. Des mutations qui abo-
lissent la liaison de ce facteur a I’élé-
ment A ou a I'élément B ont été in-
troduites dans le promoteur du gene
collal, et activité de ce promoteur
muté a été étudiée dans des expé-
riences de transfections transitoires
de fibroblastes NIH-3T3. Ces muta-
tions introduites dans I’élémentB ou
I'élément A augmentent I'activité
transcriptionnelle du  promoteur
ol (I).

Spl etle facteur, se liant aux éléments
A et B, inhibent partiellement la liai-
son de CBF ou a TADN

Comment expliquer que ce promo-
teur minimal soit trés actif, alors que
trois éléments cis sur quatre identifiés
semblent agir comme des inhibiteurs
de la transcription ? Des expériences
de liaison de protéines a I'ADN in vi-
tro suggerent qu’il existe une inhibi-
tion de liaison réciproque entre CBF,
d’une part, et Spl et le facteur se liant
aux éléments A et B, d’autre part.
Comme nous I’avons mentionné, sur
le promoteur de type sauvage quatre
régions sont protégées : A, B, C et D
(figure 2, ligne 3). Cependant, la pro-
tection autour de I'élément D centré
par le pentanucléotide CCAAT est
toujours partielle. Si, dans ces expé-
riences, nous utilisons comme matri-
ce un promoteur contenant une mu-
tation au niveau de I’élément C qui
abolit la liaison de facteurs nucléaires
a cette région, trois résultats impor-
tants sont observés. Tout d’abord, les
régions correspondant a I’élément C
(fugure 2, ligne 4, a et b) ne sont plus
protégées, ce qui était attendu. De
plus, les séquences correspondant
aux éléments A et B ne sont plus pro-

tégées. Enfin, la protection autour du
pentanucléotide CCAAT est mainte-
nant quasi totale. Ces expériences, ef-
fectuées avec des extraits nucléaires
non purifiés, suggérent que les pro-
téines se fixant aux éléments A, B et C
forment un complexe entre elles et
préviennent partiellement la liaison
de CBF a la boite CCAAT. Du fait de
la forte activité transcriptionnelle de
ce promoteur, on peut suggérer que
ces protéines sont des activateurs de
transcription. De fait, la protéine se
liant a I’élément C est un homologue
murin de Spl, un puissant activateur
de transcription.

Les mémes éléments cis
régulent I'activité

du promoteur du géne
col1a2, codant

pour la chaine o2(l)

Si les éléments que nous avons décrits
auparavant sont impliqués dans le
controéle coordonné de I’expression
des genes du collagéne de typel, alors
ils doivent étre présents dans le pro-
moteur du géne collal. Plusieurs élé-
ments régulateurs cisont été identifiés
dans un fragment du promoteur du
gene collal entre —500 et + 1.

CBF, le facteur de transcription hété-
romérique se liant a la séquence
CCAAT entre —96 et— 100 dans le pro-
moteur du géne collal se fixe égale-
ment a ]la méme séquence CCAAT si-
tuée entre -84 et -80 dans le
promoteur du geéne colla2. CBF ac-
croit aussi I’activité transcriptionnelle
du promoteur colla2 in vitro. Des sé-
quences similaires aux éléments A, B
et C sont présents approximativement
ala méme distance du site d’initiation
de transcription dans le promoteur
colla2. Des études de liaison de
facteurs nucléaires a I’ADN et des ex-
périences de compétition en retar-
dement de gel, utilisant des oligo-
nucléotides sauvages ou mutants, ont
montré qu’il existe un élément B dans
ce promoteur ayant une séquence
identique a I’élément B présent dans
le promoteur du géne collal. Cet élé-
ment B du géne colla2 lie une protéi-
ne présente dans les extraits nu-
cléaires de fibroblastes NIH-3T3
identique a celle se liant aux éléments
A et B du promoteur du géne collal.
Cet élément est donc le deuxieme élé-
ment cs-aprés la boite CCAAT-com-
mun aux deux genes.
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Figure 3. Représentation schématique des eéléments cis liant des facteurs de
transcription identifiés dans les promoteurs des génes col1a1l et col1a2. La fi-
gure du haut représente le promoteur du géne col1al avec les sites de liaison
pour CBF (CCAAT binding factor), Sp1 et C-Krox. La figure du bas représente
le promoteur du géne col1a2 qui inclut les sites de liaison pour CBF, Sp1, C-
Krox et NF-1.

Figure 4. Détection in situ du clone d’ADNc C-Krox. Un phage contenant un
ADNc codant pour une protéine qui se lie a I'élément Aal(l) a été isolé dans
une banque d’expression. Le filtre obtenu apreés le troisiéme criblage et conte-
nant la protéine codée par ce clone d’ADNc a été coupé en trois morceaux qui
ont été hybridés avec des sondes représentant un tétramere de I’'oligonucléo-
tide Aa1(l) [1], ou un monomeére de I'oligonucléotide Aa1(l) [2], ou un tétra-
meére de I'oligonucléotide Aa1(l) mutant [3].
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--ES-D-R-SRS-E-T----I------- Q-R-

DE-G-T--QS-S-L--Q-I-~----- T---

Identité Similitude
% %
GVRFTRNDKLKIHMRKHTGERPYSCPHC PARFLHSYDLKNHMHLH  C-KROX
-RQSVQVAN--R-W-V---——-- T-EI-D---SD-N---S--L- KRUPPEL 45 56
MRN-S-S-H-TT---T-----—- A-DY-GR--A--D-R-R-TK- KROX20 42 56
MRN-S-S~H-TT---T----~—- A-DI-GR--A--D-R-R-TK- KROX24 44 59
-K--IERSS-T--Q-T------- K-HE-GKA-S--M--TV--RT- KROX2 41 59

Figure 5. Comparaison de la séquence en acides aminés de la région des doigts de zinc de C-Krox et de certains
membres de la famille Krox. Les pourcentages d’identité et de similitude au niveau de la séquence en acides aminés
entre les divers membres de la famille Krox sont indiqués a droite. Les traits représentent les acides aminés qui sont

identiques a C-Krox. Les résidus histidines et cystéines sont indiqués en rouge.

D’autres éléments régulateurs cis, qui
ne sont pas présents dans le promo-
teur court du gene collal, ont été
identifiés en amont du site d’initia-
tion de la transcription du promoteur
colla2. Un site de liaison situé a —250
lie un facteur de transcription qui n’a
pas encore été caractérisé. Le site lo-
calisé a =300 (-315 a —284) fixe un
activateur de la transcription appelé
CTF/NF1[13]. Chacun de ces deux
éléments agit comme activateur de
transcription. Il est maintenant pos-
sible de représenter les éléments cis
communs aux deux promoteurs sus-
ceptibles d’intervenir dans la régula-
tion de l'expression des deux genes
du collagene de type I (figure 3).

Spécificite de I'expression
tissulaire des genes
du collagéne de type |

Comme nous I’avons mentionné dans
I'introduction, le collagéne de typel
est principalement synthétisé dans
deux types cellulaires qui sont les os-
téoblastes et les fibroblastes. L’étude
systématique des séquences régula-
trices requises pour établir cette spé-
cificité d’expression a été effectuée
dans divers laboratoires. Les résultats
obtenus peuvent étre résumés de la fa-
con suivante. (1) Un fragment relati-
vement court (300 paires de bases) du
promoteur du géne colla2 est néces-
saire et suffisant pour obtenir I'ex-
pression d’'un géne rapporteur dans
les fibroblastes et les ostéoblastes de
souris transgéniques [14]). Un frag-
ment également court du géne collal
(220 paires de bases) semble contenir
les éléments nécessaires pour diriger
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I'expression d’un géne rapporteur
dans des fibroblastes en culture. (2)
Les éléments cis responsables de I'ex-
pression ostéoblastique du géne
collal semblent étre présents plus en
amont, entre — 1,7 kb et =2,3 kb. Ain-
si, il apparait que les éléments cis res-
ponsables de I’expression spécifique
des deux génes du collagene de type |
dans les fibroblastes sont présents
dans un fragment court de leurs pro-
moteurs. La détermination de la natu-
re et de la localisation des éléments cis
présents dans ces courts promoteurs a
révélé qu'au moins deux de ces élé-
ments lient des facteurs qui sont ex-
primés de facon ubiquitaire : CBF qui
se lie a laséquence CCAAT et Spl qui
se lie a I’élément C. Nous nous
sommes initialement intéressés aux
éléments A et B car ils pouvaient per-
mettre d’expliquer la co-régulation
de I’expression de ces génes. De facon
inattendue, cette étude nous a permis
de caractériser un facteur de trans-
cription exprimé principalement
dans les fibroblastes.

Les éléments A et B présents dans les
promoteurs des deux génes du colla-
gene de type I lient un nouveau fac-
teur de transcription synthétisé de fa-
con prédominante dans la peau

Afin de caractériser le facteur de
transcription se liant aux éléments A
et B, nous avons criblé une banque
d’expression de fibroblastes NIH-3T3
suivant la technique dite de Southwes-
tern, en utilisant comme sonde un
fragment d’ADN contenant quatre co-
pies de I’élément A sauvage du géne
collal. Les clones positifs ont été en-

suite criblés a I'aide d’une sonde
contenant quatre copies du méme
élément, mais cette fois-ci, muté. Cet-
te approche nous a permis de cloner
I’ADNc correspondant a une protéine
se liant spécifiquement a I’élément A
sauvage, mais non a I’élément A muté
(figure4) [15]. La séquence en acides
aminés de cette protéine, déduite a
partir de la séquence de I’ADNC, a ré-
vélé la présence de trois doigts de zinc
du type CoH; pres de I'extrémité C-ter-
minale. Dans la région des doigts de
zinc, cette protéine présente 55 a
60 % d’homologie avec la protéine
Kriippel, un facteur de transcription
de Drosophila melanogaster, mais aussi
avec certains homologues murins de
Kriippel, les protéines Krox 1, Krox 2,
Krox 20 et Krox 24 (figure 5). Les pro-
téines Krox ont toutes en commun
I'existence de plusieurs doigts de zinc,
ce qui suggere un possible role com-
me facteurs de transcription. Cepen-
dant, jusqu’a présent, I’existence d’un
gene cible n’a pu étre démontrée que
pour un seul membre de cette famille,
Krox 20. Krox 20, qui est exprimé de
facon exclusive dans les rhombo-
meres 3 et 5, reégle 'expression du
géne Hox B2. La destruction du géne
Krox 20 chez la souris est marquée par
un développement anormal du cer-
veau postérieur [16, 17].

Cette nouvelle protéine Krox, que
nous avons appelée C-Krox (collage-
ne-Krox), présente plusieurs particu-
larités intéressantes dans le cadre de
I'étude des mécanismes moléculaires
de la fibrose. Cette protéine se lie de
facon spécifique aux éléments A et B
du promoteur du gene collal, mais

également a I’élément B du promo- e
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teur colla2, constituant ainsi le second
membre de la famille Krox pour le-
quel un géne cible a été identifié. C-
Krox, dont I’expression est réglée par
les facteurs de croissance présents
dans le sérum, accroit I’activité trans-
criptionnelle des promoteurs collal
et colla2. Le résultat probablement le
plus intéressant concernant 1’étude
moléculaire de la fibrose est que le
géne C-Krox est bien plus abon-
damment exprimé dans la peau, et
plus spécifiquement dans les fibro-
blastes dermiques, que dans n’im-
porte quel autre tissu, alors qu’il n’est
pas exprimé dans les os, I’autre source
majeure de collageéne de typel (figu-
re6). Le fait que C-Krox soit pré-
térentiellement exprimé dans les
fibroblastes est en accord avec les
résultats expérimentaux montrant
qu'un promoteur collal court est
exprimé spécifiquement dans les fi-
broblastes in witro. L’absence d’ex-
pression de ce geéne dans I’os suggere
que les mécanismes réglant I’expres-
sion des genes du collagéne de type I
dans l'ostéoblaste et le fibroblaste
sont différents. Notre hypothése est
que C-Krox pourrait jouer un role im-
portant dans I’expression fibroblas-
tique des geénes du collagéne de type I
dans les situations physiologiques et
pathologiques. Plusieurs expériences
doivent étre effectuées pour confir-
mer cette hypothése. En particulier,
I'étude du profil d’expression du
geéne C-Krox durant le développement
embryonnaire murin fournira des in-
formations importantes sur la fonc-
tion possible de ce nouveau facteur de
transcription. A plus long terme, I’étu-
de in vivo de la fonction de C-Krox
permettra de déterminer son réle du-
rant le développement et dans cer-
taines maladies.

Régulation de
I'expression des genes
du collagéne de type | par
les cytokines

L’expression des génes du collagene
de type I est réglée par de nombreuses
cytokines ainsi que par certains onco-
genes. Il est probable qu’une synthese
anormale de certaines de ces cyto-
kines dans les maladies fibrotiques
soit a I’origine de ’augmentation de
la synthése du collagéne de type I
comme d’autres protéines de la matri-

messsm— ce extracellulaire.
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Figure 6. Analyse de I'expression du géne C-Krox chez la souris par la métho-
dede protection ala RNase. A. 10 .ug d’ARN totaux extraits a partir de diverses
sources tissulaires de souris ont été hybridés avec une sonde C-Krox localisée
dans la région 5’ non traduite ainsi qu’une partie de la région codante de
I’ADNc de C-Krox. La sonde d’ARN antisens non digérée a une taille de 160 nu-
cléotides alors que la taille du fragment protégé est de 117 nucléotides (indi-
qué par une fleche). L’ARNLt de levure a été utilis€ comme contréle négatif. B.
111g d’ARN total collecté a partir de divers tissus de souris a été hybridé avec
une sonde témoin 3-actine. La sonde non digérée a une taille de 300 nucléo-
tides alors que le fragment protégé a une taille de 250 nucléotides (indiqué par
une fleche).
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Le transforming growth factor-3 (TGFp)
est un facteur de croissance multi-
fonctionnel qui stimule notamment la
synthese du collagene de type I et de
la fibronectine dans les fibroblastes en
culture [13, 18]. Cet effet peut égale-
ment étre reproduit chez I'animal :
des injections de TGFPB a des souris
nouveau-nées provoquent |’appari-
tion d’un granulome, composé essen-
tiellement de fibroblastes et de pro-
téines de la matrice extracellulaire
[19]. D’autre part, le TGFp agit au ni-
veau de la dégradation de la matrice
extracellulaire ; il diminue la synthese
de deux métalloprotéinases, la colla-
génase et la transine/stromélysine. Le
TGFP stimule également la sécrétion
des inhibiteurs de protéases et regle
donc l'activité des protéases; ainsi la
sécrétion de I'inhibiteur de I’activa-
teur du plasminogene et du tissue in-
hibitor of metalleproteases (TIMP) sont
élevées sous 'effet de ce facteur [18].
La résultante de ces multiples effets
du TGFB sur les fibroblastes est de fa-
voriser 'augmentation de la synthese
des protéines de la matrice extracellu-
laire. Du fait de ses multiples effets sur
le fibroblaste, le TGFB joue probable-
ment un réle crucial dans le processus
fibrotique.

Les mécanismes moléculaires de 1’ac-
tion du TGFp sur les fibroblastes ont
été étudiés dans plusieurs labora-
toires. Aprés interaction au niveau de
récepteurs membranaires spécifiques
ayant une activité sérine/thréonine
kinase, le TGFp entraine une cascade
d’événements encore mal connus qui
conduisent a une augmentation de
I'expression des génes codant pour
des protéines de lamatrice extracellu-
laire. Le TGFB agit sur différentes
étapes de la biosyntheése collagénique
et accélererait notamment la trans-
cription, la maturation et la sécrétion
des collagénes nouvellement synthéti-
sés. Parallelement, il augmenterait
aussi la stabilité des ARNm correspon-
dants [20]. Le TGFp stimule, notam-
ment, l'activité des promoteurs des
deux genes collal et colla2. Une sé-
quence située entre —350 et —290
dans le promoteur colla2 de souris et
de I’homme semblerait étre la sé-
quence cible du TGFB. Des expé-
riences de liaison de protéines a
I’ADN et de mutagenése dirigée ont
indiqué que, chez la souris, le site de
liaison CTF/NF-1 étaitresponsable de
I'activation transcriptionnelle du géne
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colla2 par le TGFp1 [13]. Une étude
sur le promoteur du géne colla2 hu-
main a révélé la présence d’un TGFP
responsive element (TPRE), localisé
entre —378 et —183, qui est respon-
sable de I'activation de la transcrip-
tion du gene colla2 par le TGF-B [21].
Les conclusions de cette étude mon-
trent que l'effet stimulant du TGFB
sur lactivité transcriptionnelle du
geéne colla2 est dii a I’augmentation
de la liaison d’un complexe de pro-
téines appelé TPRE protein complex
(TBRC) qui se lie au TPRE, et que cet
effet serait relayé par Spl. L’augmen-
tation de I’activité transcriptionnelle
du promoteur collal induite par le
TGFp nécessite la présence d’un élé-
ment cis situé plus en amont, a
- 1627 paires de bases. La nature du
facteur de transcription se liant a cet
élément n’a pas encore été détermi-
née.

La cachectine ou tumor necrosis factor-
o (TNFa) est un facteur polypepti-
dique également produit par les ma-
crophages. Il provoque une dimi-
nution de la transcription des génes
du collagene de type I : la synthese de
la protéine correspondante chez des
fibroblastes humains et des cellules
3T3 en présence de sérum est rédui-
te [22, 23]. Les mécanismes molécu-
laires d’action du TNFa sur I'activité
transcriptionnelle des génes du colla-
gene de type I sont actuellement en
cours d’étude. Des résultats prélimi-
naires indiquent que le TNF-ot induit
une diminution de I'activité transcrip-
tionnelle du promoteur du geéne
colla2 humain, et que cet effet im-
plique la méme région située entre
—-300 et —290 nécessaire a I'effet acti-
vateur du TGFp (Y. Inagaki, F. Rami-
rez ; communication personnelle).

Finalement, le produit de certains on-
cogenes tels que v-sr¢, v-mos et v-ras in-
hibe le programme de différenciation
des fibroblastes et la production de
nombreuses protéines de la matrice
extracellulaire telles que le collagéne
de typel [24]. Cette diminution de
I’expression des génes du collagene
de type I est un des phénomenes ini-
tiaux lors de la transformation onco-
génique des fibroblastes. D’autres cy-
tokines, telles l'interféron-y et Ia
leucoréguline, reglent également
I’expression des geénes du collagéne
de typel. Cependant, a I’exception du
TGFp et probablement du TNFo, le

(ou les) éléments cis responsables de
la régulation par ces différentes cyto-
kines n’ont pas été caractérisés.

l Conclusion

L’étude détaillée des éléments cis pré-
sents dans les génes du collagene de
type I, ainsi, que I’analyse des facteurs
de transcription qui interagissent avec
eux, ont déja permis de mieux com-
prendre les mécanismes moléculaires
qui contrélent I'activité de ces geénes
dans des situations pathologiques. 11
apparait  clairement que cette
connaissance est encore fragmentaire
et que ces études doivent étre pour-
suivies, notamment pour rechercher
de nouveaux facteurs de transcription
ayant une spécificité tissulaire d’ex-
pression. Compte tenu de la taille et
de la complexité de I'organisation des
genes collal et colla2, il est probable
que d’autres facteurs de transcription,
jouant un réle important dans I'ex-
pression osseuse et/ou dermique de
ces genes, restent a découvrir.
[’étude de C-Krox et de son possible
role dans la physiopathologie de la
sclérodermie devra étre poursuivie et
cela dans plusieurs directions. D’une
part, nous devons étudier son profil
d’expression au cours du développe-
ment embryonnaire de la souris afin
de savoir si C-Krox commence a étre
exprimé avant les génes du collagéne
de type I et peut jouer un réle dans la
différenciation du fibroblaste. Le réle
fonctionnel de C-Krox doit étre ap-
préhendé dans des modéeles de souris
transgéniques contenant dans leur gé-
nome plusieurs copies du site de liai-
son de C-Krox, par I’étude de I'ex-
pression de C-Krox dans des modéles
animaux de fibrose et de scléroder-
mie et, enfin, grace a la production de
souris transgéniques dépourvues de
C-Krox. Enfin, I'expression du géne
codant pour C-Krox étant réglée par
des facteurs de croissance présents
dans le sérum, il seraimportant de dé-
terminer si certaines de ces cytokines
ou facteurs de croissance connus pour
régler I’expression des génes du colla-
geéne de type I affectent également
I’expression du géne codant pour C-
Krox.

Ces diverses études fourniront égale-
ment des informations qui nous per-
mettront de mieux comprendre com-
ment les différentes cytokines, qui

interagissent avec des récepteurs spé- ——
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cifiques membranaires, peuvent affec-
ter D'activité transcriptionnelle des
génes du collagéne de type I. Nous
pensons que la diversité des facteurs
de transcription qui interagissent au
niveau des éléments régulateurs des
genes collal et colla2 est le reflet de la
multiplicité d’action engendrée par
les diverses cytokines connues pour
influencer TPactivité de 'ces genes.
Nous savons d’ores et déja que les cy-
tokines interagissent avec des récep-
teurs membranaires spécifiques et
qu’aprés activation de ces derniers, le
message peut étre transmis par di-
verses voies de transduction qui peu-
vent activer ou inhiber I'expression
desgenes du collagene de type . Nous
pouvons donc émettre I’hypothése se-
lon laquelle, dans les fibroblastes sclé-
rodermiques, une ou plusieurs de ces
voies de transduction intracellulaires
peuvent devenir plus actives que dans
des fibroblastes normaux, ceci ayant
pour cause une stimulation chro-
nique induite par une ou plusieurs cy-
tokines M

Summary

Regulation of the expression of type I collagen genes : implications for the

study of Scleroderma

Type I collagen, the most abundant
protein of the body, is preferentially
synthesized in bone, dermis, and ten-
dons by two cell types, the osteoblast
and the fibroblast. The expression of
type I collagen is increased in the va-
rious forms of fibrosis such as lung,
liver, bone marrow fibrosis and scle-
roderma. Type I collagen is a hetero-
trimer molecule consisting of two
al(I) chains and one o2(I) chain.
The two polypeptide chains are syn-
thesized in a 2:1 stoichiometry. The
same 2:1 ratio is observed for the rate
of synthesis of the corresponding
mRNAs. One hypothesis that would
explain how this coregulation occurs
at the transcriptional level is that
common cis-acting elementsare pre-
sent on both genes. These common
regulatory elements would bind
identical transcription factors dis-
playing the same function. The cha-
racterization of the various regulato-
ry elements present in these genes
would foster our understanding of
the molecular mechanisms control-

ling type I collagen genes expression
in normal and in pathological situa-
tions. Over the past few years, several
laboratories have identified cis-acting
elements in the promoters of the
collal and colla2 genes. At least, two
of these cis-acting elements are com-
mon to both promoters. One is cen-
tered by a pentanucleotide CCAAT
and binds a ubiquituously expressed
heteromeric CCAAT binding factor.
A second one is centered by a G-rich
region and it binds a new transription
factor called C-Krox. Interestingly, C-
Krox gene, whose expression is regula-
ted by growth factors, is preferentially
expressed in skin fibroblasts in mice
and is absent in bone suggesting that
it plays a role in the fibroblast specific
expression of type I collagen genes.
The knowledge of how this and even-
tually other transcription factors act
to regulate collagen expression will
eventually lead to a better understan-
ding of the increased type I collagen
gene expression seen in diseases such
as scleroderma.



