Bull. Fr. Péche Piscic. (1998) 350-351 : 609-621 — 609 —

RECONSTITUTION D'UNE UNITE TRANSCRIPTIONNELLE A PARTIR
DU PROMOTEUR DU GENE DU RECEPTEUR AUX (ESTROGENES DE
TRUITE ARC-EN-CIEL DANS LA LEVURE SACCHAROMYCES
CEREVISI/E.

R. METIVIER (1), F. PETIT (2), Y. VALOTAIRE (1) et F. PAKDEL (1)

(1) Equipe d'Endocrinologie Moléculaire de la reproduction, UPRES-A CNRS 6026, équipe
associée INRA, Université de Rennes 1, Campus de Beaulieu, 35042 Rennes Cedex,
France.

(2) Baylor College of Medicine, Department of Biology, Texas Medical Center, One Baylor
Plaza, Houston, Texas 77030, USA.

RESUME

Chez tous les ovipares, le foie est I'un des principaux organes cibles de I'cestradiol
dont l'action est médiée par un récepteur spécifique, I'ER. Des études préliminaires ont
montré, a la fois in vivo et en culture d'hépatocytes, que le géne du récepteur aux
cestrogénes de truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss (rtER) est régulé positivement par
les cestrogénes. D'autres travaux ont également mis en évidence linfluence positive de
facteurs de transcription tissus-spécifiques sur I'expression de ce géne.

Au cours de ce travail, nous avons étudié l'unité transcriptionnelle constituée d'un
fragment de 0,2 kb du promoteur rtER caractérisé au laboratoire, dans un organisme
unicellulaire : la levure Saccharomyces cerevisiae. Nous avons montré que le rtER, lui-
méme, était capable d'activer ce promoteur. De plus, comme dans des cellules de
mammiféres, le facteur hCoup-TFl ("human-related Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter Transcription Factor I") est capable d'augmenter I'activation due au rtER. On a
donc reconstitué, dans le systeme hétérologue de levure, une unité transcriptionnelle
complexe qui pourrait constituer un modele applicable a I'analyse de différents facteurs
(métaux lourds, xénobiotiques, facteurs de transcription) interférant avec I'autorégulation
du gene rtER.

RECONSTITUTION OF A COMPLEX TRANSCRIPTIONAL UNIT FROM THE
RAINBOW TROUT ESTROGEN RECEPTOR GENE IN YEAST SACCHAROMYCES
CEREVISIZ.

ABSTRACT

In all oviparous, liver cells represent one of the main E2-target tissue where
estrogen receptor (ER) constitutes the mediator of estrogen action. We previously showed
that rainbow trout Oncorhynchus mykiss estrogen receptor (rtER) gene expression is up-
regulated by estrogens, both in vivo and in hepatocyte cells. Other works showed a
positive influence of cell-specific factors on the transcription state of this gene.
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The absence of nuclear receptors and a conserved transcriptional machinery
between the yeast and higher eucaryotes makes yeast a valuable system for the
determination of the factors implicated in the regulation of the rtER gene. In this report, we
analyse a 0.2 kb fragment of this gene promoter in the yeast Saccharomyces cerevisize,
and show that the stable expression of rtER allows a high hormone-dependent
transcriptional activation of this promoter. Moreover, the human-related Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor | (hCoup-TFl) is able, as in
mammatian cells, to enhance the autoregulation of the rtER gene promoter.

Thus, this paper describes the reconstitution of a hormone-responsive transcription
unit in yeast. Because of the multiple effects of xenobiotics on the reproductive axis, this
system would be an interesting model to be tested for the screening of the effects of such
molecules on the transcription state of the rtER gene.

INTRODUCTION

Les cestrogénes sont une classe d’hormones stéroides principalement synthétisées
par les ovaires, exergant des effets spécifiques sur des organes cibles & proximité ou a
plus grande distance de leur lieu de sécrétion. L'influence de ces médiateurs au niveau
des cellules cibles se traduit par une modification de I'expression de genes dits hormono-
dépendants. Ce phénoméne passe par lintermédiaire d'un récepteur spécifique
majoritairement localisé dans le noyau (YAMAMOTO, 1985 ; PICARD et YAMAMOTO,
1987). Chez tous les vertébrés, |'cestradiol joue un réle clef dans le contrdle de la fonction
de reproduction. Ceci est corrélé chez la truite avec {'expression du récepteur dans des
organes intervenant dans la fonction de reproduction comme le foie, I'hypothalamus et
I'nypophyse (PAKDEL et al., 1994 ; ANGLADE et al., 1994).

Ce récepteur fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires ou facteurs de
transcription ligand-dépendants (EVANS, 1988 ; BEATO, 1989). Le mode d'action de tous
ces récepteurs est maintenant bien connu et repose sur le méme principe : la liaison de
'normone au récepteur provoque la dimérisation du complexe hormone/récepteur
(KUMAR et CHAMBON, 1988 ; WANG et al,, 1994) puis la liaison spécifique du dimeére a
un élément cis dit HRE ("Hormone Responsive Element"), ou spécifiquement dans le cas
du récepteur aux cestrogénes (ER) a un "(Estrogen Responsive Element" (ERE), présent
sur le promoteur des génes cibles. Lié a son élément de réponse, I'ER influe sur la
transcription des génes cibles grace a ses domaines de transactivation (WEBSTER et al,,
1988 ; KUMAR et CHAMBON, 1988) qui peuvent interagir avec la machinerie de
transcription de base (complexe ARN polymérase |l et TFIID constitué du facteur TBP et
des TAFs) ou bien avec des facteurs intermédiaires de transcription, ou TIF (BEATO et
SANCHEZ-PACHECO, 1996).

Une caractéristique de la plupart des genes codant pour les membres de cette
superfamille est la régulation par leur produit protéique. Ces autorégulations positives ou
négatives peuvent avoir lieu aux niveaux transcriptionnel, post-transcriptionnel ou méme
post-traductionnel, ces phénoménes étant tissus-dépendants. En effet, chez le rat, tandis
gue les taux d'ARNm ER sont réduits dans I'utérus apres traitement a l'cestradiol (E2), ils
augmentent dans le foie (SHUPNIK et al., 1989 ; KORITNIK et al., 1995). Chez la truite,
I'E2 induit fortement I'expression du gene du récepteur aux cestrogenes (rtER) d'environ
10-15 fois dans le foie (PAKDEL et al., 1991) et d'environ 2 fois dans le cerveau antérieur
(SALBERT et al, 1991). D'autres travaux montrent que I'E2 augmente le niveau
transcriptionnel (d'a peu pres 5 fois) et post-transcriptionnel (d'environ 3 fois) du géne rtER
dans le foie (FLOURIQT et al., 1996).
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L'activation de génes cestrogéno-dépendants par 'ER peut étre potentialisée par
I'établissement d'interactions protéiques entre I'ER et d'autres facteurs de transcription.
Ces derniers peuvent étre liés a I'ADN sur des sites proches ou distants des ERE. C'est le
cas du géne de la vitellogénine Il du poulet dont le promoteur posséde un ERE capable
d'agir en synergie avec un GRE/PRE ("Glucocorticoid” ou "Progesteron Responsive
Element’, CATO et al., 1988). C'est également le cas du gene de la gonadotrophine Il
(GTHIl) du saumon ou rtER agit en synergie avec le récepteur orphelin SF1
("Steroidogenic Factor 1", LE DREAN et al., 1996). D'autres travaux ont démontré une
interaction directe entre la fonction transactivatrice hormono-dépendante AF-2 de I'ER ou
d'autres récepteurs nucléaires comme le récepteur aux hormones thyroidiennes (TR) ou a
l'acide rétinoique (RAR et RXR), et un coactivateur, TIF2 {"Transcriptional Intermediary
Factor 2", VOEGEL et al., 1996). Cette interaction provoque une augmentation de l'activité
AF-2 du récepteur. Un tel phénomeéne a également été observé avec le facteur SRC-1
("Steroid Receptor Coactivator 1"), mais de maniere plus étendue, car SRC-1 stimule
l'activitée AF-2 des ER, GR, PR, RXR et TR (ONATE et al, 1995). Le facteur RIP140
("Receptor-Interacting Protein") caractérisé par CAVAILLES et al., 1994 permet quant a lui
d'augmenter l'activité AF-2 de 'ER dans la levure (JOYEUX et al., 1997), mais également
de rendre efficace la réponse aux cestrogénes a plus faible concentration d'E2.

Ainsi, si I'ER et, de maniére plus générale, les facteurs de transcription peuvent
réguler la transcription de geénes, la présence de coactivateurs médiant leurs effets est
nécessaire.

Dans le cas du géne de la lactoferrine de souris, une relation négative entre le
facteur de transcription Coup-TF ("Chicken ovalbumin upstream promoter Transcription
Factor 1") et I'ER a été montrée (SHIGETA et al., 1996). Le récepteur nucleaire orphelin
hCoup-TFI (WANG et al., 1989) appartient a une famille de protéines dite Coup-TF dont
les membres ont au départ été identifiés chez le poulet sur le géne de I'ovalobumine. Ces
facteurs ont été hautement conservés au cours de I'évolution, car on les retrouve de la
drosophile a 'Homme avec plus de 90% d'homologie, suggerant une grande importance
de ces facteurs dans les fonctions vitales. D'ailleurs, le "knock-out" du géne codant pour
Coup-TFI chez la souris est 1étal (QIU et al.,, 1996). On a montré que ces facteurs étaient
impliqués dans des régulations de processus comme le développement neuronal (LU et
al., 1994) ou la myogenese (MUSCAT et al., 1995). Les facteurs de type Coup-TFs sont
exprimés dans des tissus comme le foie ou le systéme nerveux central ; on les retrouve
chez la truite dans ces tissus (LAZENNEC et al., 1997), tout comme le rtER (PAKDEL et
al., 1994 ; ANGLADE et al., 1994). Récemment, une interaction positive entre hCoup-TFI
et le rtER pour la régulation du géne rtER a été mise en évidence par cotransfections dans
des cellules de mammiféres (LAZENNEC et al., 1997).

Le systéme de levure Saccharomyces cerevisiee est un modele pour de
nombreuses études de génétique et de biologie moléculaire. En effet, en dépit du fait que
la levure soit un organisme se rapprochant des bactéries par certains aspects de son
mode de vie, son organisation cellulaire (noyau, mitochondries, cytosquelette) et les
mécanismes moléculaires de base de réplication, de recombinaison, de division cellulaire
et de métabolisme sont caractéristiques d'un eucaryote. Ce systéme possede plusieurs
avantages :

* S. cerevisie possede un développement rapide et est cultivée comme des
bactéries en milieu solide ou liquide. La plupart des techniques biologiques de sélection ou
biochimiques développées pour les bactéries peuvent étre transposées a la levure.

* Les expériences de transformation de levure sont simples a mettre en ceuvre, et
permettent d'obtenir des transformants stables, contrairement aux systémes mammaliens
ou I'expression de génes exogénes est le plus souvent transitoire.
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* De nombreux facteurs transcriptionnels sont extrémement bien conservés depuis
la levure jusqu'aux mammiferes. En effet, des facteurs régulateurs mammaliens tels que
des récepteurs nuciéaires peuvent étre reconnus par la machinerie de transcription de
levure. METZGER ef al. (1988) ont en effet reconstitué un systéme cestrogéno-dependant
en utilisant I'ER humain et un géne rapporteur artificiel. Le méme type d'expérience a été
réalisé avec le récepteur aux glucocorticoides (SCHENA et YAMAMOTO, 1988), celui aux
hormones thyroidiennes (OHASHI et al., 1991), mais également le rtER (PETIT et al.,
1995). De surcroit, les facteurs de levure TFHID ou Gal4 sont capables d'activer la
transcription de génes cibles dans différentes cellules de mammiféres (WEBSTER et al,,
1988 ; KAKIDANI et PTASHNE, 1988).

* Dans le cas de I'étude de récepteurs nucléaires d'eucaryotes supérieurs, la levure
présente l'avantage d'étre dépourvue de telles protéines. Il n'y a donc pas d'interférences
avec le récepteur exogene.

Ce systeme eucaryote simple constitue donc un systéme hétérologue possédant
une machinerie de transcription de base et qui permet de s'affranchir de l'influence de
récepteurs nucléaires et de facteurs de transcription tissus-spécifiques. On peut donc ainsi
étudier l'activation d'un promoteur exogene par un ou des facteurs choisis.

Le but de ce travail était la reconstitution d'une unité transcriptionnelle cestrogéno-
dépendante, le promoteur du géne rtER, dans le systéme hétérologue de levure. Le test
de validation du systéme reposait sur l'obtention d'une activation par I'E2, et
éventuellement d'un effet coopératif entre le rtER et hCoup-TF| ; ce qui permettrait de
confirmer dans un contexte dépourvu de facteur endogéne la coopération observée dans
des cellules de mammiféres (LAZENNEC et al., 1997).

MATERIEL ET METHODES
Constructions plasmidiques

Les méthodes utilisées relevent des procédés de clonage standard. L'ADNc du rtER
a été introduit (PETIT et al., 1995) dans le site BamHI du vecteur d'expression de levure
YEpucG (don du Dr. B.S. Katzenellenbogen), qui est un plasmide mixte levure/bactérie
portant un géne de résistance a I'Ampicilline, et un géne de sélection pour le tryptophane
(géne TRP1 codant pour une enzyme de la voie de biosynthése du tryptophane). Afin
d'exprimer le facteur hCoup-TFI dans la levure, il a fallu sous-cloner son ADNc dans le site
unique de clonage Bglll du plasmide pEMBLye30/2 (don du Dr. J.H. Camonis) portant un
géne de résistance a I'Ampicilline, et un géne de sélection pour la leucine (géne LEU2
codant pour une enzyme de la voie de biosynthése de la leucine). Pour cela, nous
disposions de I'ADNc hCoup-TFi dans le site EcoRIl du plasmide pECE (construction
aimablement fournie par le Dr. M. Pfahl). Ce plasmide possédant un site Bglll (compatible
BamH!) en amont du site EcoRI et un site BamHI en aval de ADNc, 'ADNc a été sorti par
une double digestion BamHI/Bglll, et introduit dans le site Bglll du vecteur pEMBL.

Le plasmide rapporteur utilisé est le pLGA-178, qui porte un gene de résistance a
I'Ampicilline, et un gene de sélection pour I'Uracile (géne URA3), ainsi que le géne
rapporteur LacZ codant pour la B-Galactosidase placé sous le contrble du promoteur
minimal du géne Cyc1 (codant pour un isocytochrome ¢ de levure). Le sous-clonage du
fragment 0,2 kb du promoteur rtER a été réalisé dans le site Xhol de ce vecteur, situé en
amont du promoteur Cyc1l. Ce fragment a été obtenu grace a la technique de
polymeérisation en chaine (PCR), a l'aide de deux oligonucléotides spécifiques.
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Figure 1
Construction promotrice utilisée et son activité B-Galactosidase.
A. Représentation schématique du promoteur du géne rtER. Le fragment -247/-40
contient les éléments principaux responsables de l'autorégulation de ce géne :
FP3=séquence de type Oct ; demi-ERE et ERE.
B. La construction 0,2 kb a été insérée dans le site de restriction Xhol du vecteur
rapporteur pLGA-178 situé dans le promoteur minimal de l'isocytochrome C qui
controle I'expression du géne rapporteur Lac Z.
C. Apreés introduction dans la levure du vecteur rapporteur pLGA-178 ayant intégré
ou non le fragment 0,2 kb, et 4 h d'incubation avec soit 10 nM d'cestradiol soit de
I'éthanol 100%, I'activité B-Gal a été dosée en utilisant de 'ONPG comme substrat.
Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes.

Figure 1
B-Galactosidase activity of the reporter construct.
A. Schematic representation of the rtER gene promoter. The -247/-40 fragment
includes the three elements implicated in the autoregulation of this gene : FP3
area resembling to a binding-site for an Oct-like transcription factor ; an ERE and
an half-ERE.
B. The 0.2 kb construct of the rtER promoter gene was cloned in the Xhol site of
the CYC1 promoter of the pLGA-178 reporter plasmid.
C. Yeast strain including either pLGA-178 or pLGA-178/0.2 kb was grown in the
absence or presence of 108 M estradiol, and a B-Galactosidase assay was
performed. Values represent the mean + SEM for at least four independent
experiments.

Introduction des constructions dans la levure

La souche de levure utilisée est Saccharomyces cerevisize BJ2168 (pep 4-3,
prc 1-407, prb 1-1122, ura 3-52, trp 1, leu 2) provenant du Yeast Genetic Stock Center,
Berkeley, CA. Elle est cultivée dans un milieu “Complet Minimal Dropout medium" (CM)
comprenant 0,13% d'un mélange d'acides aminés ("Dropout Powder" : AUSUBEL et al.,
1989), sans trp, leu ou ura a rajouter ensuite afin d'assurer les sélections, 6,7% de "Yeast
Nitrogen Base", 0,5% de (NH4)2S04 et 1% de dextrose.
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Ces cellules sont transformées par la méthode décrite par AUSUBEL et al. (1989)
qui est fondée sur l'utilisation d'acétate de lithium, puis sélectionnées par leur capacité a
croitre en milieu CM complété ou non en leucine ou tryptophane. Cette méthode nécessite
l'emploi d'’ADN pur, obtenu par une préparation Qiagen™ Midikit™.

Dosage de la B-Galactosidase

Ce dosage est effectué selon la méthode décrite par AUSUBEL et al. en 1989, aprés
incubation des ievures pendant 4 h & 30°C en présence de 17-B cestradiol a 10°° M.
L'activité B-Galactosidase est dosée grace a I'emploi d'ONPG (Ortho-Nitrophényl B-D-
Galactopyranoside) : on quantifie ensuite la formation du produit coloré par
spectrophotométrie a 420 nm. Cette activité est exprimée en unités Miller (MILLER, 1972).

Dans toutes les expériences réalisées dans ce travail, pour chaque condition, le
dosage a été réalisé 2 fois sur trois clones indépendants provenant de 2 ou
3 transformations différentes : on dispose donc pour chaque type de transformant de 12 a
18 points, ceci permettant d'exprimer les variations en SEM.

RESULTATS

Le promoteur du gene rtER est inductible par I'E2 dans des levures exprimant
le rtER

Afin d'étudier l'autorégulation du gene rtER, son promoteur a été isolé et séquenceé
(LE ROUX et al., 1993) avant d'étre étudié par délétions successives en transfection dans
des cellules de mammiféres. Ceci a permis de délimiter les séquences impliquées dans
l'autorégulation : elles sont incluses dans un fragment de 0,2 kb allant de |a position -40 a -
248 (LAZENNEC et al, 1995, 1996 ; LE DREAN et al., 1995). Des expériences de
protection a la DNase a l'aide d'extraits nucléaires de foie de truite les ont caractérisées
comme un ERE imparfait situé entre les positions -80 et -68 (LE DREAN et al., 1995), un
demi-ERE en position -100 et une région dite FP3 contenant un site de type Octameére
(Oct) a -132 (LAZENNEC et al., 1996) - cf. fig. 1A.

L'approche suivie ici est fondée sur le dosage de l'activite du gene rapporteur Lac Z
porté par le vecteur pLGA-178 et mis sous la dependance transcriptionnelle du fragment
0,2 kb caractérisé. Ceci a été réalisé par l'insertion de ce fragment de 0,2 kb dans le site
Xhol situé dans le promoteur minimal du géne de lisocytochrome c-1 de levure,
comprenant une TATA-box en position -50 (cf. fig. 1B). Cette construction a été introduite
dans les levures S. cerevisize BJ-2168 qui ne contiennent pas de rtER. Simuitanément,
des cotransformants exprimant de facon stable le rtER (plasmide YEprtER) et possédant
la construction rapportrice sont réalisés et sélectionnés par leur auxotrophie pour le
tryptophane et I'uracile. On mesure donc I'éventuelle activation transcriptionnelle du gene
rapporteur Lac Z par rtER dans les levures transformées, aprés 4 h d'incubation avec soit
10 nM d'cestradiol soit de I'éthanol (témoin). Dans ce systéme reconstitué, I'cestradiol
pénétre dans les cellules de ievure jusqu'au noyau et se lie au rtER exprimé de fagcon
stable grace au promoteur fort de levure GPD-P (Glycéraldéhyde-3-phospate
déshydrogénase). Cette liaison provoque la dimérisation du complexe Hormone/Récepteur
qui va alors se fixer sur les éléments de réponse situés sur le promoteur exogéne apporté
par le vecteur rapporteur pLG/0,2 kb. Le dimére peut alors interagir avec les facteurs
généraux de la transcription endogene de levure pour réguler l'activité transcriptionneile du
gene rapporteur Lac Z. Ceci se traduit par une variation des quantités d'enzymes 3-Gal qui
est dosée par une méthode de colorimétrie classique employant de I'ONPG comme
substrat (cf. fig. 2).
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Schématisation du systéme de levure.

Dans ce systéeme, I'cestradiol pénéetre jusque dans le noyau ou il se lie au rtER
exprimé de facon stable. Cette liaison provoque la dimérisation du complexe
Hormone/Récepteur et sa fixation au niveau du promoteur exogéne porté par le
vecteur rapporteur pLGA-178. La variation de I'activité transcriptionnelle du géne
rapporteur Lac Z résultante se traduit par une modulation des quantités
d'enzymes B-Galactosidase. Ces quantités sont dosées par une méthode de
colorimétrie classique en ajoutant de 'ONPG aprés perméabilisation des cellules
de levure. L'action des xénobiotiques sur ce systéme peut donc étre suivie par
les variations de l'activité B-Galactosidase.

Figure 2

Schematic representation of the yeast system.

As in mammalian cells, the estradiol binds a specific receptor in the nucleus, ER
which is stably product thanks to the strong promoter of the YEprtER
expression plasmid. Upon estrogen binding, ER dimerizes and binds to the
exogen promoter brought by the pLGA-178 reporter plasmid. Thus, the activity
of the Lac Z gene is modulated as the quantity of his product, the 8-
Galactosidase enzyme. The amount of this protein is quantified by addition of
ONPG after permeabilization of the yeast cells. Xenobiotics interfering with this
mechanism may thus be seen by the variations of the B-Galactosidase activity.

Les transformants n'exprimant pas de récepteurs possédent une activité
B-Galactosidase faible, inférieure a 1 U, comme les témoins transformés par le vecteur
pLGA-178 sans insert (cf. fig. 1C). Ceci indique donc que les séquences portées par le
promoteur ne peuvent interagir avec les facteurs de transcription endogénes de levure ou
du moins pas pour induire fortement la transcription du gene se situant en aval.
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Figure 3
Le promoteur du géne rtER est inductible par I'E2 dans la levure.
Des levures BJ2168 sont transformées par la construction pLGA-178/0,2 kb seule
ou cotransformées avec le vecteur d'expression YEprtER, avant d'étre incubées
en présence ou en absence d'cestradiol. L'activité B-Galactosidase résultante est
dosée aprés addition d'ONPG. Les valeurs sont indiquées en moyenne = SEM,
I'expérience étant réalisée 4 fois.

Figure 3
rtER gene promoter is functional in yeast.
Yeast strain BJ2168 was transformed by pLGA-178/0.2 kb reporter plasmid alone
or together with YEprtER expression vector. Yeasts were grown on selective
medium containing or not 108 M estradiol. The B-Galactosidase assay was
measured in yeast extracts. Values represent the mean + SEM for at least four
independent experiments.

Le rtER présente une activité basale en absence d'cestradiol, représentant 15% de
l'induction maximale obtenue en présence de I'hormone (cf. fig. 3). En effet, on obtient une
activité B-Gal en présence d'cestradiol de 47 Unités Miller pour le rtER.

Ainsi, le fragment de 0,2 kb du promoteur du géne rtER est fonctionnel dans la
levure ; il est activé par I'E2 lorsque le rtER est exprimé de facon stable.

Influence transcriptionnelle de hCoup-TFI

Récemment, il a été montré que le facteur hCoup-TFI est capable d'augmenter
l'activité transactivatrice du rtER dans des cellules de mammiferes CHO-K1
cotransfectées avec le promoteur du géne rtER(LAZENNEC et al., 1997). Afin de savoir si
le systéme de levure permettait de retrouver ce phénoméne dans un contexte dépourvu
de hCoup-TF!l endogene et de complexifier le systéme transcriptionnel reconstitué, on a
fait exprimer ce facteur dans les cellules de levure. Ceci a été réalisé par cotransformation
de levures S. cerevisice BJ2168 par les vecteurs permettant |'expression de rtER et de
hCoup-TFl, ainsi que par le plasmide rapporteur incluant le fragment 0,2 kb du promoteur.
Un témoin sans vecteur d'expression YEprtER a été réalisé afin d'observer l'effet de
hCoup-TFI seul sur le promoteur.
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Figure 4
Effet coopératif entre hCoup-TFl et rtER pour I'induction transcriptionneile du
gene rtER.

Les levures ont été transformées par le vecteur rapporteur pLGA-178/0,2 kb et
par le plasmide exprimant rtER et/ou pEMBL/Coup, avant d'étre incubées 4 h en
présence ou non d’cestradiol 10 nM. Linduction transcriptionnelle résultante est
mesurée par dosage de I’activité B-Gal avec de 'ONPG. Un témoin est réalisé par
dosage de Pactivité du promoteur seul (transformation du vecteur rapporteur
seul), et un autre témoin est effectué par cotransformation de YEprtER et de
pPEMBLYye30/2 qui est le vecteur dans lequel a été sous-cloné ’ADNc codant pour
hCoup-TFI. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes.

Figure 4

hCoup-TFI enhances rtER transcriptional activity in yeast.

Yeast strain BJ2168 containing the pLGA-178/0.2 kb reporter plasmid was
transformed with YEprtER, pEMBL-hCoup-TFi or both expression vectors. A
control was performed by cotransformation of this yeast strain with YEprtER
and pEMBLye30/2, and another by transformation with the reporter plasmid
alone. The B-Galactosidase assay was measured in yeast extracts. Values
represent the mean + SEM for at least four independent experiments.

La figure 4 montre I'effet de hCoup-TFI coexprimé avec rtER en présence ou non
d'cestradiol sur le vecteur rapporteur pLGA-178/0,2 kb. On peut observer une augmentation
de l'activité 3-Gal de l'ordre de 2 fois, en présence de hCoup-TFI. Par contre, en absence
de rtER, le récepteur nucléaire orphelin hCoup-TFl n'est pas capable d'induire la
transcription du gene rapporteur.
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Afin de vérifier si cet effet n'était pas un artefact, on a effectué une cotransformation
de levures par le vecteur rapporteur incluant la construction 0,2 kb, le plasmide
d'expression YEprtER et le plasmide pEMBLye30/2 qui est le vecteur d'expression utilisé
pour exprimer le facteur hCoup-TFl. L'activité B-Gal mesurée ne differe pas de celle
obtenue avec des levures transformées par pLGA-178 et YEprtER, ce qui indique que
l'effet observé précédemment était bien da a la coexpression de rtER et de hCoup-TFi.

DISCUSSION

Dans le foie de truite et les cultures d’hépatocytes, I'expression du géne rtER est
régulée positivement par I'cestradiol (FLOURIOT et al., 1996 ; PAKDEL et al,, 1991). Une
séquence de 0,2 kb a été identifiée dans ce promoteur comme renfermant les principaux
éléments responsables de l'autorégulation de ce gene (LE DREAN et al, 1995 :
LAZENNEC et al., 1996), i.e. un ERE, un demi-ERE et une séquence de type Oct pouvant
lier des facteurs de transcription potentiels (par exemple : C/EBP, AP-1 ou HNF-5). Afin
d'analyser cette unité transcriptionnelle hormono-dépendante, nous avons tenté de la
reconstituer dans un systéme hétérologue de levure par expression stable de rtER seul ou
en combinaison avec hCOUP-TFI dans ces cellules.

On a montré que dans la levure, comme dans les cellules de mammiféres
(LAZENNEC et al, 1997 ; LE DREAN et al, 1995), cette unité transcriptionnelle est
inductible par I'E2 en présence de rtER (fig. 3).

L'éiément FP3 du promoteur, ressemblant a une séquence de type Oct, a été
caractérisé comme pouvant augmenter l'induction due au rtER dans des cellules MCF-7
(LAZENNEC et al., 1997) par recrutement de facteurs de transcription. Dans la levure, on
a vu que les éléments du promoteur n'interagissent pas avec des facteurs endogénes :
ainsi, dans la levure, cet élément n'est pas impliqué dans la régulation du promoteur du
géne rtER.

Ainsi, les facteurs généraux de transcription existant chez la levure sont capables
d'assurer la transmission du signal provoqué par la liaison du dimére rtER/E2 sur ses
éléments de réponse situés sur le promoteur.

Récemment, il a été montré que le facteur de transcription hCoup-TFI était capable
d'ampilifier I'activité transcriptionnelle du promoteur du géne rtER en présence de rtER et
d'cestradiol dans des cellules de mammiféres (LAZENNEC et al, 1997). Ceci est
surprenant, car les facteurs de type Coup ont souvent été décrits comme des répresseurs
(TRAN et al., 1992 ; LENG et a/., 1996), leurs effets en tant que coactivateurs n'étant pas
clairs ainsi que l'importance physiologique de tels phénomenes.

Nous avons vérifié dans la levure qui ne posséde pas de hCoup-TFI endogéne
qu'un tel phénomeéne existe bien. Ce phénoméne est nommé coopération car la présence
de hCoup-TFl augmente de deux fois linduction par le récepteur de la construction
promotrice, tandis que le hCoup-TFI seul ne posséde pas d'activité transcriptionnelle
(fig. 4). Les sites potentiels de liaison du facteur hCoup-TF| sur le promoteur rtER ont été
recherchés par la technique de footprinting in vitro. Ces expériences (LAZENNEC et al.,
1997) ont permis de mettre en évidence la fixation de ce facteur sur un élément "Direct
Repeat" (DR) 24 formé par le demi-ERE et le demi-site 3' de 'ERE. hCoup-TFI se lierait
sur cet élément, maintenant le promoteur dans une conformation optimale "ouverte"
permettant une meilleure accessibilité au rtER.

Ainsi, des interactions avec des facteurs transcriptionnels supplémentaires tissus-
spécifiques comme hCoup-TFIl qui est coexprimé avec rtER dans le foie et le cerveau
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(LAZENNEC et al, 1997) permettent d'augmenter encore la réponse de génes
cestrogéno-dépendants dans ces tissus.

Ce modele de levure a été utilisé afin de cribler un certain nombre de molécules
douées d'un effet anticestrogénique ou cestrogénique (SHIAU et al.,, 1996). Des travaux
récents ont montré que des métaux lourds ou des composés xénobiotiques (PETIT et al.,
1997) pouvaient interférer avec le fonctionnement du rtER dans la levure ou bien dans des
cultures d'hépatocytes de truite. La reconstitution d'un systéme transcriptionnel complexe
dans la levure, qui a été réalisé ici, fournit un test attractif pour analyser l'influence de ces
composés sur l'autorégulation du géne rtER qui nécessite l'implication de plusieurs
facteurs de transcription dont rtER et hCoup-TFl. En effet, le dosage de l'activité
f3-Galactosidase obtenue dans ce systéme aprés incubation avec une molécule
xénobiotique peut donner des indications quant au pouvoir perturbateur de ce composé
pour la régulation du géene rtER, et ceci en présence ou non d'E2 : phénoménes
d'interférence, de synergie, de coopération, etc...
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