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Résumé — L’endothélium forme un tissu qui posséde une identité propre due a ’expres-
sion spécifique de marqueurs moléculaires par les cellules endothéliales. L’endothélium
. , " PP . . . , .
présente d’autre part une hétérogénéité de structure qui est illustrée par 1’expression
de marqueurs spécifiques des artéres ou des veines. Nous présentons ici une revue des
mécanismes de régulation transcriptionnelle et épigénétique des principaux marqueurs
des cellules endothéliales chez ’Homme et la souris qui démontre qu’il n’existe pas de

mécanisme commun et unique d’expression spécifique de génes dans ces cellules.
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Abstract — Genes that make the endothelial identity.

The endothelium is a tissue with a distinct identity due to the specific expression of
molecular markers by endothelial cells. Further, the endothelium displays a structural
heterogeneity illustrated by the expression of specific markers in arteries and in veins.
Here, we present a review of the transcriptional and epigenetic mechanisms regulating
the expression of the main markers of endothelial cells in man and mouse, demonstrat-
ing that there is no common and unique mechanism of specific expression of genes in

these cells.

Key words: Angiogenesis / endothelium / gene regulation / transcription / epigenetics

L’endothélium est la couche de tissu monocellulaire
qui recouvre la surface interne des vaisseaux san-
guins, directement au contact du sang. Une de ses ca-
ractéristiques principales est d’étre non-thrombotique
a l’état normal et de former, dans sa grande majo-
rité, une barriere sélective d’échanges entre le sang
et les organes irrigués. L’endothélium se distingue
par un ensemble de molécules parmi lesquelles on
trouve essentiellement des protéines membranaires,
marqueurs spécifiques ou quasi spécifiques de l'en-
dothélium vasculaire, telles que Flk-1/VEGFR-2,
Tie-2, CD31/PECAM, eNOS ou VE-cadhérine. Ce-
pendant, I'identité endothéliale n’est pas aussi sim-
plement définie, dans la mesure ou l’endothélium
présente aussi une variété de formes selon son ori-
gine et sa localisation tissulaire. En effet, au cours du
développement, le plexus vasculaire initialement formé
est remodelé pour donner naissance a un arbre com-

plexe et hétérogene fait de gros vaisseaux, les arteres
et les veines, et de plus petits vaisseaux, les artérioles,
les veinules et les capillaires. La différenciation artério-
veineuse s’effectue trés précocement chez ’embryon,
juste apres la mise en place du flux sanguin. La
différenciation artérielle ou veineuse se manifeste par
la mise en place de différents marqueurs qui sont
spécifiques de ces deux systemes, parmi lesquels se
trouvent les protéines membranaires de la famille
EphrinB et leurs récepteurs EphB et les récepteurs de
la famille des neuropilines Nrp-1 et Nrp-2. L’EphrinB2
et Nrp-1 sont des marqueurs du systeme artériel alors
qu’EphB4 et Nrp-2 sont des marqueurs veineux. La
voie Notch est également déterminante dans la mise
en place et le maintien du phénotype artériel. Chez
le poisson-zebre, I'inhibition de cette voie empéche
la mise en place du marqueur artériel EphrinB2 et
son activation entraine une perte d’expression des
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marqueurs veineux EphB4 et Flt4 (Lawson et al.,
2001). De méme, chez la souris, l'inactivation des
genes cibles de Notch-1, Heyl et Hey2 ou du gene
Dll4 entraine la perte des marqueurs artériels au ni-
veau des cellules endothéliales (Fischer et al., 2004 ;
Duarte, 2004). D’autre part, 'expression chez la sou-
ris adulte d’un transgene codant pour la forme activée
du récepteur Notch-4 entraine une artérialisation des
vaisseaux qui se manifeste par I'apparition ectopique
du marqueur artériel EphrinB2 dans les cellules en-
dothéliales veineuses (Carlson et al., 2005).

Régulation transcriptionnelle
dans I'’endothélium

Bien avant de pouvoir étudier les mécanismes trans-
criptionnels qui dirigent ’expression spécifique de
molécules dans chaque type d’endothélium, I'identi-
fication des mécanismes de base qui restreignent ’ex-
pression a la cellule endothéliale des marqueurs les
plus répandus parmi ces cellules reste un sujet d’actua-
lité. 11 faut immédiatement remarquer qu’aucun fac-
teur de transcription capable de diriger seul 1'expres-
sion spécifique de génes dans les cellules endothéliales
n’a encore été identifié. Cependant, ’analyse des pa-
trons d’expression au cours du développement nor-
mal et pathologique ainsi que les phénotypes induits
consécutivement a linvalidation du gene de cer-
tains facteurs de transcription ont permis de mettre
en évidence certains facteurs importants pour l'en-
dothélium. C’est le cas des génes de la famille des fac-
teurs de transcription ETS tels que Fli-1, Ets-1 et Erg
ou le répresseur Net, notamment, mais aussi d’autres
facteurs tels que ceux de la famille GATA, Lmo2,
Scl/Tal-1 ou COUP-TFII pour la différenciation vei-
neuse.

Les mécanismes de régulation des genes dans les
cellules endothéliales et les lignées hématopoiétiques
présentent des mécanismes et des facteurs de trans-
cription communs, ce qui pourrait s’expliquer par
l'origine embryonnaire supposée commune de leurs
progéniteurs : les hémangioblastes. Le facteur de
transcription Scl/Tal-1 est un acteur majeur de la
différenciation des diverses lignées hématopoiétiques
(Robb et al.,, 1996). 11 s’exprime préférentiellement
dans les cellules souches sanguines mais son expression
est également retrouvée dans les angioblastes et dans
les cellules endothéliales matures (Kallianpur et al.,
1994). L’inhibition de 'expression de Scl/Tal-1 par in-
activation du géne confirme son role essentiel dans la
différenciation des cellules hématopoiétiques; de plus
I’absence d’angiogenese dans le sac vitellin d’embryons
de souris Tall ~/~, chez qui I'expression du facteur a
été restaurée dans les cellules hématopoiétiques pri-
mitives, établit un lien entre ce facteur et la forma-

tion des vaisseaux sanguins (Visvader et al., 1998).
Dans le cadre de la régulation hématopoiétique, ce fac-
teur interagit avec les partenaires GATA-1 et GATA-2
ou le facteur de transcription Lmo2 en complexes
multi-protéiques. (Wadman et al., 1997). L’expres-
sion des facteurs Scl/Tal-1 et Lmo2 est elle-méme
régulée par des membres de la famille ETS : les fac-
teurs Fli-1 et Elf-1 agissent sur un enhancer (une
région capable d’activer la transcription du gene de
fagon autonome, indépendamment d’une orientation
ou d’un positionnement défini par rapport au promo-
teur (Laumonnier et al., 2000)) situé dans la région
3’ du gene Scl/Tal-1 qui dirige son expression dans
les cellules souches hématopoiétiques et dans les cel-
lules endothéliales (Wadman et al., 1997). Les fac-
teurs Fli-1 et Elf-1 régulent également, en association
avec Ets-1, le promoteur proximal de Lmo2 (Landry
et al., 2005). Fli-1 semble jouer un réle central dans
la différenciation hématopoiétique et endothéliale au
cours du développement dans la mesure ol son in-
activation chez le xénope ou le poisson-zebre induit
une forte réduction ou une absence d’hémangioblastes
et ou sa surexpression permet I'induction de facteurs
clés pour cette différenciation, tels Scl/Tal-1, Lmo2,
GATA2 ou Flk-1 (Liu et al., 2008).

Les promoteurs endothéliaux

La régulation spécifique de D'expression des genes
dans les cellules endothéliales est conditionnée par la
présence de régions de régulation dans le promoteur
proximal et dans la séquence du gene et par les in-
teractions de ces différentes régions entre elles. Ces
régions conditionnent ’expression spécifique, soit en
favorisant I'expression dans les cellules endothéliales,
soit en inhibant la transcription du gene dans les cel-
lules non-endothéliales.

Le gene Flt-1

Le gene Flt-1 est essentiellement exprimé dans les cel-
lules endothéliales, il code pour un des récepteurs au
VEGEF. L’expression de ce géene est détectée a partir
de 8,5 j de développement embryonnaire, puis dans
les cellules endothéliales impliquées dans les proces-
sus de vasculogenese et d’angiogenese (Millauer et al.,
1993). L’expression diminue chez ’adulte mais elle est
réactivée lors de 'angiogenese physiologique (Mochida
et al., 1996) ou tumorale (Plate et al., 1993). Son ex-
pression est également détectée dans les macrophages
(Akuzawa et al., 2000) et au niveau du trophoblaste
(Shore et al., 1997). Le promoteur humain contient
une boite TATA et une région riche en GC; le site
d’initiation de la transcription a été localisé 25 pb en
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aval de la boite TATA (Morishita et al., 1995). L’ana-
lyse d’un fragment de promoteur [-2,5/4284] a per-
mis de localiser une région impliquée dans I’expression
spécifique du gene dans les cellules endothéliales située
dans les 200 pb en amont du premier exon (Wakiya
et al., 1996). Un site de réponse a I’AMPc ou au cal-
cium (c-AMP or calcium responsive element, CRE) en
position [-83/-76] et un site de fixation des facteurs
ETS (ETS-binding site, EBS) en position [-54/-51]
sont impliqués dans la régulation de cette région, la
mutation de chacun de ces sites diminuant de 90 %
Iactivité du promoteur proximal dans les cellules en-
dothéliales. Des expériences de transactivation avec les
facteurs Ets-1, Ets-2 et Erg ou de mutagenese ont
montré que les membres de la famille ETS étaient
impliqués dans la régulation et que les deux motifs
EBS et CRE étaient nécessaires pour que cette tran-
sactivation ait lieu (Wakiya et al., 1996). Le facteur
Ets-1 pourrait étre un bon candidat; en effet, une
corrélation significative de I'expression de Ets-1 et de
Flt-1 a été observée dans les cellules endothéliales de
gliomes humains (Valter et al., 1999). Une coopération
entre Ets-1 et HIF-2a a aussi récemment été ob-
servée pour l'activation de ce gene dans les cellules
endothéliales en dehors du contexte hypoxique (Dutta
et al., 2008).

Le géne Tie-1

L’expression du gene Tie-1 est détectée a 8,5 j de
développement embryonnaire dans les angioblastes du
mésenchyme de la téte, au niveau de 'aorte et dans les
ilots sanguins primitifs du sac vitellin. Le géne est ex-
primé de facon uniforme dans les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins de I’embryon tout au cours du
développement. Son expression persiste chez 'adulte
dans les vaisseaux du poumon mais diminue dans le
coeur et dans le cerveau. Ce geéne est réactivé lors
de l'angiogenese physiologique comme lors de la ci-
catrisation, et tumorale dans les glioblastomes et les
mélanomes. Le gene murin est codé par 33 exons qui
s’étendent sur 19 kb. Le promoteur du gene ne contient
pas de boite TATA, ni de boite CAAT (Korhonen
et al., 1995). Plusieurs sites d’initiation de la trans-
cription ont été localisés dont deux sites majeurs dans
les régions appelées P1 et P2 (Iljin et al., 1999). Les
promoteurs humain et murin présentent des séquences
a forte homologie dans les 900 pb en amont du site
d’initiation de la traduction (Korhonen et al., 1995).

Entre 8 j et 8,5 j de développement, le fragment
de 735pb AfllI/Apal du promoteur souris permet une
expression du gene LacZ placé en aval dans les cel-
lules endothéliales de I'aorte dorsale, du coeur, et dans
les arteres vitellines in wvivo, certaines cellules san-
guines étant provisoirement marquées. Puis 1'expres-

sion du gene LacZ s’étend aux cellules endothéliales
de tout ’embryon au cours du développement, le pro-
fil observé correspondant alors a celui obtenu lors
de la détection des ARNm Tie-1 par hybridation in
situ. Tout comme le gene endogene, 'expression de
ce rapporteur diminue dans certains organes comme
le cerveau chez les souris adultes. L’utilisation d'un
fragment de 5kb du promoteur humain restitue le
méme profil (Korhonen et al., 1995). L’activité de
cette région de 735 pb est conditionnée par I'existence
dans une séquence interne de 300 pb d’un doublet de
sites EBS dans chacune des régions P1 et P2 et d’une
séquence octamere, séquence normalement reconnue
par des membres de la famille POU. Un site AP2
dans cette région pourrait également intervenir dans la
régulation. Le role primordial du doublet de sites EBS
de la région P2 a été démontré in vitro et in vivo, la
mutation de ce site provoquant une chute de I’expres-
sion du gene LacZ dans les embryons transgéniques
ou seuls quelques vaisseaux apparaissent marqués. La
mutation de chacun des doublets de P1 et P2 abolit la
transactivation par les facteurs Nerf-2, Ets-1 et Ets-2
qui était observée et éteint completement ’activité du
promoteur dans les cellules endothéliales (Iljin et al.,
1999).

Le gene Robo-4

La protéine ROBO-4 appartient a la famille des
récepteurs ‘Roundabout’ dont les trois premiers
membres sont impliqués dans le guidage axonal et
la migration des cellules neurales par leur interaction
avec les ligands Slit. Le géne Robo-4 est le seul membre
de cette famille qui soit spécifiquement exprimé dans
les cellules endothéliales de I'embryon (Park et al.,
2003) et de l'adulte. Son expression est également
détectée lors de l'angiogenese tumorale (Huminiecki
et al., 2002). Le promoteur du géne humain ne possede
pas de boite TATA et le site d’initiation de la trans-
cription a été localisé a 37 pb en amont du codon
d’initiation de la traduction (Okada et al., 2007).
Le fragment de promoteur humain de 3 kb situé en
amont du site d’initiation de la transcription permet
une expression spécifique du géne dans les cellules en-
dothéliales in vitro et in vivo. En effet, le profil d’ex-
pression LacZ obtenu avec ce fragment de promoteur
correspond a un marquage des cellules endothéliales
de I'embryon et de l'adulte dans tous les organes.
Le marquage n’est pas uniforme, les petits vaisseaux
étant par exemple généralement plus marqués que les
gros. Ce profil d’expression est le méme que celui ob-
servé dans les expériences de ‘knock-in’ ou le gene
LacZ est placé dans le locus Robo-4 sous le controle
du promoteur endogene. L’analyse in wvitro montre
que l’ensemble de la région promotrice participe a
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Iexpression préférentielle du gene dans les cellules
endothéliales, mais deux régions semblent contribuer
plus majoritairement a la spécificité endothéliale : le
promoteur proximal et la région [-2550/-2516] (Okada
et al., 2007). La région [-285/ +40] du geéne Robo-4
est fortement conservée entre les especes rat, souris
et Homme, ce qui suggere que la régulation de cette
région pourrait étre sous le controle d'un mécanisme
conservé. L’activité du promoteur proximal nécessite
la présence de deux sites de fixation du facteur Spl en
-153 et -42 et, surtout, d’un site EBS en -119. Le fac-
teur Spl est capable de transactiver le promoteur de
3 kb et la mutation de ses deux sites de fixation abo-
lit la transactivation observée. D’autre part, le facteur
GABP, un membre de la famille ETS, interviendrait
au niveau du site EBS. Ce facteur se fixe sur les régions
promotrices sous forme d’hétérodimere GABP-a avec
I'unité § ou 7. C’est la premiere fois que ce facteur
est décrit comme intervenant dans la régulation d’un
gene marqueur des cellules endothéliales, son implica-
tion ayant été par ailleurs décrite dans la régulation
de genes des lymphocytes ou des cellules myéloides
(Shimokawa et al., 2005). La mutation du site EBS -
119 dans le locus du gene Robo4 entraine une forte di-
minution d’expression du gene in vivo, ce qui démontre
I’importance de ce site dans la régulation du gene dans
les cellules endothéliales (Okada et al., 2008).

Les génes comportant un enhancer
intronique

Le géne Flk-1

Le geéne Flk-1 (fetal liver kinase-1) est un des mar-
queurs les plus précoces des cellules endothéliales, il
code pour un récepteur au VEGF. 1l est exprimé des
7,5 jours de développement dans les ilots sanguins pri-
mitifs du sac vitellin et au niveau du mésoderme de
I’embryon, dans le territoire ou se différencie le coeur.
Au cours de I'organogenese, son expression se retrouve
ensuite spécifiquement dans les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins issus des processus de vasculo-
genese et d’angiogenese (Yamaguchi et al., 1993). Son
expression est, par la suite, fortement diminuée chez
ladulte (Millauer et al., 1993) et elle n’est réactivée
que lors de la formation de nouveaux vaisseaux san-
guins au cours de processus physiologiques ou patho-
logiques comme ’angiogenese tumorale observée dans
les glioblastomes (Plate et al., 1993). La région 5’ du
gene flk-1 murin comporte un seul site d’initiation de
la transcription. Le promoteur ne comporte pas de
boite TATA ou CAAT mais une séquence riche en C et
T, dont l'organisation est similaire a I’élément initia-
teur (PyPyAT/APyPy) avec, notamment, la présence

de plusieurs sites potentiels de fixation pour le fac-
teur Spl dans son environnement immédiat (Ronicke
et al., 1996). L’analyse de lactivité transcriptionnelle
de fragments du promoteur a montré que le fragment
[-1900/ +299] favorise I’expression d’un géne rappor-
teur dans les cellules endothéliales, notamment grace
a la région [+137/4299] qui correspond & la région
5" non-traduite du premier exon et qui contient un
élément de régulation positive (Ronicke et al., 1996).
L’analyse in vivo a montré que cette région était im-
portante pour l'expression de Flk-1 dans les cellules
endothéliales du sac vitellin (Kappel et al., 1999).
Deux régions négatives entre -4100 et -623 participent
également a l’expression spécifiquement endothéliale
en diminuant l'activité du gene dans les cellules non-
endothéliales (Ronicke et al., 1996). L’analyse in vi-
tro du promoteur du gene homologue humain KDR
(‘kinase domain-containing receptor’) a, de la méme
fagon, permis de localiser I'initiation de la transcrip-
tion dans une région dépourvue de boite TATA, mais
riche en sites Spl. Le facteur Spl est un facteur de
transcription décrit comme un activateur qui facili-
terait le recrutement de la machinerie transcription-
nelle sur les séquences des promoteurs qui ne disposent
pas de boite TATA (Pugh et al., 1991). La localisa-
tion des régions de régulation differe de celle du pro-
moteur murin. Deux régions de régulation positives
spécifiquement endothéliales ont en effet été localisées
en [-225/-164] et [-95/-77] (Patterson et al., 1995).

Les especes murines et humaines pourraient
néanmoins partager des mécanismes communs pour
la régulation de leur promoteur proximal qui contient
dans les deux cas des sites de fixation pour plu-
sieurs facteurs Spl, AP2 et NFkB (Patterson et al.,
1997). Le promoteur proximal humain a été étudié
pour sa capacité a fixer Spl par des expériences d’em-
preinte & la DNAse. Le profil d’empreinte dans des
cellules endothéliales est similaire au profil de fixa-
tion de Spl in vitro, a savoir quatre sites Sp1l localisés
entre -110 et -25. Dans des cellules non-endothéliales,
le profil de protection obtenu est tres différent et
répétitif. Il pourrait s’expliquer soit par la fixation
de facteurs différents sur la séquence dans les cellules
non-endothéliales, soit par I'enroulement de ’ADN au-
tour des nucléosomes qui ne seraient déplacés que dans
les cellules endothéliales pour permettre la fixation
de Spl (Patterson et al., 1997). Un remaniement de
la chromatine dépendant du type cellulaire pourrait
donc intervenir dans la régulation du gene. L’étude
du promoteur proximal murin a montré que deux sites
EBS, appelés EBS-3 et EBS-6, pouvaient étre activés
par Ets-1 in vitro et que la mutation du site EBS-3
diminue fortement l'expression dirigée par le promo-
teur dans les cellules endothéliales in vivo et in vitro
(Kappel et al., 2000). Ces deux sites EBS sont im-
pliqués dans la coopération qui s’opere au niveau du



Les geénes qui font I'identité endothéliale 129

promoteur proximal entre le facteur Ets-1 et le facteur
HIF-2a. Deux sites apparentés au motif de réponse
a Uhypoxie (‘hypoxia response element’, HRE) sont
en effet localisés a -120 et -78, a proximité de cha-
cun des deux EBS et les deux facteurs agissent en sy-
nergie : le facteur HIF-2« facilite la fixation de Ets-1
sur la séquence promotrice, les deux facteurs agissent
alors en coopération pour transactiver le promoteur
proximal de Flk-1. La mutation des deux tandems
HRE/EBS dans un transgene abolit I'expression du
gene rapporteur dans les cellules endothéliales in vivo
(Elvert et al., 2003).

D’autres expériences in wvivo ont montré que,
contrairement a ce qui avait été observé au cours de
Panalyse in wvitro, le fragment [-1900/+299] de pro-
moteur murin est insuffisant pour diriger une ex-
pression endothéliale satisfaisante et reproductible du
gene rapporteur LacZ chez la souris. Des séquences
de régulation supplémentaires sont donc nécessaires
in vivo. L’ajout de 2,3 kb de la partie 3’ de I'intron
1 [+1677/43947] au promoteur [-640/4-299] dans un
transgene a permis d’obtenir une expression forte et
reproductible du gene rapporteur dans les cellules en-
dothéliales des vaisseaux de la téte, des vaisseaux in-
tersomitiques, de l'aorte dorsale, et de ’endocarde.
Le profil d’expression endogene du gene Flk-1 est
donc respecté avec cette séquence et ce, a différents
stades du développement, puisque 'on retrouve 1’ex-
pression du rapporteur des 7,8 j dans les angioblastes
du sac vitellin et dans les cellules endothéliales de
tous les stades entre 7,8 et 14,5 j. Tout comme dans
le profil d’expression du gene Flk-1, cing jours apres
la naissance, on voit une diminution de I'expression
du rapporteur dans la majeure partie des organes.
Cet intron agit comme un ‘enhancer’ mais il doit ce-
pendant étre associé a d’autres éléments positifs de
régulation de la transcription présents dans le pro-
moteur pour restituer le profil du gene endogene en
transgénese. Cet enhancer correspond aux 510 pb
[+3437/+3947] situées juste en amont du second exon
(Kappel et al., 1999) et les facteurs susceptibles d’in-
tervenir dans sa régulation ont été analysés : deux sites
Scl/Tal-1 sont fondamentaux et la mutation d’un site
GATA rend 'enhancer completement inactif in vivo.
Les cellules endothéliales expriment majoritairement
GATA-2, mais aussi GATA-3, GATA-4 et GATA-5.
Le facteur GATA-2 intervient dans la régulation du
gene endothélial de la préproendothéline (Dorfman
et al., 1992) et on a montré qu'il pouvait transacti-
ver le promoteur proximal du géne ICAM-2 (Cowan
et al., 1998). L’enhancer du gene Flk-1 contient
donc des séquences de régulation pour deux fac-
teurs de transcription impliqués dans la différenciation
hématopoiétique, les facteurs Scl/Tal-1 et GATA-2
et pour la famille ETS (Kappel et al., 2000). De
fagon intéressante, I’expression du gene Flk-1 a été

détectée des 7 j de développement embryonnaire dans
les cellules du mésoderme avant la formation des
ilots sanguins, ses mécanismes de régulation suggerent
donc fortement qu’il pourrait étre un marqueur des
hémangioblastes. Cependant, I’expression de Flk-1 est
régulée négativement par Runxl1, directement au ni-
veau de son promoteur, un mécanisme probablement
a lorigine de l'arrét d’expression de Flk-1 dans les
cellules hématopoiétiques (Hirai et al., 2005).

Chez le poisson-zebre (Danio rerio), 'analyse des
6,4 kb de la région promotrice située en 5’ du site d’ini-
tiation de la traduction montre que cette séquence
permet de restituer le profil d’expression endogene
de Flk-1 au début du développement mais que cette
région ne contient pas les éléments responsables de la
disparition d’expression chez ’adulte. Par découpage,
un enhancer [-4353/-3543] a pu étre localisé qui dirige
I’expression dans les cellules endothéliales mais aussi
dans certains autres types cellulaires dans le cerveau et
les yeux. Un fragment supplémentaire [-5045 /-4325]
est nécessaire in vivo pour réduire 'expression aux
cellules endothéliales et contient des sites de fixation
putatifs pour les répresseurs engrailed, pbx, brn-3 qui
sont exprimés dans le cerveau et les yeux. Tout comme
Ienhancer murin, la région [-4353/-3543] contient de
nombreux sites potentiels de fixation pour les fac-
teurs Scl/Tal-1, GATA et les membres de la famille
ETS, ce qui peut suggérer un mécanisme de régulation
conservé. (Choi et al., 2007).

Le géne Tie-2

L’expression de Tie-2 est détectée dans les ilots san-
guins primitifs du mésoderme extra-embryonnaire des
7,5 j de développement. Son expression est ensuite
trouvée dans tous les organes, au niveau des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins issus de la vascu-
logenese et de I'angiogenese. Son expression diminue
chez ladulte mais reste détectable (Schnurch et al.,
1993 ; Dumont et al., 1995). Ce geéne est a nouveau
fortement exprimé lors de la réactivation de I’angio-
genese au cours de la formation du placenta (Schnurch
et al., 1993), lors de cicatrisation ou lors de 1’angio-
genese tumorale (Peters et al., 1998). Le géne murin
ne possede pas de boite TATA mais une boite CCAAT
a été localisée en position -65 pb par rapport au site
d’initiation de la transcription (Fadel et al., 1998). Le
fragment de gene [-200/+300] utilisé dans un vecteur
rapporteur en transgénese ne permet pas d’observer
de coloration LacZ dans les embryons mais 'utilisa-
tion d’'un fragment plus long qui s’étend sur 900 pb
en amont du site d’initiation de la transcription per-
met d’obtenir une coloration spécifique dans les cel-
lules endothéliales. L’expression est détectée des 7,5 j
dans le mésoderme extra-embryonnaire, puis a 8,5 j,
les cellules endothéliales de ’aorte dorsale, des arteres
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intersomitiques, de I’endocarde et du sac vitellin, ap-
paraissent marquées. A partir de 9,5 j, Uexpression di-
rigée par le transgene diminue et ne se retrouve qu’au
niveau de l'aorte dorsale, de certains arcs aortiques, et
du sac aortique. Le marquage devient tres hétérogene
et ne concerne que quelques populations des cellules
endothéliales de ’endocarde et des arteres intersomi-
tiques, alors que le foie apparait tres coloré. Apres
12,5 j, le marquage ne se retrouve plus que dans le foie
et plus aucune coloration n’est détectée chez I'adulte.
Le placenta des souris transgéniques gestantes n’est
pas coloré, ce qui est différent du profil d’expression du
gene Tie-2 endogene. Méme 1'utilisation d’une région
promotrice beaucoup plus longue, qui s’étend a 7,2 kb
en amont du site d’initiation, ne permet pas de resti-
tuer le profil endogene du gene. L’analyse in vivo du
fragment de promoteur de la région [-1200/+300] a
permis de mettre en évidence deux régions qui seraient
importantes pour réguler ’expression du gene dans les
cellules endothéliales. La premiere région, de 223 pb,
est située en 5 du gene au niveau [-760/-537]. Le re-
trait de cette région affecte considérablement I’expres-
sion de LacZ, qui ne se retrouve plus que dans quelques
cellules endothéliales de la veine cardinale et de 'aorte
dorsale de ’embryon. La seconde région située dans
le premier exon, de 250 pb, semble également fonda-
mentale puisqu’aucune expression LacZ n’est détectée
dans les embryons issus de la transgénese en son ab-
sence (Schlaeger et al., 1995). Cependant, tous ces
fragments de promoteur ne permettent pas de resti-
tuer le profil d’expression complet du gene Tie-2. En
utilisant les 1,8 kb de la région promotrice a laquelle
sont ajoutés 10 kb de la portion 5 du premier in-
tron dans le cadre d’un vecteur de transgénese, ’ana-
lyse des embryons a 11,5 j montre une forte coloration
(-galactosidase dans tous les vaisseaux sanguins, qui
persiste au cours du développement et chez I'adulte
dans les vaisseaux sanguins du cerveau et de nom-
breux organes comme le cceur, les reins, la rate entre
autres. Cette séquence intronique contient donc une
région de régulation qui permet d’obtenir une expres-
sion forte et uniforme du transgene. De plus, tous les
embryons transgéniques obtenus sont colorés. L’ajout
du premier intron permet donc de supprimer les va-
riations de coloration dues au site d’intégration du
transgene. Un fragment interne de 1,7 kb de cet intron
active spécifiquement la transcription dans les cellules
endothéliales mais pas dans les fibroblastes in witro.
L’essentiel de la fonction serait porté par un élément
interne de 303 pb. Le fragment de 1,7 kb intronique et
sa région interne de 303 pb sont capables d’activer in
vitro de facon autonome la transcription dirigée par
un promoteur minimal dans les cellules endothéliales.
Cette fonction d’enhancer a été confirmée in vivo :
les souris transgéniques issues de 'injection du frag-
ment de 1,7 kb montrent un méme profil d’expres-

sion, assez similaire & celui obtenu avec les 10 kb de
séquence intronique, mais de fagon un peu moins uni-
forme, avec, par exemple, une absence de marquage
au niveau des glomérules du rein. (Schlaeger et al.,
1997). Le promoteur proximal comporte également
une région U (-105/-96) et une région A (-76/-57)
qui seraient des régions positives de régulation. Une
analyse par empreinte & la DNAse a mis en évidence
une région B (-38/-20) ou se formerait un complexe
différent entre les cellules endothéliales et les cellules
non-endothéliales (Fadel et al., 1998). Les sites qui
pouvaient étre impliqués dans la régulation de cette
région intronique ont été étudiés in vivo en analysant
l’activité du transgene ou les 1,7 kb ont été placés en
amont d’un promoteur minimal dirigeant ’expression
LacZ. La suppression d’un site EBS dans cet enhan-
cer abolit completement ’activité transactivatrice et
de méme pour un fragment qui comporte des sites de
fixation pour les différents facteurs bZIP, CP2-v et
pour un membre de la famille ETS, le facteur PEA3
(Schlaeger et al., 1997).

Le facteur NERF2, un membre de la famille ETS,
serait impliqué dans le mécanisme de régulation de
Iexpression du gene dans les cellules endothéliales
exercé par la région située dans le premier exon.
Ce facteur est capable de transactiver cette région
du promoteur et cette activation ne peut se faire
sans la présence de cette région de régulation. L’ana-
lyse informatique de la séquence a permis d’identifier
une région ou se trouvent cinqg sites EBS successifs.
Deux de ces sites apparaissent fondamentaux pour la
régulation : la mutation des deux sites EBS4 et EBS5
abolit la transactivation du fragment de promoteur
[-900/4-300] par le facteur NERF2 et diminue de 50 %
lactivité de ce fragment de promoteur dans les cel-
lules endothéliales alors que 'activité dans les cellules
non-endothéliales n’est presque pas modifiée. La fixa-
tion de ce facteur sur la séquence de cette région dans
les cellules endothéliales a été démontrée par gel re-
tard et le site EBS4 montre la plus forte affinité pour
le facteur NERF2. Cette régulation pourrait étre un
mécanisme conservé car la séquence qui contient les
sites EBS existe également avec 100 % d’homologie
sur le promoteur humain (Dube et al., 1999).

Le gene VE-cadhérine

La VE-cadhérine est une protéine transmembranaire
présente au niveau des jonctions adhérentes des cel-
lules endothéliales. Cette molécule est notamment im-
pliquée dans le controle de la perméabilité vasculaire
(Gavard et al., 2006), elle participe & I'inhibition de
contact de la prolifération des cellules en situation
de confluence (Caveda et al., 1996) et par son in-
teraction avec VEGFR-2, elle transmet un signal de
survie cellulaire émis par le VEGF a l'intention des
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cellules endothéliales (Carmeliet et al., 1999). L’ex-
pression du gene VE-cadhérine est spécifiquement
détectée dans les cellules endothéliales in wvitro et in
vivo (Breier et al., 1996) ; elle est observée des 7,5 j de
développement embryonnaire dans les ilots sanguins
primitifs du sac vitellin. Au cours du développement
embryonnaire, le gene VE-cadhérine est exprimé dans
les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins issus
des processus de vasculogenese et d’angiogenese et son
expression se retrouve au niveau de tous les organes
de I'embryon. L’expression de la VE-cadhérine per-
siste chez ’adulte dans tous les vaisseaux sanguins,
sauf au niveau des capillaires cérébraux ou elle dimi-
nue. Son expression a également été décrite dans le
trophoblaste (Breier et al., 1996).

Un seul site d’initiation de la transcription a été
localisé sur la séquence murine, il se situe au début du
premier exon, a 75 pb en amont du site d’initiation
de la traduction. Le promoteur est dépourvu de boite
TATA ou CAAT (Huber et al., 1996). La séquence
promotrice murine présente des ilots CpG au niveau
des régions [-1012/-811] et [-1590/-1535] qui ne sont
pas conservés dans les 3,5 kb de la séquence promo-
trice humaine (Prandini et al., 2005). Trois régions
de régulation ont été initialement identifiées : le pro-
moteur proximal [-139/424], qui permet une expres-
sion non spécifique des cellules endothéliales et des
régions de régulation spécifique négatives [-289/-140]
et [-2226/-1191] plus distales, qui interviennent dans
I’expression spécifique du gene dans les cellules en-
dothéliales en diminuant la transcription dans les cel-
lules non-endothéliales (Gory et al., 1999). L’analyse
in vivo par transgénese chez la souris confirme I'im-
portance de ces régions. Le gene rapporteur CAT
placé en aval du fragment [-2486/+24] du promo-
teur murin, qui contient I’ensemble des régions iden-
tifiées, s’exprime dans les cellules endothéliales de
I’embryon des 7,5 j de développement embryonnaire et
son expression persiste dans les vaisseaux de ’adulte,
a lexception des capillaires cérébraux. La région
[-2486/424] du promoteur permet donc de restituer
quasiment completement le profil endogene du gene
VE-cadhérine chez 'embryon et chez ’adulte, ce qui
suggere que la majorité des régions impliquées dans
la régulation spécifique de 'expression du gene dans
les cellules endothéliales y sont présentes (Gory et al.,
1999). Un enhancer a également été identifié dans
une région de 4 kb située dans la région 5’ du pre-
mier intron, qui permet d’augmenter I’expression de
cette région dans les cellules endothéliales in vivo. Les
éléments de réponse présents dans cette région n’ont
pas été identifiés (Hisatsune et al., 2005).

La transcription basale au niveau du promoteur
proximal dépend d’une séquence riche en GT située
en [-49/-39] et de deux sites EBS, EBS2 [-93/-90] et
EBS4 [-109/-106]. La mutation de chacun de ces sites

provoque une chute d’au moins 70 % de l'activité du
promoteur proximal dans tous les types cellulaires. Le
site riche en GT permet la fixation des facteurs de
transcription Sp1 et Sp3 dans les cellules endothéliales
et dans les cellules non-endothéliales. La présence si-
multanée sur le promoteur des facteurs Spl, un fac-
teur activateur et Sp3, un potentiel répresseur, pour-
rait intervenir dans le cadre d’une modulation de la
transcription (Gory et al., 1998). Parmi les facteurs
ETS, Fli-1 ou Erg sont capables de se fixer sur le
site EBS4 (Gory et al., 1998) et Ets-1 peut se fixer
sur les séquences des sites EBS2 et EBS4 et acti-
ver le gene (Lelievre et al., 2000). D’autre part, le
facteur Erg est fixé sur le gene dans les cellules en-
dothéliales, il est capable de ’activer et son inhibition
entraine une baisse d’expression de la VE-cadhérine
(Birdsey et al., 2008). Nous avons récemment montré
que le promoteur proximal du gene de la VE-cadhérine
était régulé en synergie par les facteurs de transcrip-
tion Ets-1 et HIF-2a, en absence de tout contexte hy-
poxique (Le Bras et al., 2007).

La région 5’ du gene humain a été isolée et le site
d’initiation de la transcription identifié. L’analyse du
fragment [-3499/-5] du promoteur humain a permis
d’identifier différentes régions de régulation : le pro-
moteur proximal [-166/-5] contient des éléments de
régulation qui permettent I’expression spécifique d’'un
gene rapporteur dans les cellules endothéliales et la
région [-1135/-744] serait un enhancer de la trans-
cription dans ces cellules. Bien que ces régions ne
correspondent pas a celles identifiées dans le promo-
teur murin, certains mécanismes de régulation pour-
raient étre conservés car des homologies existent au
niveau du promoteur proximal et dans la région
[-929/-741] (Prandini et al., 2005). L’activité d’un
fragment de 3,5 kb de la région 5’ du géne en amont
du site d’initiation de la transcription, qui contient
les régions identifiées in vitro, a été analysée in vivo
par transgénese chez la souris. Ce fragment, placé en
amont du gene LacZ, dirige I’expression du rappor-
teur des 7,5 j de développement embryonnaire dans
les ilots sanguins du sac vitellin et a 12,5 j dans les
cellules endothéliales des vaisseaux de tous les or-
ganes. Le modele ne retranscrit pas completement
le profil du gene VE-cadhérine : l'expression per-
siste chez ’adulte dans de nombreux organes mais elle
n’est pas détectée dans le thymus et dans le muscle
squelettique. Ainsi, les régions de régulation présentes
dans le fragment de 3,5 kb de promoteur sont suffi-
santes pour diriger I'expression dans les cellules en-
dothéliales mais elles ne ciblent que les vaisseaux de
certains tissus et l'expression du LacZ est également
retrouvée dans des cellules non-endothéliales au ni-
veau du systeme nerveux. Il est donc possible qu’il
manque une séquence de régulation négative dans
ce fragment, ou que des éléments de la régulation
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nécessaires au fonctionnement du promoteur humain
ne soient pas présents chez la souris (Prandini et al.,
2005). La régulation du promoteur proximal humain et
souris pourrait étre un mécanisme conservé car deux
sites EBS et un site Spl correspondent aux sites fonc-
tionnels qui ont été identifiés sur le promoteur murin.
Ces sites sont occupés in vitro en présence d’extraits
de cellules endothéliales (Prandini et al., 2005).

Scl/Tal-1 joue un rdle fondamental pour lex-
pression du gene VE-cadhérine dans les cellules en-
dothéliales, notamment en régulant la région activa-
trice [-1135/-744] qui a été identifiée in vitro (Deleuze
et al., 2007). L’implication de ce facteur dans la
régulation de 'expression du gene VE-cadhérine a été
suggérée par le fait que 'inhibition de son expression
dans les cellules endothéliales provoque une diminu-
tion du taux de la protéine VE-cadhérine. (Deleuze
et al., 2007). Il existe deux régions conservées en
[-150/-80] et en [-800/-770], qui correspondent a un
site de fixation de Scl/Tal-1, une E-box, située a
proximité d’un site de fixation des facteurs GATA.
Cette combinaison de sites est celle qui est com-
munément retrouvée au niveau des promoteurs de
genes hématopoiétiques régulés par Scl/Tal-1. Les
sites E-box en position -784 et GATA en position -798
sont impliqués dans ’expression spécifique du gene
dans les cellules endothéliales, leur mutation dimi-
nuant de pres de 70 % I'activation du fragment de pro-
moteur [-1135/-5] dans les cellules endothéliales, alors
que 'activité dans les cellules non-endothéliales n’est
pas modifiée. Le mécanisme de régulation au niveau
de ces sites implique l'interaction de Scl/Tal-1 avec
le facteur GATA fixé & proximité et Scl/Tal-1 recrute
les partenaires protéiques E47 et Lmo2 activant ainsi
la transcription. L utilisation de mutants des différents
domaines de Scl/Tal-1 a montré que sa liaison &4 ’ADN
et son association avec ces deux partenaires étaient
nécessaires a 'activation transcriptionnelle du gene.
Le facteur Scl/Tal-1 interagirait au niveau du site
[-800/-770] avec les différents partenaires protéiques
E47, Lmo2, GATA2 et Ldbl dans le cadre d’'un com-
plexe multiprotéique pour activer spécifiquement la
transcription du gene VE-cadhérine dans les cellules
endothéliales (Deleuze et al., 2007). La régulation du
gene VE-cadhérine est donc un exemple de la conser-
vation des mécanismes de régulation communs entre
les lignées endothéliale et hématopoiétique.

La régulation épigénétique de I'expression
des genes endothéliaux

Le géne eNOS

Les cellules endothéliales expriment constamment un
niveau basal d’eNOS; son expression est ainsi qua-

lifiée de constitutive, comme celle de la nNOS (‘ Neuro-
nal nitric-oxyde-synthase’) au niveau des neurones,par
opposition avec la iNOS (‘Inductible nitric-oxyde-
synthase’) décrite au niveau des macrophages et dont
Pexpression est consécutive a un stimulus (Sessa
1994). L’expression de I’eNOS est presque exclusive-
ment restreinte & ’endothélium (Wilcox et al., 1997)
mais peut aussi se retrouver au niveau de quelques
autres types cellulaires comme les cellules du syncytio-
trophoblaste (Conrad et al., 1993), les cellules pyrami-
dales du cerveau ou au niveau des myocytes cardiaques
(Wei et al., 1996). L’expression d’eNOS est relati-
vement tardive dans ’endothélium puisqu’elle n’est
détectée qu’a partir de 9,5 jours de développement
embryonnaire. Son expression se poursuit chez ’adulte
ou les ARNm sont essentiellement détectés au niveau
des cellules endothéliales qui bordent la lumiere des
artéres de moyenne et de grande taille (Wilcox et al.,
1997). Le promoteur du géne eNOS a été isolé dans de
nombreuses especes : humaine (Marsden et al., 1993),
murine (Gnanapandithen et al., 1996) porcine (Zhang
et al., 1997), et bovine (Venema et al., 1994). Les pro-
moteurs humain, murin et bovin présentent un fort
pourcentage d’homologie, ce qui pourrait indiquer que
les mécanismes de régulation sont conservés entre les
especes (Teichert et al., 1998). Le site d’initiation de
la transcription a été localisé a 22 pb en amont du site
d’initiation de la traduction et ne correspond pas a une
boite TATA (Marsden et al., 1993). L’analyse in vi-
tro de I'activité transcriptionnelle dans les cellules en-
dothéliales par découpage progressif en 5’ de la région
promotrice humaine et par la technique de mutagenese
appelée « linker-scanning » a permis de localiser deux
régions au niveau du promoteur proximal impliquées
dans une régulation positive du géne (PRD : ‘positive
requlatory domain’) : PRDI entre -104/-95 par rap-
port au site initial de la transcription et PRDII entre
-144/-115 (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). L’inser-
tion des 1,6 kb de promoteur humain dans un vec-
teur de transgénese chez la souris dirige ’expression
de LacZ dans les cellules endothéliales, mais seulement
dans celles du coeur, des muscles squelettiques du cer-
veau et de 'aorte (Guillot et al., 1999). Ce fragment de
promoteur est donc insuffisant pour restituer le pro-
fil d’expression endogene complet de '’eNOS. En re-
vanche, 1'utilisation des 5,2 kb de promoteur murin
en amont du site initial de la transcription dans un
vecteur de transgénese (Teichert et al., 2000) dirige
I’expression de LacZ dans I’ensemble des cellules en-
dothéliales ou s’exprime la eNOS. Ce fragment murin
de 5,2 kb contient en effet des séquences homologues
a celles de I’enhancer identifié par un traitement a la
DNAse 1 du promoteur humain. Un site hypersensible
(HS1) a été détecté a 4,9 kb en amont du site initial
de la transcription dans les cellules endothéliales mais
pas dans les cellules non-endothéliales. Cette région
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de 269 pb se comporte comme un enhancer. Les fac-
teurs Spl et Sp3 se fixent sur le domaine PRDI. Le
domaine PRDII fixe ces mémes facteurs mais avec
une affinité moindre. Il serait surtout le siege de la
fixation d’'un des membres de la famille ETS, le fac-
teur Elf-1. Ets-1, Spl et Sp3 coopereraient de fagon
positive sur ce promoteur. D’autres facteurs se fixent
sur le domaine PRDII, tels YY1 ou MAZ. La fixation
du facteur Spl et des facteurs MAZ et YY1 pourrait
permettre & ’ADN d’adopter une courbure spéciale
facilitant la fixation du facteur Elf-1, qui activerait
alors la transcription du gene (Karantzoulis-Fegaras
et al., 1999). La régulation de I’enhancer impliquerait
des facteurs de la famille MZF qui se fixeraient au ni-
veau de deux demi-sites et des membres de la famille
ETS, le facteur Erg étant peut-étre impliqué.

Les différences de résultats obtenus lors de 'ana-
lyse in wvitro et in vivo du promoteur d’eNOS lais-
saient suggérer que la structure chromatinienne pou-
vait intervenir dans la régulation du gene. En effet, la
transfection in wvitro du promoteur permet d’obtenir
un fort taux d’activation dans différentes lignées cel-
lulaires, dont des cellules non-endothéliales, alors que
I'utilisation des mémes séquences dans le cadre d’un
vecteur de transgénese permet d’obtenir une expres-
sion spécifiquement endothéliale.

Implication de phénoménes épigénétiques
dans la régulation du géne

L’eNOS présente une région méthylée de facon
différentielle au niveau de son promoteur proximal,
les cellules non-endothéliales étant plus fortement
méthylées au niveau de cette région (Chan et al.,
2004). Les cellules endothéliales sont enrichies en his-
tone H3 acétylées sur la lysine 9, et en histone H4
acétylée sur la lysine 12, au niveau du promoteur
proximal et de la région codante qui jouxte le site
d’initiation de la transcription (Fish et al., 2005).
L’acétylation des histones précede la méthylation de
la lysine 4 de T’histone H3. Au niveau du promo-
teur proximal de 'eNOS, il y aurait recrutement des
HDAC, notamment la HDAC1, dans les cellules non-
endothéliales par deux voies distinctes : la méthylation
de ’ADN au niveau du DMR permettrait le recrute-
ment des HDAC wvia des facteurs comme MeCP2. Les
HDAC pourraient également étre recrutées par 'in-
termédiaire de facteurs trans, comme c’est le cas au ni-
veau du gene du facteur de von Willebrand (vWF') ou
I’on observe un recrutement différentiel des HDAC-1
et 2 par NF-Y dans les cellules non-endothéliales. L’ex-
pression spécifique du gene eNOS pourrait également
impliquer des mécanismes post-traductionnels avec
I'existence d'un ARNm antisens (SONE) qui présente
662 nucléotides communs avec ’ARNm eNOS chez
I’homme. L’expression de SONE est retrouvée dans de

nombreux types cellulaires mais pas au niveau des cel-
lules endothéliales (Robb et al., 2004).

Le géne Notch-4

Le gene Notch-4 est spécifiquement exprimé dans
cellules endothéliales. Son expression a été détectée
des 7,5 j de développement et son profil d’expression
embryonnaire est le méme que celui du gene FIk-1
(Shirayoshi et al., 1997). Le promoteur humain a été
étudié. La comparaison des séquences humaines et
murines du gene Notch-4 a permis de montrer que
les exons étaient fortement conservés, de méme que
le promoteur proximal et le premier intron. En re-
vanche, la région 5’ du gene ne présente qu'une seule
région homologue entre les deux especes, située en-
viron a 4 kb en amont du site d’initiation de la
transcription (N4-1). In witro, une région minimale
de 650 pb, qui correspond au promoteur proximal,
est suffisante pour permettre une expression dix fois
plus importante du gene rapporteur dans les cellules
endothéliales que dans les cellules non-endothéliales.
L’ajout des 800 pb du premier intron permet d’aug-
menter légerement la transcription dirigée par ce pro-
moteur proximal, indépendamment du type cellulaire.
De meéme, 'ajout des 4 kb de séquence en amont
du promoteur proximal ou uniquement de sa région
conservée interne ne modifie que légerement l'activité.
L’analyse in vivo montre que 'utilisation du promo-
teur proximal seul dans un vecteur de transgénese
n’est pas suffisante pour observer une expression du
gene rapporteur dans 'embryon. L’ajout du premier
intron dans ce transgene permet d’activer fortement
I’expression du gene rapporteur dans les cellules en-
dothéliales de I’embryon. La région 5’ de 4 kb permet
également d’activer ’expression du gene LacZ sous le
controle du promoteur proximal. Cette construction
est celle qui permet d’obtenir le profil d’expression
dans les cellules endothéliales le plus proche du profil
endogene. Le premier intron et la région 5’ de 4 kb
agissent donc comme des enhancers de la transcrip-
tion in vivo (Wu et al., 2005).

L’activité spécifique du promoteur proximal dans
les cellules endothéliales est régulée par un site de fixa-
tion du facteur AP1 conservé entre les especes mu-
rine et humaine et la mutation de ce site AP1 abolit
presque totalement ’expression du gene LacZ in vivo.

In vitro ce site est occupé dans les deux types cel-
lulaires mais la taille des complexes formés differe en
fonction du type cellulaire. Ceci est dii au recrutement
différent des sous-unités qui composent les complexes
AP1 en fonction de la lignée. La différence de composi-
tion des complexes est liée au taux différent d’expres-
sion de ces protéines dans les deux types cellulaires.
Les cellules endothéliales expriment préférentiellement
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les sous-unités Fra-1 et c-jun alors que les cellules
HeLa expriment préférentiellement JunB. L’expres-
sion du gene Notch-4 dans les cellules endothéliales est
donc controlée par la formation d’un complexe AP1
spécifique. Mais l'utilisation de sites AP1 synthétiques
dans un vecteur rapporteur montre que les différents
complexes AP1 des HelLa et des HUVEC ont les
mémes capacités d’activation. Ceci suggere donc que
la composition du complexe AP1 ne suffit pas pour
expliquer la spécificité de régulation observée au ni-
veau de ce site. Dans les cellules endothéliales, il y
aurait donc un recrutement préférentiel du complexe
AP1, qui nécessiterait 'intervention d’un cofacteur ou
qui pourrait provenir d’'une accessibilité différente de
ce complexe a la séquence promotrice, ce qui s’expli-
querait par la structure chromatinienne différente de
cette région en fonction du type cellulaire (Wu et al.,
2005).

L’analyse du profil de modification des histones H3
et H4 par ChIP de la séquence du geéne s’étendant
sur 4 kb en amont du site d’initiation de la transcrip-
tion jusqu’a la fin de la séquence codante a permis
de montrer que le promoteur proximal, le premier in-
tron et le troisieme exon étaient enrichis en histones
H3 et H4 présentant une acétylation de leurs résidus
lysines et en histone H3 méthylée sur la lysine 4 dans
les cellules endothéliales. Aucun enrichissement pour
ces modifications n’a pu étre identifié le long de la
séquence du géne dans les HeLa, sauf au niveau de
I’exon 30 ou une augmentation de la méthylation de
la lysine 4 de H3 a pu étre constatée dans les deux
lignées. Cette région correspond en fait au début de
la région promotrice du gene G18 situé en 3’ du locus
du gene Notch-4. L’analyse de la présence de Polll
sur la séquence du gene a également permis de mon-
trer un recrutement préférentiel de cette enzyme dans
la région du promoteur proximal et que ce recrute-
ment était spécifique des cellules endothéliales. En re-
vanche, la région N4-1, qui correspond a la séquence
conservée située 4 kb en amont du site d’initiation
de la transcription, ne présente pas d’enrichissement
particulier pour ces modifications dans les cellules en-
dothéliales. Les résultats de I’analyse in vivo et du pro-
fil de modification des histones suggerent un modele de
collaboration entre les différentes régions identifiées,
ou la région 5’ de 4 kb et la région du premier in-
tron sont nécessaires pour permettre au promoteur
proximal d’exercer sa régulation spécifiquement en-
dothéliale par le complexe AP1. En effet, in vivo ces
régions sont importantes pour permettre 1’expression
dans les cellules endothéliales, mais in vitro, aucune
activité activatrice ne leur a été attribuée. Dans les cel-
lules endothéliales, ces régions pourraient recruter les
enzymes de modification des histones qui permettent
d’augmenter I'accessibilité du complexe AP1 a la chro-
matine du promoteur proximal (Wu et al., 2005).

Le géne du récepteur a la protéine C

L’expression de ce gene est détectée dans les cellules
endothéliales de ’embryon a partir de 11,5 jours. Son
expression persiste chez ’adulte, surtout au niveau des
gros vaisseaux. Ce gene est également exprimé dans les
cellules souches hématopoiétiques. Deux sites d’initia-
tion majeurs de la transcription ont été localisés aux
positions -79 et -82 par rapport au site d’initiation de
la traduction dans le géne humain.

La localisation in vivo des régions potentiellement
impliquées dans la régulation du gene a été réalisée
par un traitement & la DNAse de la séquence du
gene s’étendant sur 20 kb en amont du site d’ini-
tiation de la traduction en 5’ et sur 18,2 kb en 3,
dans des cellules endothéliales et dans des cellules
non-endothéliales. Un site situé 2,9 kb en 3’ du site
d’initiation de la traduction (42,9 HS) est ainsi hy-
persensible préférentiellement dans les cellules non-
endothéliales, une région située a -5,5 kb (-5,5 HS)
est uniquement sensible dans les cellules endothéliales
et dans les cellules immatures hématopoiétiques. En-
fin la région qui correspond au promoteur proximal est
hypersensible dans les deux types cellulaires (Mollica
et al., 2006). L utilisation d’un fragment de promoteur
qui contient le promoteur proximal [-2336/-9] permet
une expression spécifique d'un gene rapporteur dans
les cellules endothéliales in vitro mais ne permet pas
de cibler I'expression du gene LacZ in vivo dans les
cellules endothéliales, suggérant qu’il existe d’autres
régions de régulation nécessaires. La région -5,5 HS
est contenue dans une séquence conservée de 130 pb
[-5657/-5527] qui présente 75 % d’homologie avec une
région située a 8,3 kb en amont du site d’initiation de
la traduction avec la séquence murine. L’utilisation de
6 kb de séquence comportant la région -5,5 HS placés
en amont du promoteur proximal dans un transgene
permet d’obtenir une expression spécifique dans les
cellules endothéliales de ’embryon avec un marquage
fort au niveau des gros vaisseaux comme ’aorte et la
veine cave. L’expression LacZ persiste chez 'adulte
comme c’est le cas pour le géne endogene. In wvitro,
la région -5,5 HS montre une activité enhancer non
spécifique, 'augmentation transcriptionnelle étant ob-
servée dans les cellules endothéliales et dans les cel-
lules non-endothéliales. Les résultats sont différents
in wvivo ou l'utilisation de cette région -5,5 HS en
amont d’un promoteur minimal permet une coloration
spécifique des cellules endothéliales de 'embryon. La
région -5,5 HS du promoteur du gene du récepteur a
la protéine agit donc comme un enhancer endothélial
autonome.

L’analyse du profil de modification des histones
montre que les cellules endothéliales ont un taux d’en-
richissement 7 fois supérieur au niveau de la région par
rapport aux cellules non-endothéliales. Une analyse
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d’empreinte in vivo a permis d’identifier des sites
spécifiquement occupés dans les cellules endothéliales
au niveau de cette région. Ils correspondent a des sites
potentiels de fixation pour les facteurs ETS, GATA et
Scl/Tal-1 et sont conservés sur la séquence murine.
La mutation de chacun de ces sites diminue forte-
ment activité ‘enhancer’ du fragment de la région
-5,5 HS. Des expériences de ChIP ont permis de mon-
trer la fixation de facteurs comme Fli-1, GATA-2 et
la fixation de Scl/Tal-1 sur la séquence murine de
8,3 kb homologue avec des membres de la famille ETS
et GATA-2 a été démontrée. Les facteurs Scl/Tal-1
et GATA-2 peuvent s’assembler dans un complexe
de régulation GATA /Ldbl/Lmo2/Scl/Tal-1 qui a été
décrit sur le promoteur de la VE-cadhérine et qui
pourrait intervenir aussi sur ’enhancer du gene du
récepteur de la protéine C.

Le gene vWF

L’expression du gene vWEF' est restreinte a quelques
types cellulaires : les cellules endothéliales, les pla-
quettes et les mégacaryocytes (Piovella et al., 1978).
Au cours du développement embryonnaire, I'expres-
sion de vWF ne se retrouve qu’au niveau de certaines
populations de cellules endothéliales (Coffin et al.,
1991) et cette hétérogénéité d’expression se retrouve
chez l'adulte, ou le taux d’ARNm de ce gene va-
rie en fonction de la nature et de la localisation de
Iendothélium. L’expression de vWF' est généralement
plus importante dans les veines que dans les arteres, et
plus abondante dans certains organes, comme le pou-
mon et le cerveau, que dans le rein et le foie (Smith
et al., 1996). Le promoteur humain du géne v WF com-
porte un site d’initiation de la transcription situé a
250 pb en amont du site d’initiation de la traduction,
localisé au niveau du second exon (Bonthron et al.,
1988). Une situation similaire existe chez la souris,
une boite TATA située a 30 pb en amont du site d’ini-
tiation de la transcription étant également conservée
entre ces deux especes (Guan et al., 1999). Sur la
séquence humaine, une boite CAAT a également été
localisée, 8 pb en 3’ de la boite TATA, donc tres proche
du site d’initiation de la transcription, une situation
assez atypique. Une analyse de la région promotrice
humaine par découpage des régions 3’ et des 12 kb
en amont du site d’initiation de la transcription a
montré que le fragment [-487/+4247] dirige l'expres-
sion d’un gene rapporteur spécifiquement dans les cel-
lules endothéliales et pas dans les HeLa ou dans les
cellules musculaires lisses. Ce fragment est constitué
d’un promoteur minimal [-90/+22], d’'un élément de
régulation négatif dans la région [-500/-300], qui in-
hibe I'activité dans tous les types cellulaires, et d’une
région de régulation positive spécifique des cellules
endothéliales située dans le premier exon (Jahroudi

& Lynch, 1994). La région de régulation positive du
premier exon inhibe la répression de la transcription
opérée par la région négative uniquement dans les cel-
lules endothéliales. Le fonctionnement de cette région
implique un site de fixation pour les membres de la
famille GATA localisé en 4222 car la mutation de ce
site provoque une chute de 'activité transactivatrice
portée par le fragment [-487/+247] dans les cellules
endothéliales (Jahroudi et al., 1994). Ce site pour-
rait intervenir dans le cadre d’'un mécanisme conservé
entre les especes puisqu’il est présent sur la séquence
murine (Guan et al., 1999). Le facteur GATA-6 se fixe
au niveau de ce site dans les cellules endothéliales et
dans les cellules non-endothéliales (Peng et al., 2003)
et il ne peut donc pas expliquer seul la spécificité en-
dothéliale, & moins d’une interaction avec des cofac-
teurs spécifiques. Un autre élément situé dans la région
[+164/+169] semble intervenir dans la régulation po-
sitive de cette région. Il correspond a la séquence
ATGGCC qui est conservée dans les especes humaine,
murine et bovine. Les expériences de retard sur gel au
niveau de ce site montrent la fixation spécifiquement
endothéliale d'une protéine apparentée a I'histone H1
de 32 kDa. Le role de ce site serait tres important
dans la régulation endothéliale de l’expression car
sa mutation diminue de 50 % l'activité du promo-
teur [-487/+247] dans les cellules endothéliales (Wang
et al., 2004). Une autre région de régulation posi-
tive a été identifiée dans le promoteur minimal du
géne vWF humain. Le fragment [-60/+19] est por-
teur d’une régulation spécifique qui active la transcrip-
tion uniquement dans les cellules endothéliales. Cette
région comporte deux sites TTTCCTTT en [-56/-49]
et en [-43/-36] qui contiennent la séquence consen-
sus d’'un EBS. Ces deux sites sont conservés dans la
séquence bovine (Janel et al., 1995). Le site EBS est
fondamental puisque sa mutation abolit la transcrip-
tion dirigée par le promoteur minimal dans les cellules
endothéliales. La protéine recombinante Ets-1 est ca-
pable de se fixer sur ce site et un autre membre de
la famille ETS, le facteur Erg est également un can-
didat qui ne se fixerait au niveau de ce site que dans
les cellules endothéliales. La co-transfection dans les
cellules HeLa du promoteur minimal [-60/419] avec
les vecteurs d’expression des facteurs Ets-1 ou Erg,
induit une transactivation de la transcription qui est
abolie quand le site EBS situé le plus en 5’ est muté
(Schwachtgen et al., 1997). Ainsi, analyse in wvitro
a permis d’identifier deux régions importantes pour
Iexpression spécifique du gene vWF dans les cellules
endothéliales et il est possible que cette région d’acti-
vation endothéliale du promoteur minimal interagisse
avec la région de régulation positive située au niveau
du premier exon. Ces deux régions sont contenues dans
la séquence qui s’étend de -140 pb en 5’ jusqu’a la fin
du premier exon et qui est conservée a 70 % entre les
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especes murines et humaines, ce qui suggere leur im-
plication dans une régulation conservée (Guan et al.,
1999).

L’expression spécifique d’'un gene dans les cellules
endothéliales peut étre due a la présence de séquences
régulatrices sur le promoteur qui ne favorisent la trans-
cription que dans ce type cellulaire ou a l’existence
de régions inhibitrices de I'expression dans les cellules
non-endothéliales. La région de régulation présente
dans le premier exon du gene vWF posséderait les
deux types de mécanismes. L’analyse in wvitro du
promoteur humain a en effet permis d’identifier des
régions de régulation négatives. La fixation du facteur
Octl sur une séquence octamere-like en [-133/-125]
dans les cellules endothéliales et les HeLa, serait ainsi
responsable d’une diminution de l'activité du promo-
teur (Schwachtgen et al., 1998). Un facteur NF1-like
se fixe en [-470/-440] et réprime la transcription du
gene dans les cellules endothéliales et dans les cel-
lules musculaires lisses. La mutation de ce site aug-
mente la transcription du fragment [-487/+155] dans
les deux types cellulaires (Jahroudi et al., 1996). Nous
avions vu que des éléments de régulation positifs po-
tentiels y ont été identifiés; le facteur GATA-6 et une
forme variante de I'histone H1. Mais un élément de
régulation négative pour les cellules non-endothéliales
serait également présent dans cette région, au ni-
veau de la séquence [+155/4244] du promoteur de
vWF. En effet, le fragment [-90/4155] du promo-
teur est actif dans les cellules endothéliales et dans
les cellules non-endothéliales alors que le fragment
[-90/+4-244] n’active plus la transcription que dans les
cellules endothéliales. Cette régulation négative im-
pliquerait le facteur de transcription NF-Y qui inter-
agit avec une séquence située en [+226/+234], qui
ne correspond pas a sa séquence consensus de re-
connaissance CAAT. Sa fixation n’est pas spécifique
des cellules non-endothéliales, elle est observée dans
les HelLa, dans les cellules musculaires lisses mais
aussi dans les cellules endothéliales. La mutation de
ce site dans le fragment [-90/+247] permet d’acti-
ver spécifiquement la transcription du gene dans les
cellules HEK 293 alors que le taux d’activation n’est
pas modifié dans les cellules endothéliales. Ce facteur
NF-Y présente une dualité de fonction au niveau du
promoteur de vWF : il peut agir comme un activa-
teur ou un répresseur. En effet, il se fixe également
sur la boite CAAT au niveau du promoteur minimal
et cette fixation est nécessaire a ’activation du pro-
moteur dans les cellules endothéliales. La composition
des complexes NF-Y qui se fixent sur ces deux régions
est la méme, les sous-unités A et B ayant été loca-
lisées au niveau de ces deux sites. La fixation du com-
plexe sur la boite CAAT est plus stable que sur cette
région négative, mais il est probable que la différence
de fonction de ce complexe dépende surtout du re-

crutement de cofacteurs différents au niveau de ces
deux sites (Peng & Jahroudi, 2002). Le facteur NF-Y
se fixe dans les cellules endothéliales et dans les cel-
lules non-endothéliales. La régulation négative dans
les cellules non-endothéliales nécessite donc I'implica-
tion d’autres mécanismes. L’hypothese d'un recrute-
ment différentiel des complexes de modification des
histones par ce facteur NF-Y en fonction du type cel-
lulaire a alors été étudiée.

La régulation négative opérée par le premier exon
implique des mécanismes épigénétiques. L’analyse du
profil d’acétylation des lysines de 1’histone H4 dans
les HUVEC et dans les HEK 293 sur la région
(-30/4155) montre un enrichissement dans les cellules
endothéliales pour cette modification. Les deux types
cellulaires ont en revanche le méme profil d’acétylation
pour I’histone H3. Il existe également un recrutement
spécifique des HDAC-1 et -2 au niveau des cellules
non-endothéliales, deux HDAC exprimées constituti-
vement par ces deux types cellulaires. Le site NF-Y
situé au niveau du premier exon pourrait étre im-
pliqué dans 'acétylation différentielle des histones au
niveau du promoteur car sa mutation ou sa délétion
provoque une augmentation de ’acétylation de 1’his-
tone H4 et abolit le recrutement des HDAC dans les
cellules non-endothéliales. Les sites de fixation pour
GATA-6 et NF-Y sont tres rapprochés, mais il sem-
blerait que ces deux facteurs ne s’associent que dans
les cellules non-endothéliales. Les auteurs proposent
donc un modele ou GATA-6 en (+222) est associé
a NF-Y de fagon spécifique dans les cellules non-
endothéliales. Le facteur NF-Y recruterait alors les
HDAC au niveau du promoteur de vWF des cellules
non-endothéliales, ce qui induirait une déacétylation
de GATA-6 et des histones et une inactivation de
la transcription. Dans les cellules endothéliales, un
mécanisme spécifique empécherait l'interaction entre
les HDAC, NF-Y et GATA-6, comme par exemple une
modification post-traductionnelle de GATA-6 (Peng &
Jahroudi, 2003). Des mécanismes épigénétiques pour-
raient également participer a la régulation positive de
la région. Dans les cellules endothéliales, le facteur
NF-Y pourrait par exemple s’associer spécifiquement
a une HAT, qui modifierait ’état de la chromatine et
faciliterait la transcription.

Analyse in vivo du promoteur vWF

L’analyse in wvivo du promoteur humain a été
réalisée par transgénese chez la souris. Le fragment
(-487/4246) qui contient les régions de régulation
identifiées, notamment le premier exon, a été placé
en amont du gene LacZ et permet de diriger son ex-
pression dans certaines cellules endothéliales du sac
vitellin et du cerveau chez I'adulte. Ce fragment ne
contient pas toutes les informations nécessaires pour
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restreindre ’expression spécifique du gene dans les cel-
lules endothéliales puisque l’expression du gene rap-
porteur se retrouve dans des cellules non-endothéliales
du cerveau (Aird et al., 1995). Un autre fragment qui
contient 2,2 kb de la région 5’ le premier exon et le
premier intron a également été étudié en transgénese.
En plus de I'expression dans les cellules endothéliales
du cerveau, ce fragment permet une expression dans
les petits vaisseaux des muscles squelettiques et du
ceeur (Aird et al., 1997). L’analyse du promoteur
murin donne pratiquement les mémes résultats que
le promoteur humain dans un modele de souris
transgéniques ou 2,6 kb de la région 5" du géene vWF
ainsi que le premier exon et le premier intron ont été
introduits en amont du gene rapporteur LacZ. L’ex-
pression du rapporteur chez I’adulte n’est détectée que
dans certaines cellules endothéliales : au niveau des pe-
tits et des moyens vaisseaux du cerveau, des capillaires
du myocarde, du muscle squelettique mais également
ici au niveau de l'aorte (Guan et al., 1999). Ainsi, les
régions promotrices utilisées lors des expériences de
transgénese ne dirigent I'expression du LacZ que dans
certaines populations de cellules endothéliales. Une
région promotrice donnée pourrait donc condition-
ner l'expression dans un type donné d’endothélium.
Les mécanismes activés au niveau des régions pro-
motrices dépendraient de la nature de la cellule en-
dothéliale et de son environnement. Dans une seule
des lignées transgéniques, I’expression est également
détectée dans les mégacaryocytes de la moelle osseuse.
Le mécanisme de régulation de ’expression dans cette
lignée cellulaire pourrait donc étre dépendant d’un
environnement chromatinien favorable (Guan et al.,

1999).

L’analyse in wvitro du promoteur murin du gene
vWF confirme que des régions promotrices peuvent
réguler la transcription différemment en fonction de
la nature de la cellule endothéliale : ainsi le premier
intron augmente la transcription dans les cellules non-
endothéliales comme les HEK293 ou les 3T3, dans cer-
taines cellules a caractere endothélial Py-4-1, mais pas
dans les BAEC (Guan et al., 1999).

L’analyse de la régulation de I'expression du gene
vWF est intéressante car elle a permis d’identifier
différents mécanismes dont la combinaison serait a
l'origine de la spécificité endothéliale. Le promoteur
de ce gene contient deux régions de régulation po-
sitive de l’expression du gene dans les cellules en-
dothéliales, impliquant probablement des membres de
la famille ETS dans le promoteur minimal et les
protéines Hla et GATA-6 au niveau du premier exon.
Mais la régulation de la région située dans le pre-
mier exon serait plus complexe et combinerait en fait
des mécanismes de régulation, positive dans les cel-
lules endothéliales et négative dans les cellules non-
endothéliales, qui agiraient en modifiant la structure

de la chromatine de fagon différentielle dans ces deux
types cellulaires. I’analyse du promoteur a également
montré une régionalisation de la régulation le long du
gene. Ainsi, une méme région promotrice peut donc
réguler différemment la transcription dans les cellules
endothéliales et dans les cellules non-endothéliales ou
différemment entre deux cellules endothéliales en fonc-
tion de leur nature.

Vu la diversité des mécanismes qui participent
a D'expression spécifique des genes dans les cellules
endothéliales, il n’est pas possible de proposer un
mécanisme commun de régulation de I'expression des
genes dans ces cellules. Les genes endothéliaux sont
régulés par des facteurs de transcription dont I'expres-
sion n’est pas restreinte a ce type cellulaire, certains
étant méme ubiquitaires. L’expression spécifique des
genes dans les cellules endothéliales est donc proba-
blement déterminée par ’association spécifique de plu-
sieurs de ces facteurs sur les régions de régulation et
par une régulation épigénétique propre. Il est toute-
fois a noter que, dans tous les cas étudiés, des sites de
fixation des membres de la famille des facteurs ETS
importants pour la régulation d’expression spécifique
dans ces cellules ont été identifiés, ce qui suggere que
cette famille de genes participe a I'identité de la cellule
endothéliale.
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