Journal de la Société de Biologie, 193 (2), 147-153 (1999)

Les facteurs de transcription de la famille Ets et la morphogeneése

du réseau vasculaire

par Virginie Mattot, Chantal Vercamer, Fabrice Soncin, Véronique Fafeur & Bernard Vandenbunder*

CNRS EP560, Institut Pasteur de Lille, Institut de Biologie de Lille, 1, rue Calmette, 59021 Lille. France.
Adresse actuelle de Virginie Mattot : Center for Transgene Technology and Gene Therapy, Flanders InterUniversity
Institute for Biotechnology, Campus Gasthuisberg, O & N, B 3000 Leuven, Belgium.

* e-mail: bernard.vandenbunder@infobiogen.fr

Regu le 26 mars 1999

RESUME

L’expression de Etsl, Erg et Fli, tous membres de
la famille des facteurs de transcription Ets a été asso-
ciée au déroulement de processus invasifs, comme
I’angiogeneése dans des situations normales ou patho-
logiques. La description du phénotype des cellules
endothéliales en culture dans lesquelles est exprimé
le domaine de fixation a PADN de Etsl suggere que
les membres de sa famille jouent un roéle dans la

morphogenése de I’arbre vasculaire. Cependant,
méme si les expériences de transfection transitoire
ont permis d’identifier des génes dont la transcrip-
tion peut étre contrélée par Etsl au cours de la for-
mation des vaisseaux sanguins, la détermination des
réseaux de régulations dans lesquels interviennent
Ets1 et les membres de sa famille est un objectif pour
les prochaines années.

SUMMARY The transcription factors of the Ets family and the morphogenesis of the vascular tree

The expression of several members of the Ets
family of transcription factors, Ets1, Erg and FIi, cor-
relates with the occurrence of invasive processes such
as angiogenesis during normal and pathological deve-
lopment. The description of the phenotype of cultured
endothelial cells expressing the DNA binding domain

L’identification des facteurs de transcription suscep-
tibles d’étre impliqués dans la formation des vaisseaux
sanguins est relativement récente. A chacune des étapes
de la formation des vaisseaux sanguins on peut associer
I'un ou I’autre de ces facteurs en fonction de leur patron
d’expression, du phénotype des embryons dans lesquels
les génes codant ces facteurs ont été inactivés, ou encore
du résultat des études de la régulation transcriptionnelle
dans les cellules endothéliales in vitro. L’ensemble de
ces travaux suggere qu’il n’y a pas de facteur de trans-
cription spécifique des cellules endothéliales ou d’une
seule étape de la formation des vaisseaux sanguins. Ainsi
SCL/Tal-1 et GATA-1 et -2 s’expriment dans les ilots
sanguins de 1’aire extra-embryonnaire, et SCL/Tal-1 est
essentiel a la fois pour la différentiation des cellules
souches hématopoiétiques et pour le remodelage du
réseau de capillaires sur le sac vitellin (Visvader et al.,

of Etsl suggests that members of the Ets family take
part in the morphogenesis of the vascular tree.
Although transient transfection experiments allowed
the identification of putative targets genes for Etsl
during angiogenesis, deciphering the Etsl regulation
networks remains a major goal for the future.

1998). Chacune des sous unités de HIF-1 dont I'expres-
sion est relativement ubiquiste est impliquée dans I'induc-
tion de I’angiogenese par I’hypoxie. L'inactivation du
geéne codant LKLF qui s’exprime fortement dans le pou-
mon, chez "adulte, suggere que ce facteur joue un role
dans la stabilisation de I’arbre vasculaire dans I'embryon.

Cette revue est consacrée aux roles du facteur de trans-
cription Etsl et des membres de sa famille dans la mise
en place du réseau endothélial.

LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION ETS1
ET LES MEMBRES DE SA FAMILLE

Le proto-oncogene Etsl code un facteur de transcrip-
tion dont le domaine de fixation a I’ADN reconnait des
séquences contenant un motif central GGAA/T, Ets] est
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capable de se fixer a I’ADN sous forme monomérique.
Etsl est le membre fondateur d’une famille qui com-
porte une trentaine de facteurs de transcription, dont la
signature est le domaine Ets, domaine de fixation a
I’ADN qui a été conservé au cours de I’évolution. Parmi
les membres de cette famille, Etsl, Ets2, Erg et Flil pré-
sentent des homologies entre eux non seulement dans
leurs domaines de fixation a I’ADN, mais aussi dans une
région conservée distincte du domaine transactivateur.

Des expériences de co-transfection transitoire ont
montré que Ets] peut activer certains promoteurs cellu-
laires, comme par exemple celui de la stromélysine 1, ou
inhiber d’autres promoteurs, comme par exemple celui
de la chaine o du récepteur des cellules T (voir les revues
de Crépieux er al., 1994 ; Ghysdael & Boureux, 1997 et
le tableau I). La famille Ets comporte des protéines qui
activent, ou des protéines qui répriment la transcription,
comme Net et Erf (Sgouras et al., 1995).

L’activité de Etsl et des membres de sa famille est
modulée par leur phosphorylation sur des résidus sérine
et thréonine, et par leur capacité de coopérer avec
d’autres facteurs de transcription tels que SP1, Fos/Jun,
GATA-1 ou CBF. Cette coopération peut étre le résultat
d’une interaction directe avec des facteurs de transcrip-
tion (voir les revues de Crépieux et al., 1994 ; Ghysdael
& Boureux, 1997). Ainsi Ets] s’associe avec USF-1, un
membre de la famille hélice-boucle-hélice (Sieweke et
al., 1998), avec Jun et MafB de la famille des glissiéres
a leucine (Sieweke er al., 1998). Erg peut interagir phy-

siquement avec Ets2, Flil et AP1 (Fos/Jun) (Carrere et
al., 1998); un autre membre de la famille Ets, Tel, fixe
Flil et inhibe I’activité transcriptionnelle de celui ci
(Kwiatkowski et al., 1998).

L'EXPRESSION DE ETS1 EST ASSOCIEE
AU DEROULEMENT DE PROCESSUS INVASIFS

Les premieres expériences de Northern blot et d’ immu-
noprécipitation sur des tissus adultes ont permis de mettre
en évidence une expression de Etsl dans les lympho-
cytes T et B (Chen et al., 1985 ; Ghysdael et al., 1986).
Grace a la technique d’hybridation in situ, I’expression
de Etsl a été détectée dés la gastrulation, lorsque les cel-
lules de 1’épiblaste s’invaginent pour mettre en place le
feuillet mésodermique. A ce stade, les transcrits Etsl
sont plus abondants dans les cellules du mésoderme ven-
tral, proches de I’endoderme. Ces cellules, dans I’aire
extra-embryonnaire se condensent et forment des ilots
compacts appelés ilots sanguins. L’expression de Etsl
dans toutes les cellules des ilots immatures se restreint
aux cellules endothéliales situées a la périphérie des ilots
matures (Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1993 ; Quéva
et al., 1993). Par la suite, les vaisseaux sanguins se for-
ment dans I’embryon par différenciation in situ de pré-
curseurs des cellules endothéliales (vasculogenese) ou
par bourgeonnement a partir de vaisseaux préexistants
(angiogenese) ; au cours de ces deux processus, Etsl

TaBLEAU L. — Quelques cibles potentielles de Ets1.

Early Growth Response (Egrl) (géne) Etsl

pS3 (géne) Ets2
Etsl (géne) Etsl
GATA-1 (promoteur) Etsl, Ets2, Fli

myc (promoteur) Etsl
junB (promoteur)

VEGF-R1 (fit-1) (promoteur)

Tie (promoteur)

PDGF-BB (promoteur)

von Willebrand factor (promoteur)
Endoglin (promoteur)

Etsl, Ets2

Etsl, Ets2, Erg
Etsl, Ets2, NERF2

Etsl, Ets2, Erg

PF4 (promoteur) Etsl
Collagenase 1 (promoteur) Etsl, Ets2, Erg (-)
Stromelysin | (promoteur) Etsl, Ets2
u-PA (promoteur) Etsl, Ets2
TIMP (promoteur) Etsl

Cyclin DI (promoteur) Ets2

B2 integrin (CD18) (promoteur)

a4 integrin (promoteur)

ICAM-1 (promoteur) ERM, Ets2
Endo A type Il keratin (promoteur) Etsl, Ets2
VE-cadherin

Endothelin-converting enzyme 13 (promoteur) Etsl
GM-CSF (promoteur) Etsl

Ick tyrosine kinase (promoteur) Etsl, Ets2
Interleukin 2 receptor B-chain (promoteur) Etsl, GABP
T-cell receptor b-chain enhancer Etsl (-)
mim-1 (promoteur) Ets2 (Myb)
Immunoglobulin p heavy chain enhancer Etsl (PU1)

(Robinson er al., 1997)
(Venanzoni er al., 1996)
(Seth et Papas, 1990)
(Seth et al., 1993)
(Roussel et al., 1994)
(Coffer et al., 1994)

(Wakiya et al., 1996)
(Iljin et al., 1999)
(Khachigian et al., 1994)
(Schwachtgen et al., 1997)
(Rius et al., 1998)
(Minami et al., 1998)

(Buttice ef al., 1996 ; Buttice & Kurkinen, 1993)

(Wasylyk et al., 1991)
(Nerlov et al., 1992)
(Logan et al., 1996)

(Albanese ef al., 1995)

(Bottinger et al., 1994)
(Rosen et al., 1994)

(de Launoit et al., 1998)
(Seth er al., 1994)

(Gory et al., 1998)
(Orzechowski et al., 1998)

(Thomas et al., 1997)
(McCracken er al., 1994)
(Lin et al., 1993)
(Prosser et al., 1992)
(Dudek er al., 1992)
(Nelsen et al., 1993)
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s’exprime dans les cellules endothéliales. Dans les vais-
seaux qui irriguent les tissus adultes, I’expression de
Etsl n’est plus détectée. Elle est activée au cours de la
cicatrisation, de 1’angiogenese tumorale (Quéva er al.,
1993 ; Vanderbunder et al., 1989 ; Wernert et al., 1992)
ou au cours de la réendothélialisation qui suit une angio-
plastie avec ballonnet (Tanaka et al., 1998).

L’expression de Ets] n’est pas spécifique des cellules
endothéliales. Ets1 s’exprime aussi dans le mésenchyme
proche des épithéliums au cours de I’organogencse et
dans les fibroblastes du stroma entourant des carcinomes
invasifs (Grevin et al., 1993 ; Quéva et al., 1993 ; Van-
derbunder ef al., 1989 ; Wernert et al., 1994 ; Wernert et
al., 1992). L’expression de Ets] n’est pas détectable dans
les épithéliums de I’embryon et les cellules cancéreuses
d’origine épithéliale. Cependant I’accumulation des
transcrits pour Ets] est induite dans les cellules épithé-
liales qui se dissocient et adoptent une morphologie
mésenchymateuse, comme les cellules des crétes neu-
rales ou de la paroi ventrale des somites (Fafeur et al.,
1997).

Les patrons d’expression de Erg et Flil, mais pas celui
de Ets2, se superposent a ceux de Ets] au début du déve-
loppement, et en particulier dans les ilots sanguins et
dans les cellules endothéliales (Dhordain et al., 1995 ;
Meyer et al., 1995).

LES LECONS DE L'INACTIVATION

L’inactivation de Etsl a été obtenue récemment en
remplagant les exons 3 et 4 qui codent pour le domaine
transactivateur de Etsl par le géne neo. Les souris etsl
-/- sont viables et fertiles; cependant la moitié¢ d’entre
elles meurt avant le sevrage, 4 semaines apres la nais-
sance. Le seul défaut qui ait été décrit précisément dans
les souris etsl-/- adultes est un déficit en cellules NK
(Barton et al., 1998). Bien que les causes de la mortalité
périnatale n’aient pas été déterminées, ces résultats sug-
gérent que 1’émergence des cellules souches hémato-
poiétiques et le développement du réseau vasculaire peu-
vent se dérouler normalement dans I’embryon en
I’absence de Etsl. Il est possible que Erg et Fli-1, dont
I’expression se superpose a celle de Etsl au début du
développement, prennent le relais de Etsl en son
absence. L’inactivation complete des genes erg et fli-1
n’a pas été décrite.

Le géene tel, qui code pour un facteur de transcription
de la famille Ets, s’exprime de fagon relativement ubi-
quiste dans I’embryon de Souris, a E 8,5 et E 9,5. Cepen-
dant les embryons tel -/- présentent des défauts de la
vascularisation du sac vitellin et une apoptose dans cer-
taines régions spécifiques ; ils ne survivent pas au dela de
E 11,5 (Wang et al., 1997). Sur le sac vitellin, les vais-
seaux sanguins commencent a former une structure en
nid d’abeille, mais le remodelage qui conduit a la mise
en place de I’arbre vasculaire ne se déroule pas norma-
lement, et I’intégrité du réseau vasculaire n’est pas main-
tenue.

LE DOMAINE DE FIXATION A L’ADN DE ETS1,
UN MUTANT DOMINANT NEGATIF
PARADOXAL

Une stratégie efficace pour étudier le role des membres
de la famille Ets est d’analyser les conséquences de
I’expression d’un mutant dominant négatif. Ce type de
mutant a déja été utilis¢ dans des fibroblastes et des cel-
lules épithéliales. Les domaines de fixation a ’ADN de
Etsl, Ets2 et PUI renversent la transformation des cel-
lules NIH 3T3 par Ras (Foos er al., 1998 ; Wasylyk et
al., 1994). Le domaine de fixation a I’ADN de Etsl
(Ets1-DB) inhibe les capacités d’invasion des cellules
murines MMT dérivées d’une tumeur de la glande mam-
maire (Delannoy ef al., 1998). Les effets du domaine de
fixation a ’ADN de Ets2 dans les cellules humaines
BT20, dérivées d’un carcinome du sein, sont complexes.
Ces cellules sont capables d’envahir le Matrigel (consti-
tué des protéines de la lame basale), et cette activité est
stimulée d’un facteur 10 par le CSFI. L’expression du
domaine de fixation a I’ADN de Ets2 augmente par deux
leur capacité d’envahir le Matrigel en absence de CSF1,
mais elle supprime I"augmentation induite par le CSFI
(Sapi et al., 1998).

Nous avons construit des rétrovirus contenant la
séquence Ets1-DB pour infecter des cellules endoth¢-
liales murines issues de capillaires de cerveau (IBE) et
d’aorte (MAE). L’expression de EtsI-DB modifie la
morphologie de ces cellules et augmente leur adhérence.
Nous avons étudié la capacit¢ de ces cellules a former
des structures ressemblant a des capillaires sur des gels
de Matrigel. Dans des cultures a long terme, les cellules
de capillaires de cerveau exprimant Ets1-DB ont une
plus grande capacité de former des structures branchées ;
cet effet est potentialisé par le FGF2 (Mattot et al., sou-
mis pour publication).

Le mécanisme par lequel agit EtsI-DB n’a pas ¢t¢é
déterminé. Ce mutant, qui a ¢té congu pour entrer en
compétition avec Etsl et les membres de sa famille pour
la fixation a I’ADN, peut aussi inhiber I"activité de ces
facteurs en se fixant a leurs partenaires. Il est ¢galement
possible que Etsl-DB active I'expression de certains
genes dans les cellules endothé¢liales en déplagant un
membre de la famille Ets qui se comporte en inhibiteur.
Cependant des tests de transactivation réalisés dans les
cellules exprimant Ets1-DB suggerent que cette protéine
inhibe ’activité d’un promoteur contenant des sites de
fixation a Ets (Mattot et al., résultats non publiés).

DES PERSONNAGES EN QUETE DE SCENARIO

Pour définir le role de Etsl et des membres de sa
famille au cours de la vasculogenése ou de I"angioge-
nése, il faut identifier les génes cibles de ces facteurs de
transcription dans les cellules endothéliales. En se basant
sur I’étude de I'activation de fragments de promoteurs
par transfection transitoire (Tableau I), et sur le patron
d’expression des genes correspondants, on peut tenter
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de reconstituer les événements déclenchés par I’expres-
sion de Ets] au début de la gastrulation (Fig. 1). Ce scé-
nario est une premiére tentative pour réunir quelques
fragments de puzzle ; il ne prend pas en compte la contri-
bution de Erg et de Fli-1. Il repose sur des corrélations
entre des données obtenues ex vivo et in vivo ; il faut sou-
ligner que, pour le moment, aucune expérience fonc-
tionnelle ne permet de le valider.

Etsl est capable de stimuler son propre promoteur
(Fig. 1A) (Seth & Papas, 1990). Cette premiére boucle
de réaction positive permettrait d’augmenter la quantité
de protéine Etsl et d’activer différentiellement les pro-
moteurs. Etsl est capable d’activer le promoteur du géne
codant pour le facteur de transcription GATA-1 (Seth et
al., 1993), dont I’expression est détectée dans les ilots
sanguins du sac vitellin (Silver & Palis, 1997) et dans les
premiers précurseurs des cellules hématopoiétiques qui
émergent dans la paroi ventrale de I’aorte et dans I’allan-
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llot sanguin
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Cellules endothéliales

FiG. 1. — Au cours de la migration des cellules qui vont former
les flots sanguins (A), au cours de la maturation de ces ilots (B),
au cours de la formations des capillaires (C), Ets] est susceptible
d’activer les genes cibles indiqués.

toide (Caprioli et al., 1998). Etsl active aussi les pro-
moteurs des génes codant les récepteurs Tie et Fltl
(VRGFR-1) (Iljin et al., 1999 ; Wakiya et al., 1996) dont
I’expression suit celle de Etsl dans les ilots sanguins
(Fig. 1B). L’existence d’une seconde boucle de réaction
positive peut étre postulée a ce niveau, puisque le VEGF
induit dans les cellules endothéliales 1’expression de Etsl
(Chen et al., 1997 ; lwasaka et al., 1996), qui lui méme
active le promoteur du récepteur du VEGF. Les membres
de la famille Ets sont impliqués dans la régulation du
promoteur du géne codant pour la VE-cadhérine, dont
I’expression est détectée dans les ilots sanguins (Gory et
al., 1998). Etsl active le promoteur du géne codant le
PDGF-B (Khachigian er al., 1994), facteur de croissance
qui s’exprime dans les cellules endothéliales et qui serait
impliqué dans le recrutement des péricytes pour former
des capillaires matures (Fig. 1C) (Lindahl ez al., 1997).
Le promoteur du PDGF-B contient aussi un site de fixa-
tion pour Egrl, qui a été identifié comme un géne cible
de Etsl dans les cellules NIH 3T3 (Robinson et al.,
1997) et qui s’exprime dans les cellules endothéliales
30 minutes aprés dénudation de 1’aorte (Khachigian er
al., 1996). Le patron d’expression de Egrl n’a pas été
décrit, mais on peut faire I’hypothése que ce facteur de
transcription participe aussi a I’angiogenese, puisque son
expression est stimulée par les forces de cisaillement qui
jouent un réle dans la morphogenese de 1’arbre vascu-
laire.

Cependant les résultats des expériences de transfection
réalisées in vitro, le plus souvent dans des fibroblastes ou
dans des cellules épithéliales, ne peuvent pas toujours
s’extrapoler pour les cellules endothéliales in vivo. Ainsi
le promoteur du gene codant le facteur de von Wille-
brand est lui aussi activé par Etsl (Schwachtgen et al.,
1997), mais cette activation est peut étre artefactuelle
parce que le facteur von Willebrand est caractéristique
des cellules endothéliales différenciées (Coffin et al.,
1991), alors que Etsl est détecté dans des cellules plus
immatures. De méme Etsl est capable d’activer les pro-
moteurs des génes codant pour la stromélysine, la colla-
génase 1 et I’activateur du plasminogéne de type uroki-
nase (u-PA) (Buttice et al., 1996 ; Buttice & Kurkinen,
1993 ; Nerlov et al., 1992 ; Wasylyk et al., 1991); des
oligonucléotides antisens qui réduisent I’expression de
Ets1 dans les cellules endothéliales diminuent la quantité
des ARNs pour I'u-PA et pour la collagénase 1, et inhi-
bent la migration et la capacité d’invasion de ces cellules
endothéliales in vitro (Chen et al., 1997 ; Iwasaka et al.,
1996). Cependant la surexpression de Etsl dans les cel-
lules endothéliales n’augmente pas la quantité des ARNs
pour I’u-PA dans ces cellules (cité dans Oda et al., 1999).
Au cours de I’oncogenése et de I’ontogenése, on ne
détecte pas les ARNs pour I’'u-PA ou la collagénase 1
dans les cellules endothéliales (Bolon ef al., 1996 ; Grevin
et al., 1993 ; Mattot et al., 1995). L’expression de 1’'u-PA
dans les cellules endothéliales a été observée unique-
ment dans les vaisseaux qui irriguent I’endometre au
cours de I’'implantation de I’embryon ; dans ces cellules,
I’expression des transcrits de 1’'u-PA et celle de Etsl se
superposent (Grevin et al., 1993).
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PERSPECTIVES

L’expression du facteur de transcription Etsl a été
détectée dans les cellules endothéliales activées au cours
de I’angiogenese normale ou pathologique, dans les tis-
sus adultes et embryonnaires. Les patrons d’expression
de Etsl, Erg et Fli se superposent au début du dévelop-
pement dans les cellules endothéliales ; I’existence d’une
telle superposition dans les tissus adultes lors de 1’angio-
genése reste a déterminer. Le phénotype des cellules
dans lesquelles s’exprime le domaine de fixation a
I’ADN de Etsl suggere que les membres de la famille
Ets peuvent agir comme des régulateurs positifs ou néga-
tifs de I’angiogenese. On ne connait pas aujourd’hui de
géne cible de Etsl dans les cellules endothéliales. Les
techniques de transgenése ciblée sur I’endothélium ou de
recombinaison homologue n’ont pas encore fourni des
informations majeures sur les roles de Etsl et des
membres de sa famille dont I’expression a été associée
a I’angiogeneése. Dans le futur, I’ensemble de ces travaux
devrait permettre de décrire les réseaux de régulations
auxquels participent les membres de la famille Ets, et de
comprendre les propriétés émergentes de ces réseaux,
I’intégration des signaux selon des échelles de temps dif-
férentes, 1’existence de boucles de contre-réaction qui se
maintiennent elles mémes, la stabilisation d’états diffé-
rents selon I’amplitude et la durée des signaux extérieurs
(Bhalla et al., 1999).
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