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Expression génique

ETUDE DE LEXPRESSION DE GENES
DE LA FAMILLE ETSCHEZ LUANNELIDE POLYCHETE
HEDISTE (NEREIS) DIVERSICOLOR

par
Béatrice BOCQUET-MUCHEMBLED, Régine LEROUX
et Francois FONTAINE

La famille Ets des facteurs de transcription regroupe des protéines possédant toutes
un domaine de liaison a '’ADN hautement conservé, le domaine ETS. Leurs génes sont pré-
sents chez tous les Métazoaires ; nous avons précédemment identifié deux membres de
cette famille, appeléstset erg, chez I'’Annélide Polychételediste (Nereis) diversicolor.

Les études d’expression de ces deux génesqgutitern blotet par hybridationin situ ont

mis en évidence I'expression du géeteau niveau de l'intestin ; le gemeg s’exprime

dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, dans des massifs cellulaires présents
dans la cavité coelomique et dans une région située entre le dernier segment du métasto-
mium et le pygidium, impliquée dans la croissance de I'animal. Ces résultats préliminaires
sont discutés mais des recherches ultérieures seront nécessaires pour comprendre I'impli-
cation de ces facteurs de transcription dans les fonctions biologiques des Annélides.

Gene expressior{ets)
in the Polychaete AnnelidHediste (Nereis) diversicolor

The Ets family of transcription factors includes proteins with a highly conserved
DNA-binding domain, the ETS domain. Their genes are found throughout the metazoan
world ; we previously characterised two members of this family, natssohderg, in the
polychaete annelidiediste (Nereis) diversicoloExpression studies by northern blot and
in situ hybridization revealed thets gene expression in the intestine ; t#rg gene is
expressed in endothelial cells of blood vessels, in cells of the coelomic cavity and in the
cellular area between the last portion of the metastomium and the pygidium, involved in the
growth of the animal. These preliminary results are discussed but require further investiga-
tions to understand the biological functions of these transcription factors in annelids.
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Introduction

Le contrble correct de I'expression génique joue un role essentiel dans le destin
cellulaire, lors du développement normal de I'organisme, ainsi que dans la prolifération
des cellules matures ou lors de la réponse cellulaire a des stimuli. Ce contrble de I'ex-
pression des genes se fait a plusieurs niveaux, et en premier lieu au niveau de I'ensemble
des facteurs de transcription qui se fixent sur le promoteur des génes. Cette fonction a
été attribuée aux protéines produites par les génes de la fatsille

C’est I'étude du rétrovirus aviaire E26 qui a permis la caractérisatiorete
(NUNN et al., 1983 ; LEPRINCEet al.,1983), le membre fondateur de la famille des
génesets. D'abord identifiés chez le poulet (GEGONNE al., 1987), de nombreux
membres de cette famille de facteurs de transcription I'ont ensuite été chez des vertébrés
supérieurs, I'oursin, le némato@aenorhabditis elegarnsu la drosophile (LAUDEEt
al., 1993 ; 1999) ; quelques courtes séquences ont aussi permis d’identifier ces molécules
chez des organismes Diploblastiques (DEGNé&t\al., 1993). Dans notre laboratoire
nous avons mis en évidence deux membres de cette famille de génes chez I’Annélide
PolychéteHediste diversicolo(LELIEVRE-CHOTTEAU et al., 1994b ; BOCQUET-
MUCHEMBLED et al., 1997). A la fois orthologues, car présents dans différentes
especes, et paralogues, car présents apres duplication dans un méme génome, il est vrai-
semblable que les genes de la famille ets dérivent d’un ancétre commun (LAAUBET
1993).

Les produits de ces genes ont tous en commun le méme domaine protéique d’'au
moins 85 acides aminés (KARIkt al., 1990), situé le plus souvent en position car-
boxy-terminale, et qui est le domaine de fixation & ’ADN. Ce domaine, appelé domaine
ETS, s'avere trés bien conservé du point de vue évolutif et représente le critéere d'ap-
partenance a cette grande famille de protéines (GEGQHMIHE 1987). D'un point de
vue fonctionnel, des études in vitro ont décrit les protéines Ets comme étant des facteurs
de transcription capables d'activer ou, plus rarement, de réprimer I'expression de nom-
breux genes. Le domaine de liaison a I'ADN forme un motif de type hélice-tour-hélice
qui permet aux protéines Ets d'interagir avec un élément d’ADN d’environ 10 pb et
contenant la séquence GGAA/T (revue dans SHARROEKS., 1997).

L'analyse de la séquence protéique, et plus particulierement du domaine ETS, a
permis de classer ces génes en 13 groupes (LAURET,1999). Afin de précisen
vivole réle de ces protéines, nous nous sommes intéressés a I'expression des deux génes
appartenant a cette famik¢schezHediste diversicoloigénes que nous avons pu clas-
ser dans les groupes ETS et ERG (LELIEVRE-CHOTTEAMI.,1994b ; BOCQUET-
MUCHEMBLED et al.,1997).
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Matériel et méthodes

Matériel biologique

L'Annélide PolychéteHediste (Nereis) diversicoloest une espéce marine ou
d’eau saumatre, vivant dans la vase noire des estuaires. Les animaux ont été récoltés sur
les cbtes de la Manche et de la Mer du Nord, dans la baie de I'Authie et I'estuaire de
I'Aa.

Le corps des néréis comporte trois régions distinctesprastomium,région
céphalique pourvue des organes des sens et du cervaaiaktomiummeétamérisé et
un dernier segment postérieur apg@igidium.Apres section, les segments postérieurs
et le pygidium sont capables de se régénérer activement ; au niveau du dernier méta-
mere, une zone de prolifération cellulaire assure la croissance de I'animal par la consti-
tution de nouveaux segments.

Chaque métamére comporte une paire de cavités coelomiques ; les enveloppes
épithéliales des sacs coelomiques s’affrontent dans le plan sagittal pour former le
mésentére ventral et le mésentére dorsal assurant la suspension des organes axiaux (tube
digestif et vaisseaux dorsal et ventral) ; le pygidium, portant deux cirres et percé par
'anus, n'a pas de coelome.

Recherche de I'expression des genetset erg

Northern blots: des électrophoréses en gel dénaturant ont été réalisées avec des
ARN messagers, transférés et hybridés avec des sondes spécifiques du géne ets.

Les hybridationsn situ sont faites sur des coupes sériées de métaméres ou de
pygidium déposées alternativement sur différentes lames, pour étre hybridées avec des
ribosondes anti-sens ou sens (témoins négatifs), spécifiques de I'un ou l'autre gene.

Résultats et discussion

1. Recherche de I'expression du gérets

Le géneetsd'Hediste diversicoloa été mis en évidence par rétro-transcription
couplée a la P. C. RPolymerase Chain Reactioslir des ARN messagers extraits de
régénérats de l'extrémité postérieure de l'animal, obtenus aprés amputation
(LELIEVRE-CHOTTEAU et al.,1994b). La séquence alors identifiée a servi de sonde
moléculaire et a permis, par criblage d’une banque d’ADN génomique, la caractérisa-
tion de toute la séquence correspondant au domaine ETS. Cette séquence traduite en
acides aminés, présente plus de 80% d'identité avec la protéine Ets-1 humaine et 94%
avec la protéine Ets-2 de drosophile (BOCQUET-MUCHEMBL&MDal., 1997). Le
réle éventuel ditslors de la régénération, suggéré par la stratégie qui a permis sa mise
en évidence, reste a confirmer.

Des études de transfert/hybridatigrorthern blot)ont été réalisées sur des ARN
messagers extraits de métameres ou de cellules récupérées par ponction dans la cavité
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coelomique. Pour I'hybridation, une ribosonde radiomarquée spécifique detgene
reconnaissant une portion codant le domaine ETS a été utilisée.

Sur les ARNm extraits des métaméres de I'animal, aprés exposition autoradiogra-
phique, deux transcrits ont été révélés : un transcrit majeur de 2,6 kb et un transcrit
mineur de 2,2 kb (figure 1). Aucun signal n'a été détecté sur les ARNm extraits des cel-
lules coelomiques de I'animal. Comme contrdle, deghern blotsréalisés dans les
mémes conditions mais en utilisant cette fois-ci une ribosonde de méme sens que la
séquence d’ARN recherchée, n'ont mis en évidence aucun signal en autoradiographie,
ceci attestant d’'un signal spécifique. La présence de transcrits de tailles différentes peut
s'expliquer par un épissage alternatif ou par I'utilisation de signaux différents de début
et de fin de transcription. Les produits des gérisactuellement connus peuvent pré-
senter ces caractéristiques ; ainsi, les produits dueggtlumain sont présents aor-
thern blotsous forme de deux transcrits dont I'un est majoritairement exprimé, mais des
études plus fines ont montré un grand nombre de produits non identifiables par cette
technique, dus a des épissages différents, a différents sites de début de transcription et a
la présence de deux signaux de polyadénylation (revue dans GILLES, 1996).

Nous avons recherché la localisation tissulaire des ARN messagers par hybrida-
tion in situ. Des coupes frontales alternées de métaméres ou de pygidium ont été réali-
sées et hybridées avec des ribosondes spécifigeissarquées atiS-CTP. Les lames
émulsionnées, puis révélées apres un mois d’exposition, ont été colorées au bleu azur Il
0,1%. Un marquage spécifique a été obtenu dans la muqueuse intestinale tant au niveau
apical des entérocytes, qu’'au niveau du tissu conjonctif sous-jacent et des cellules épi-
théliales formant le péritoine (figures 2 et 3). Ce résultat confirme donc la présence des
transcrits identifiés parorthern blotet précise leur localisation tissulaire. Chez d’autres
organismes, les études réalisées sur les génes du groupe ETS n’ont jamais montré d’ex-
pression dans des cellules épithéliales mais plutdt dans les cellules lymphoides ou pen-
dant le développement embryonnaire dans les lignées cellulaires d'origine
mésodermique (revues dans : CREPIEDaI., 1994 ; DITTMERet al.,1998). Il n’en
est pas de méme pour un membre de la faeititielassé dans le groupe ESE : il s’agit
du geneESE-1lhumain. L'expression de ce gene n'a été détectée que dans des cellules
épithéliales : par hybridatidn situ,son expression a été mise en évidence au niveau de
I'épithélium gastrique ou encore de I'épithélium du colon (OETT@ERI.,1997).

Figure 1: Northern blotsur des ARN messagers extraits de métameres et hybridés avec une ribosonde
spécifique déts.

Figures 2 a 6: Recherche de I'expression des geeisgFig. 2 et 3) eerg (Fig. 4 a 6) dHediste diver-

sicolor par hybridatiorin situ.Ces études ont été réalisées avec des ribosondes marqti€eSHR spé-

cifiques de I'un ou l'autre géne, sur des coupes frontales alternées de métameéres ou de pygidium.

Fig. 2: expression du géretsdans l'intestin. Notez la présence de grains d’argent a I'apex des entéro-
cytes (a), dans le tissu conjonctif sous-jacent (b) ainsi que dans les cellules épithéliales du péritoine (c)
(x1400).

Fig. 3: contrble de la Fig. 2 ; hybridation réalisée avec une sonde de méme sens que la séquence recher-
chée. Aucun marquage n’est détecté (x1400).

Fig. 4: expression du gérerg dans les cellules endothéliales d’'un vaisseau sanguin (en coupe transver-
sale) (x2400).

Fig. 5: expression du gérerg dans un massif mésodermique de la cavité coelomique (x1300).

Fig. 6: expression du gérerg dans la zone de prolifération cellulaire du dernier métameére (x1300).
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2. Recherche de I'expression du gerexg

Un second géne a été identifié par amplification enzymatique (P.C.R.) d’ADN
génomique . diversicolor et a été classé dans le groupe ERG (LELIEVRE-
CHOTTEAU et al.,1994b).

Des études deorthern blotont montré I'expression de ce gene lors de la régéné-
ration des segments postérieurs et du pygidium et cette technique a permis de déceler un
transcrit de 2,5 kb (LELIEVRE-CHOTTEAU, 1994a). De plus, un transcrit de méme
taille a été mis en évidence sur des ARN messagers issus de cellules coelomiques
(LELIEVRE-CHOTTEAU et al.,1994b).

Les expériences d’hybridatiom situréalisées dans les mémes conditions que pré-
cédemment mais avec une sonde spécifique de ceeggm®us ont permis d’obtenir
un marquage dans les cellules endothéliales bordant les vaisseaux sanguins (figure 4),
dans un massif mésodermique présent dans le coelome (figure 5), ainsi qu'au niveau
d’'une zone de prolifération cellulaire permettant I'accroissement du nombre des méta-
méres chez l'organisme adulte, présente entre le dernier métamére et le pygidium
(figure 6).

La présence d'un marquage au niveau de massif cellulaire intracoelomique
confirme les résultats précédemment obtenusnpathern blot. Les cellules libres
présentes dans les cavités coelomiques des Annélides Polychétes sont de différents
types : les gamétes, les éléocytes (lieu de synthése de la vitellogénine absorbée par
I'ovocyte en cours de maturation) (BAERT & SLOMIANNY, 1992) et les granulocytes
dont trois types sont bien caractérisés du point de vue morphologique et immunologique
(DHAINAUT & PORCHET-HENNERE, 1988). Ces granulocytes constituent un sys-
teme de défense & médiation humorale (DHAINAUT-COURT@&iSI., 1987) et a
médiation cellulaire mettant en jeu une coopération entre les trois types de granulocytes
(PORCHET-HENNEREet al.,1987a ; 1990). Les granulocytes de type | (Gl) provien-
nent de la différenciation de cellules présentes sous forme de massifs dans le coelome,
ces massifs mésodermiques effectuant la transcription du géne d'une métalloprotéine (la
MPII) intervenant dans les processus de détoxication (SALZET-RAVEILIEDHAI.,

1993), ces molécules étant ensuite véhiculées par les Gl libres dans le coelome
(PORCHET-HENNEREet al.,1987b). Le massif cellulaire marqué apres hybridation
situ (figure 5) peut correspondre a de tels centres différenciateurs.

Conclusion

Si 'on compare les patrons d’expression des getsest erg obtenus aprés hybri-
dationin situ,ces génes ne sont pas toujours exprimés dans les mémes territoires tissu-
laires : en effet, 'expressioneatsest détectée dans l'intestin alors que celéegh été
détectée au niveau des vaisseaux sanguins, dans des cellules de la cavité coelomique et
dans la zone cellulaire permettant la croissance de I'animal par la constitution de nou-
veaux métameéres.
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Le r6le du génetsdans l'intestin, alors que nous n'y avons noté aucune expres-
sion d'erg, reste a explorer.

L'expression dérg dans un massif mésodermique est un résultat particulierement
intéressant, puisque ces cellules donneront apres différenciation les granulocytes Gl
impliqués dans des mécanismes de défense immunitaire. Nous n'avons pas observé
d’expression du géne ets dans ces mémes cellules. Les genes du groupe ERG qui se sont
diversifiés, par duplication et divergence, chez les organismes supérieurs, sont réputés
s’exprimer dans les lignées hématopoiétiques : il sera important de rechercher la fonc-
tion biologique du génerg de néréis, qui parait proche de I'ancétre non dupliqué
(LELIEVRE-CHOTTEAU et al.,1994b), dans le systeme immunitaire des Polychétes.

Il a aussi été montré que ces deux génes s’exprimaient lors de la régénération ;
cette observation a aussi été faite chez les organismes supérieurs ou des genes des
groupes ERG et ETS s’expriment dans des phénomenes de différenciation et de proli-
fération cellulaire normale ou pathologique.

Les protéines possédant un domaine ETS sont une importante famille de facteurs
de transcription impliqgués dans la régulation de nombreux génes ayant une grande
variété de fonctions différentes. Bien que des progrés significatifs aient été faits ces der-
niéres années dans la compréhension des fonctions de ces molécules, beaucoup reste a
faire tant aux niveaux moléculaire que biologique. L'étude de I'expression de ces génes
chez différents organismes est une voie d'accés permettant de mieux comprendre la
fonction biologique des protéines Ets.

Laboratoire des Ecosystémes Littoraux et Cétiers (ELICO) ; UPRES-A 8013
Université des Sciences et Technologies de Lille - Batiment SN3
59 655 Villeneuve d’Ascq Cedex - France.
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