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Les protéines Rel/NF-xB et IxB: nouvelles données
sur la structure, la fonction et la régulation

Une série d’articles récents apporte
des lumieres nouvelles sur la structu-
re, les mécanismes de régulation et la
fonction des protéines de la famille
Rel/NF-kB.

Cette famille de facteurs de transcrip-
tion est impliquée dans le controle
de I'expression de nombreux génes
au cours de la réponse immune ou
inflammatoire, ainsi que de virus
comme le VIH (pour une revue
récente, voir [1]). On connait actuel-
lement cinq membres de la famille
Rel/NF-xB qui, presque tous, peu-
vent former des homo- ou des hété-
rodimeres capables de lier une
séquence d’ADN du type GGGRN-
NYYCC*: p50, p52, p65 (renommé
récemment RelA), le produit du pro-
to-oncogene crel, et RelB. Cette der-
niére molécule ne peut former des
hétérodimeres qu’avec p50 ou p52.
Toutes ces molécules présentent en
position N-terminale un domaine
d’homologie d’environ 300 acides
aminés (DHR: domaine d’homolo-
gie Rel), contenant les régions impli-
quées dans la dimérisation et dans la
liaison a ’ADN, ainsi qu’une séquen-
ce de localisation nucléaire. Les com-
plexes transactivateurs rencontrés le
plus souvent sont p50/p65 (qui cor-
respond a I'activité NF-kB décrite ini-
tialement) et p50/ c-Rel. Les sous-
unités p50 et p52 sont synthétisées
sous forme de précurseurs cytoplas-
miques, pl05 et pl00. Par ailleurs,
p50 et p52 présentent des activités

Voir aussi Uarticle de synthése de R. Costello et al.,
page 957 de ce numéro.

* Ou N est w’importe quel nucléotide et Y un nu-
déotide a base pyrimidique.
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transcriptionnelles trés faibles, alors
que les trois autres membres de la
famille contiennent dans leur région
C-terminale un domaine d’activation
transcriptionnel fort.

Les complexes NF-kB sont normale-
ment retenus dans le cytoplasme par
interaction avec une molécule de la
famille IkB [2]: les geénes codant
pour deux molécules de cette famille
ont été clonés, IxBa (3] et IKkBB [4],
le second trés récemment. Ces molé-
cules sont essentiellement formées
de 5-6 répétitions d’'un motif d'une
trentaine d’acides aminés appelé
répétition ankyrine, suivies dans la
partie C-terminale de séquences de
type PEST, considérées en général
comme des déterminants de dégra-
dation [5]. Les molécules IxB agis-
sent en empéchant l'accés aux
séquences de localisation nucléaire
des protéines Rel/NF-kB. A la suite
de divers signaux (TNF [tumor necro-
sis factor], esters de phorbol, lipopoly-
saccharides, interleukine 1...) les
molécules IkB sont phosphorylées
puis dégradées et les complexes NF-
KB sont alors transportés dans le
noyau ou ils peuvent se fixer sur les
séquences régulatrices de leurs
geénes-cibles. Seules les cellules B et
certaines cellules de la lignée mono-
cyte/macrophage présentent une
activité NF-kB constitutivement
nucléaire. Il a été montré récemment
que les précurseurs p105 et p100, qui
contiennent aussi des répétitions
ankyrine dansleur région C-termina-
le, peuvent se comporter comme des
molécules de type IKB et sont
capables de retenir dans le cytoplas-
me d’autres membres de la famille
comme p50, p52, c-Rel ou p65.

Au cours de ces derniers mois sont

parus plusieurs articles trés impor-
tants: d’une part, la structure cristal-
line d’un homodimere p50 lié a
I’ADN a été résolue; d’autre part, la
construction de souris dont les génes
P50 et relB ont été invalidés a permis
de mieux appréhender la fonction
réelle de ces deux sous-unités; finale-
ment, une série de publications a
permis de mieux comprendre le
mécanisme de dégradation de I'inhi-
biteur IkBa.

L’homodimeére p50: lointain parent
des immunoglobulines ?

La séquence des DHR des protéines
de la famille Rel/NF-kB ne montre
pas d’homologie évidente avec les
domaines de liaison a ’'ADN et de
dimérisation connus a I’heure actuel-
le (glissiere a leucines, motif hélice-
tour-hélice ou hélice-boucle-hélice,
boite homéo...). La résolution de la
structure cristalline d’'un homodime-
re p50 lié a son site a confirmé cette
impression, et a révélé un nouveau
mode de liaison a I’ADN, qui permet
de comprendre I'affinité extréme-
ment élevée des complexes pour
I'ADN (Kd =102 M) [6, 7]. Au lieu
de lier 'ADN a I'aide d’une série de
petites hélices o, les deux molécules
p50 contactent ’ADN par I'intermé-
diaire de boucles, qui entourent
complétement 'ADN et donnent au
complexe I'apparence d’un papillon;
de manieére inattendue, cette structu-
re ressemble aux molécules d’immu-
noglobulines, bien que la significa-
tion évolutive de cette similitude soit
peu claire a I'heure actuelle. On
savait par des expériences de délé-

tion que la partie C-terminale du eo—
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DHR était spécifiquement impliquée
dans la dimérisation [8], mais c’est
en fait I’ensemble du DHR qui établit
des contacts avec ’ADN: a peu prés
38 contacts sont ainsi établis sur
I’ensemble de la double hélice cor-
respondant au site de fixation, lais-
sant libre seulement le petit sillon.
L’établissement de cette structure
devrait permettre de comprendre,
d’une part, comment divers types
d’homo- ou hétérodimeres de
membres de la famille Rel/NF-xB
reconnaissent différentes séquences
cibles avec des affinités différentes et,
par ailleurs, comment les inhibiteurs
IkB interagissent avec les molécules
Rel/NF-xB et, en particulier, com-
ment ils peuvent dissocier des com-
plexes NF-xB déja liés a 'ADN. De
maniére peut-étre plus importante,
ces données devraient permettre de
mettre au point des réactifs capables
de bloquer la dimérisation ou la liai-
son a I'’ADN de ces protéines et donc,
éventuellement, de controdler la
réponse imflammatoire ou d’interfé-
rer avec la réplication de virus com-
me le VIH.

Inactivation des geénes codant pour
p50 et RelB: quelques idées recues
s’écroulent

L’inactivation récente par recombi-
naison homologue des geénes codant
pour les protéines p50 et RelB a
éclairé d’un jour nouveau le role de
ces molécules dans le développement
et le fonctionnement du systéme
immunitaire.
L’inactivation du gene p50 [9]
n’empéche pas les souris d’atteindre
I'age adulte en bonne santé appa-
rente. Les souris p50 -/- possedent
une quantité normale de cellules B
qui synthétisent des quantités nor-
males de chaine k¥ d’'immunoglo-
bulines. Néammoins, ces cellules pré-
sentent des défauts d’activation et de
production d’anticorps spécifiques;
par exemple, les lipopolysaccharides
(LPS) n’induisent pas d’activité NF-
KB ni de diftérenciation des cellules
B, contrairement a un traitement par
des anticorps anti-immunoglobulines
M, ce qui indique que ces deux sti-
muli utilisent des voies de signalisa-
s tion différentes. De plus, I'absence
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Figure 1. Un modéle d’activation de NF-xB par la voie IxBa. Les complexes
p50/RelA sont retenus dans le cytoplasme par IkBa. Suite & un signal extra-
cellulaire, la molécule IkBa est phosphorylée sur les sérines 32 et 36, mais
reste associée 48 NF-xB (une phosphorylation constitutive dans la région C-
terminale est indiquée). Cette phosphorylation fait de IxkBo une cible pour les
protéases responsables de sa dégradation, ce qui permet la libération et le
transport nucléaire des complexes NF-kB. Les inhibiteurs de calpaine et de
protéasomes du type aldéhydes peptidiques bloquent cette dégradation
mais pas la phosphorylation de IxkBa, alors que certains inhibiteurs de
sérines protéases comme le BTEE (N-benzoyl-L-tyrosine éthyl ester) et les
antioxydants comme le PDTC (pyrrolidinedithiocarbamate) agissent en
amont de I'étape de phosphorylation. Les mécanismes de rétention par les
précurseurs p105 et p100, ou par I'inhibiteur IkBf, n‘ont pas été représentés
pour des raisons de simplicité. De méme, la phosphorylation des membres
de la famille NF-xB (p50, relA...) induite par un signal extracellulaire n‘a pas
été évoquée car le réle de ces modifications n’‘est pas compris a I’heure
actuelle.
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de p50 induit une sensibilité nette-
ment plus importante a certaines
infections bactériennes, mais para-
doxalement une résistance accrue a
certaines infections virales, probable-
ment liée a une synthése augmentée
d’interféron B. Cette synthése accrue
peut s’expliquer par 1'absence
d’homodimeéres p50 qui semblent
étre normalement responsables de
I’inhibition du niveau de base
d’expression de ce géne, et par le
remplacement des hétérodimeéres
p50/p65 manquants par des com-
plexes du type c-Rel/p65.
L’inactivation du géne relB n’a pas
non plus d’effet sur le développe-
ment embryonnaire des souris mani-
pulées [10]. La protéine RelB est
spécifiquement exprimée dans les
tissus lymphoides, et diverses don-
nées récentes suggerent que les hété-
rodimeéres contenant RelB sont res-
ponsables de [1’activité NF-xB
constitutive présente dans la rate et
le thymus: la raison de cet état
constitutif semble étre I'affinité tres
faible de ces complexes pour I'inhi-
biteur IkBa. En accord avec ces
données, on observe effectivement
un phénotype qui se manifeste apres
le dixiéme jour par une pathologie
complexe: d'une part, 'activité
NF-xB constitutive extrémement
réduite dans le thymus et la rate
semble aboutir, entre autres défauts,
a une réduction importante de la
population des cellules dendritiques
thymiques et, d’autre part, divers
organes dont les poumons et le foie
sont le siege d’une infiltration
inflammatoire importante. En outre,
ces animaux présentent une immu-
nité cellulaire tres réduite. Ces résul-
tats indiquent que relB joue un role
fondamental dans le systéme héma-
topoiétique, et que son absence ne
peut étre compensée par les autres
membres de la famille.

On constate donc avec ces deux
exemples que les molécules p50 et
RelB jouent des réles totalement dif-
férents: la molécule p50, essentielle-
ment sous la forme d’hétérodimeres
p50/p65, appartient a des com-
plexes rapidement inductibles au
cours des réponses immune et
inflammatoire. Au contraire, 1’activi-
té constitutive représentée par RelB
controle le développement et
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I’homéostasie du systéme immunitai-
re apres la naissance. Il est clair que
dans I'avenir I'inactivation des genes
codant pour les autres membres de
la famille et la construction de souris
inactivées pour deux geénes ou plus
apporteront des renseignements pré-
cieux.

Controéle de lactivité NF-xB:
phosphorylation et dégradation

Des expériences de purification déja
relativement anciennes avaient
démontré la présence de deux types
de molécules IkB, o et B. Le clonage
de I'ADNc codant pour IkBoa [3] et
I'obtention d’anticorps spécifiques a
permis de préciser le comportement
de cette molécule a la suite des
signaux capables d’activer NF-xB:
on a ainsi pu montrer qu’a la suite
de ces signaux la molécule IxBa
était d’abord phosphorylée, puis
dégradée, cette dégradation ayant
lieu sans dissociation du complexe
NF-xB/IkB. Cette disparition n’est
que transitoire et on observe une
réapparition rapide de linhibiteur,
due en partie a la stimulation du
promoteur du geéne IxkBa par les
complexes NF-kB. Le clonage récent
du géne codant pour la molécule
IkBP [4] a permis d’observer un
comportement différent: cette molé-
cule, bien qu'apparemment associée
dans la cellule aux mémes com-
plexes NF-xB que IxBa, n’est dégra-
dée qu’a la suite de signaux indui-
sant une réponse persistante,
comme les LPS ou l'interleukine 1,
et reste absente tant que I'activité
NF-xB est détectable dans le noyau,
suggérant que le géne /kBf n’est pas
réglé positivement par NF-xB,
contrairement a /kBa. En revanche,
les signaux du type PMA ou TNF
(tumor mecrosis factor) qui induisent
une réponse NF-kB transitoire ne
provoquent pas de dégradation de
IxkBp.

Depuis deux ans, les mécanismes
impliqués dans la dégradation de
IxBa ont été 'objet de nombreuses
investigations; tout d’abord, on a pu
bloquer la dégradation de cette
molécule a I'aide d’inhibiteurs de
protéases connus pour inhiber I'acti-
vité des protéasomes (et aussi, pour
certains, de la calpaine) [11-16]. Les

protéasomes sont des complexes
multicatalytiques présents dans
toutes les cellules eucaryotes et res-
ponsables de la dégradation de pro-
téines anormales ou a demi-vie cour-
te [5]. Ainsi, I'usage d’inhibiteurs du
type aldéhyde peptidique comme
ALLN (acétyl leucyl leucyl norleuci-
nal) a permis d’observer I'accumula-
tion d’une forme hyperphosphorylée
de IkBo a la suite de divers signaux
d’activation. Ces résultats ont mené
a I’hypothése selon laquelle la molé-
cule IkBa serait dégradée par la voie
ubiquitine-protéasomes. Cette hypo-
thése a été renforcée par une série
de résultats portant sur la matura-
tion du précurseur pl05 de la protéi-
ne p50: cette maturation se traduit
par la dégradation de la région C-ter-
minale du précurseur et par la libé-
ration de la molécule p50 représen-
tant sa partie N-terminale. Les
résultats obtenus récemment indi-
quent que la molécule pl105 est ubi-
quitinylée et que sa maturation est
probablement due a I'action des pro-
téasomes [5, 15]. On observe donc
un paralléle entre les mécanismes de
dégradation et de maturation de
deux types de molécules possédant
toutes deux une activité de type IkB,
pl05 et IkBa.

Une des questions qui vient immé-
diatement a I’esprit concerne le role
de la phosphorylation dans la dégra-
dation de IkBoa. L’accumulation
d’une forme hyperphosphorylée de
IkBa a la suite des signaux d’activa-
tion n'implique pas nécessairement
que la phosphorylation soit nécessai-
re a la dégradation. Des résultats
récents obtenus par le groupe de
Siebenlist [17] et par le nétre mon-
trent que l'activation de NF-kB par
divers signaux (PMA, TNF, LPS)
aboutit a la phosphorylation de IkBa
sur les sérines 32 et 36. La mutation
d’une de ces sérines abolit la dégra-
dation mais pas la phosphorylation
sur 'autre sérine. De maniére inat-
tendue, la délétion de la région C-
terminale de la molécule, riche en
acides aminés de type PEST, abolit
aussi la dégradation, mais pas la
phosphorylation. On se trouve donc
en présence de deux déterminants
nécessaires a la dégradation de IxBa
et séparés par plus de 200 acides
aminés correspondant aux répéti-
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tions ankyrine: deux sites de phos-
phorylation en N-terminal et une
région de type PEST en C-terminal.
Il est intéressant de noter que dans
la molécule IkBP on trouve en N-ter-
minal deux sérines dans un environ-
nement tres semblable a celui de
IkBa, ainsi qu’une région de type
PEST en C-terminal.

La question qui se pose maintenant
est donc la suivante: quelles sont les
kinases impliquées dans ces événe-
ments de phosphorylation, et quelles
voies de signalisation sont respon-
sables de I’activation de ces kinases
(sachant qu’il peut, en fait, s’agir
non pas de l'activation d’une ou de
plusieurs kinases mais de l’inacti-
vation d’une phosphatase, car les in-
hibiteurs de phosphatase comme
I'acide okadaique ou la calyculine A
sont capables a eux seuls d’activer
NF-kB) ? Par ailleurs, comment peut-
on expliquer que des signaux aussi
dissemblables que le PMA, le TNF ou
le LPS convergent tous vers les deux
mémes sites de phosphorylation de la
molécule IkBoa. La question de
I'identification de la (ou des) voie(s)
d’activation de NF-kB qui se posait
déja lors de la découverte de I'induc-
tibilité de cette activité en 1986 n’a
malheureusement guére progressé
depuis. On peut espérer que I'identi-
fication de ces deux sites de phos-
phorylation va enfin permettre
d’avancer un peu dans cette voie. En
effet, la compréhension des méca-
nismes menant a la translocation
nucléaire de NF-kB devrait permettre
de pouvoir éventuellement bloquer
cette activation, et ainsi de controler
certains aspects des réponses immu-
ne et inflammatoire M
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