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SOMMAIRE

SCL, un facteur de transcription bHLH (hélice-boucle-hélice
basique), est un régulateur clé de I'hématopoiése; il est essentiel pour
I'établissement du systéme hématopoiétique, pour la formation de toutes
les lignées hématopoiétiques et plus tardivement, pour la différenciation
érythrocytaire et mégacaryocytaire. Récemment, nous avons montré qu'un
gain de fonction de SCL restaure la déficience érythrocytaire des souris
nulles pour Otx-1, qui est un facteur de transcription a homéodomaine de la
famille bicoide. Ceci suggére fortement que SCL agit en aval d'Ofx-1.

Au cours de cette étude, nous démontrons que SCL est une cible
directe d'Otx-1 dans les cellules érythrocytaires. En effet, une collaboration
transcriptionnelle entre Otx-1 et le facteur de transcription érythrocytaire
GATA-1 est observée sur le promoteur de SCL de I'exon 1a. Otx-1 occupe
le promoteur de SCL in vivo dans les cellules érythrocytaires via une
interaction avec GATA-1 sur le site GATA situé a -35 pb. Par ailleurs, nous
montrons qu'Otx-1 induit I'expression endogéne de SCL dans des cellules
primaires. Finalement, Otx-1 favorise la différenciation érythrocytaire au
détriment de la différenciation myéloide, un effet qui est associé par ailleurs
a une expression ectopique de SCL.

Nous proposons un modele par lequel le complexe protéique formé
par GATA-1 et Otx-1 lie le site GATA du promoteur proximal 1a de SCL
pour activer son expression et soutenir la différenciation érythrocytaire
durant I'nématopoiése. Notre étude a donc permis lidentification d'un
nouveau régulateur transcriptionnel de SCL et d’'un nouveau co-facteur de
GATA-1.

Mots clés : SCL, Otx-1, GATA-1, hématopoiése, transcription, interaction
protéique, différenciation érythrocytaire.
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ABSTRACT

SCL, a basic helix-loop-helix stem cell leukemia transcription factor,
is a master regulator of hematopoiesis shown to be essential for
hematopoietic and erythroid cell development. Recently, we have found
that a gain of function of SCL rescues the erythroid deficiency observed in
Otx-1 knock-out mice. These results suggest that SCL acts downstream of
the bicoid-like homeodomain transcription factor Otx-1.

In the present study, we demonstrate that SCL is a direct target of
Otx-1 in erythroid cells. We found that Otx-1 and the erythroid GATA-1
transcription factors physically interact to cooperatively activate the SCL
promoter. Both proteins occupy the SCL exon 1a promoter in vivo in
erythroid cells. Furthermore, we show that Otx-1 induces endogenous SCL
expression in primary erythroid cells. Moreover, an Otx-1 gain-of-function
enhances erythroid differenciation and blocks myeloid differentiation, an
effect that is associated with the ectopic expression of SCL.

Taken together, these results support a model by which GATA-1
tethers Otx-1 to the -35 GATA site of the SCL promoter 1a to drive its
expression and to sustain an erythroid fate during hematopoiesis. Our
study has permitted the identification of Otx-1 as a novel cofactor of GATA-
1 and as a transcriptional regulator of the SCL promoter 1a.

Key words : SCL, Otx-1, GATA-1, hematopoiesis, transcription, protein
interaction, erythroid differentiation.

Le travail présenté dans la section du manuscrit a été effectué
majoritairement par Virginie Sanguin Gendreau a I'exception de la figure 1B

et 2A qui ont été effectuées par Richard Martin et Mathieu Tremblay.
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Introduction

Une importante question en biologie est de comprendre ce qui
contréle la détermination et la différenciation de cellules souches vers un
type cellulaire donné. L’hématopoiése, le processus de la formation des
cellules du sang, est un systeme de différenciation bien caractérisé utilisé
comme modeéle pour identifier les mécanismes fondamentaux qui régulent
le destin d'une celiule. La présente introduction portera sur I'hématopoiése
et un de ses régulateur clé, le géne SCL. Mon projet de maitrise portant
plus précisément sur la régulation transcriptionnelle de celui-ci, une revue
des régulateurs potentiels de SCL, les facteurs de transcription de la famille
GATA et ceux la famille a homéodomaine sera abordée.

1. Hématopoiése
1.1 Etablissement de I'hématopoiése au cours du développement

Le développement du systéme hématopoiétique chez les
mammiféres se fait en plusieurs étapes. Les premiéres cellules sanguines,
les globules rouges embryonnaires, sont produites dans le sac vitellin a
partir du mésoderme au jour embryonnaire 7.5 (E7.5) chez la souris. Cette
hématopoiese, dite primitive, est caractérisée par la présence
d'erythrocytes nucléés qui synthétisent les chaines de globines
embryonnaires (£ , €/ H1). L’hématopoiése définitive s’initie ensuite dans le
foie foetal au jour E10-11 ou est observée la production d’érythrocytes
eénucléés qui expriment les globines foetales a et y. Finalement, avant la
naissance, les cellules hématopoiétiques colonisent la moelle osseuse qui

devient alors le site principal de I'nématopoiése et le demeure tout au long



de la vie adulte. Les érythrocytes produits expriment alors les globines
adultes (o et B) (Orkin, 1995; Orkin, 1996).

1.2 L’hématopoiese

Tout au long de la vie d'un individu, les différentes cellules du sang
sont continuellement produites suite a la différenciation d'un type cellulaire
unique : les cellules souches hématopoiétiques (HSC). Les cellules
souches hématopoiétiques se caractérisent par leur capacité d'auto-
renouvellement, c'est-a-dire leur pouvoir de régénérer d’autres cellules
HSC. Il existe 2 types de cellules HSC, les cellules LT-HSC (long-term)
pouvant s'auto-renouveller indéfiniment ou les cellules ST-HSC (short-term)
capables d’auto-renouvellement pour un nombre défini de division. En
d'autres termes, les cellules LT-HSC peuvent reconstituer 'hnématopoiese
d’'un animal irradié pour sa vie entiére tandis que les cellules ST-HSC
peuvent reconstituer celui-ci seulement pour une courte période de temps.
Les cellules HSC ont également le potentiel de se différencier pour générer
toutes les lignées hématopoiétiques. Elles se différencient premiérement
en cellules progénitrices qui vont éventuellement devenir précurseurs de
différentes lignées et donner lieu a des cellules de plus en plus matures
(Orkin, 1995; Orkin, 2000).

L'hématopoiése est habituellement représentée de fagon
hiérarchique, c'est-a-dire par les cellules HSC qui donnent lieu a des
progéniteurs multipotents qui se différencient en précurseurs commis selon
les différentes lignées (Figure ). Cette représentation simplifiée du
développement hématopoiétique illustre les populations cellulaires
intermédiaires de fagon trés structurée. La caractérisation de cellules selon
leurs marqueurs de surface et leur potentiel de développement cellulaire ont
permis de déterminer les différents stades de différenciation pour chaque

type de cellules.
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Lors de la division cellulaire, les deux cellules filles produites par la
cellule LT-HSC peuvent garder les mémes propriétés, se différencier ou
mourir par apoptose. De plus, elles peuvent rester dans la moelle osseuse
ou migrer en périphérie. Les cellules ST-HSC peuvent se différencier en
progéniteurs multipotents (MPP), qui sont incapables ou seulement
brievement capables d’autorenouvellement. Ceux-ci vont se différencier en
progéniteurs commis qui pourront donner lieu a une progéniture différenciée
ayant des fonctions matures irréversibles. Ainsi, il y a une diminution du
potentiel de différenciation a chaque étape pour finalement atteindre une
perte compléte de ce potentiel pour les cellules matures.

Deux types de progéniteurs commis ont été identifies; les
progéniteurs lymphoides (CLP, common lymphoide progenitor) et les
progéniteurs myéloides (CMP, common myeloid progenitor) qui définissent
2 grandes classes de cellules hématopoiétiques (Passegue et al., 2003;
Orkin, 2000). Les lymphocytes B et les lymphocytes T font partie de la
lignée lymphoide et ont différents réles dans 'immunité. Les progéniteurs
myéloides tant qu'a eux peuvent se différencier en 2 autres types de
progéniteurs commis : les progéniteurs GMP (granulocyte-monocyte
progenitor) qui se différencient en monocytes/macrophages et en
neutrophiles/granulocytes ainsi que les progéniteurs MEP (megakaryocyte-
erythroid progenitor) qui se différencient en cellules érythrocytaires,
mégacaryocytaires et mastocytaires. Les monocytes/macrophages jouent
un réle de phagocytose tandis que les neutrophiles/granulocytes ingérent et
détruisent des microorganismes. Les érythrocytes (globules rouges)
contiennent 'hémoglobine responsable du transport de I'oxygéne vers les
tissus tandis que les mégacaryocytes produisent des milliers de plaquettes
qui ont un role dans la coagulation du sang (Orkin, 2000) (Figure ).

Les marqueurs de surface cellulaire sont trés utiles pour
lidentification des différents stades de maturation de différentes lignées de
cellules hématopoiétiques. Ces marqueurs sont des protéines de surface

exprimées spécifiquement par certaines lignées cellulaires et a différents



stades de différenciation. Parmi ceux-ci, c-kit, un récepteur tyrosine kinase
pour le ligand Kit, est un marqueur exprimé dans les progéniteurs précoces
et les cellules HSC. Il y a aussi des marqueurs pour les cellules matures
comme TER 119 pour les érythrocytes, CD11b pour les
monocytes/macrophages et B220 pour les lymphocytes B (Orkin, 2000)
(figure ).

1.3 Régulateurs clés de ’'hématopoiése

La production de cellules hématopoiétiques matures est controlée a
tous les stades de différenciation. La prolifération et la survie des cellules
progénitrices impliquent principalement les facteurs de croissance
provenant de I'environnement tandis la différenciation de celles-ci vers des
cellules matures dépend de I'expression d'une combinaison de facteurs de
transcription spécifiques aux lignées. Ces facteurs consolideraient un profil
d’expression génique par l'activation de génes spécifiques a chaque lignée
(Orkin, 1995; Orkin, 2000; Zhu et Emerson, 2002).

L'invalidation génique a joué un role crucial dans l'identification de
génes essentiels a I'nématopoiése. Il a été démontré que les facteurs de
transcription SCL et LMO2 sont essentiels a la formation du tissu
hématopoiétique a partir du mésoderme au cours du développement.
GATA-2 semble impliqué dans I'expansion et le maintien du potentiel des
cellules souches hématopoiétiques. De plus, la formation de globules
rouges matures nécessite, entre autres, la présence de GATA-1, SCL et
LMO2. De la méme fagon, PU.1 est requis pour les lignées myéloides,
Ikaros, E2A, pax-5 et PU.1 pour les lymphocytes et NF-E2, GATA-1 et
FOG-1 pour les mégacaryocytes (Orkin, 1995). Ainsi, tous ces facteurs de
transcription jouent chacun un rble essentiel et spécifique dans
I'établissement et le développement des lignées hématopoiétiques (Figure

Il). Les travaux décrits ici porteront principalement sur I'un des facteurs de



.’—‘ﬁ‘-

transcription clé de I'hématopoiése, le produit du géne SCL, et plus

précisément de sa régulation transcriptionnelle.

2. Le facteur de transcription SCL

2.1 Origine du géne SCL

Le facteur de transcription SCL (leucémie de type cellule souche) est
un des régulateurs clé de P'hématopoiése. SCL a été originalement
découvert suite a son expression ectopique dans les cellules T, lors de
leucémies lymphoides. Les réarrangements génétiques du locus SCL
représentent 25% des aberrations chromosomiques associées aux
leucémies lymphoides aigués des cellules T chez l'enfant (T-ALL). La
plupart des recombinaisons du géne SCL résultent d'une translocation entre
les chromosomes 1p32-33 et 14q11 ou est retrouvé le locus des récepteurs
des celiules T (TCR) a/6 provoquant une surexpression de SCL. Dans
d'autres cas, une délétion positionne le locus SCL sous le contréle du géne
ubiquitaire SIL (SCL interrupting locus) entrainant son expression

inappropriée dans le compartiment lymphoide (Begley et Green, 1999).

2.2 Facteur de transcription de la classe bHLH

Le géne SCL code pour une protéine bHLH (hélice-boucle-hélice) qui
existe sous 2 isoformes principales; une protéine pleine longueur de 42 kDa
(SCLpp42) et une forme tronquée de 22 kDa (SCLpp22). Ces protéines
résultent d'un épissage d’ARN messager difféerent et de [linitiation de la
traduction a partir d'un AUG interne (Goldfarb et al., 1992; Eiwood et al.,
1994). Les 2 protéines sont phosphorylées sur des résidus sérine (Prasad
et Brandt, 1997) et sont principalement nucléaires. Dans certaines cellules
en mitose, SCL peut étre cytoplasmique, sa fonction dans ce compartiment
étant inconnue (Pulford et al., 1995; Chetty et al., 1997)



Les 2 isoformes SCLpp42 et SCLpp22 conservent la région bHLH
qui est essentielle pour la localisation nucléaire, la liaison a I'ADN et
I'interaction avec d’autres protéines (Goldfarb et al., 1992; Hsu et al., 1991,
Hsu et al.,, 1994). La région N-terminale de la protéine, absente dans
lisoforme p22, agit comme domaine de transactivation (Wadman et al.,
1994) alors que la région C-terminale semble étre nécessaire pour les effets
anti-apoptotique de SCL (Condorelii et al., 1997).

Le géne SCL fait partie de la famille des facteurs de transcription
hélice-boucle-hélice basique (bHLH) dont le domaine HLH (hélice-boucle-
hélice) permet la dimérisation protéique alors que le domaine basique est
responsable de la liaison a 'ADN sur des motifs CANNTG (boite E). Les
protéines bHLH lient TADN en homo- ou hétérodiméres. Dans plusieurs
types cellulaires, les décisions sur la croissance et la différenciation
cellulaire sont déterminées par I'équilibre des complexes protéiques. I
existe 2 groupes de protéines bHLH, la classe | et la classe Il. Les protéines
de classe | sont exprimées de facon ubiquitaire et peuvent aussi bien
s’homodimériser que s’hétérodimériser avec d'autres protéines HLH. Parmi
les protéines de classe |, généralement appelées protéines E, on retrouve
les produits du géne E2A, soit E12 et E47, ainsi que ceux des génes E2-2
et HEB. Les protéines de classe |l, dont SCL et myoD font partie, ont des
patrons d'expression spécifiques aux tissus et nécessitent une
hétérodimérisation avec des protéines de classe | pour lier 'TADN (Robb et
Begley, 1997). De plus, les facteurs bHLH sont d'importants régulateurs de
la détermination tissulaire puisque MyoD et SCL sont tous 2 nécessaires et
capables d’induire la formation d'un tissu. MyoD, une protéine HLH
musculo-spécifique, est capable d’induire la myogénése (formation des
muscles) alors que SCL, une protéine hémato-spécifique, est capable
d’induire 'hématopoiése, soit la formation du sang, une fonction de SCL qui
sera discutée ultérieurement (Murre et al., 1989; Massari et Murre, 2000).

2.3 Expression de SCL



Au cours du développement, SCL est exprimé de fagon précoce
dans les sites d’hématopoiése embryonnaire et foetale, dans I'endothélium
vasculaire et dans certaines régions du systéme nerveux central. En effet,
SCL se retrouve dans les cellules endothéliales vasculaires et dans la
couche de 'endocarde du cceur (Kallianpur et al., 1994), ainsi que dans le
mesencéphale, le cerveau postérieur et la moelle épiniére lors du
développement embryonnaire (Green et al., 1992; Sanchez et al., 1999);
(Sinclair et al., 1999; Gottgens et al., 2000). De plus, chez I'adulte SCL a pu
étre détecté dans le cerveau (Green et al., 1992), dans des cellules de
muscles lisses de l'aorte et de la vessie (Kallianpur et al., 1994). Ce patron
d’expression semble hautement conservé a travers les vertébrés, des
mammiféres jusqu’au poisson "teleost” (Gottgens et al., 2002; Barton et al.,
1999). _

Au niveau du systéme hématopoiétique, SCL est exprimé dans ies
sites d’hématopoiése primitive et définitive ainsi que dans les cellules HSC
et les progéniteurs primitifs (Elefanty et al., 1998; Akashi et al., 2000;
Herblot et al., 2000; Herblot et al., 2002; Ramalho-Santos et al., 2002). Lors
de la différenciation cellulaire, son expression est diminuée dans la plupart
des lignées excepté dans les voies de différenciation érythrocytaire,
mégacaryocytaire et mastocytaire (Green et al., 1992; Akashi et al., 2000;
Begley et al., 1989; Green et al., 1991; Visvader et al., 1991; Mouthon et al.,
1993; Brady et al., 1995; Pulford et al., 1995; Hoang et al., 1996). |l est a
remarquer que le patron d’expression de SCL dans les lignées différenciées
est partagé avec le facteur de transcription a doigt de zinc GATA-1, qui est
essentiel pour la différenciation érythrocytaire et mégacaryocytaire. Le fait
que SCL et GATA-1 partagent un patron d’'expression similaire est une
premiére indication que SCL pourrait tout comme GATA-1 étre important

pour la différenciation et le choix de lignée durant 'hématopoiése adulte.

2.4 Génes cibles de SCL



SCL peut activer ou réprimer la transcription de plusieurs génes et sa
capacité a réguler I'expression des génes est dépendante de son
intégration dans des complexes multifactoriels. Maigré le rle clé que joue
ce facteur dans 'hématopoiése, les génes cibles directement réguiés par
celui-ci sont peu caractérisés. C-kit, un des premiers génes identifiés
comme cible directe de SCL (Krosl et al., 1998; Lecuyer et al., 2002), est un
récepteur tyrosine kinase requis pour le maintien des cellules souches et
des progéniteurs (Russell, 1979). L’activation de c-kit par SCL dans des
cellules hématopoiétiques se fait spécifiquement via la formation d'un
complexe multifactoriel incluant également E47, LMO2, Ldb-1, GATA-1/2 et
Sp1 qui s’'associent au promoteur de c-kit in vivo (Lecuyer et al., 2002).
D’autres travaux ont permis d’identifier deux autres génes cibles de SCL, la
glycophorine A (Gpa), une glycoprotéine membranaire retrouvé a la surface
des érythrocytes (Lahlil et al., 2003) ainsi que la protéine 4.2 (P4.2), un
composant important de la membrane des érythrocytes (Xu et al., 2003).
Les promoteurs de ces genes cibles sont activés plus fortement par le
complexe multifactoriel incluant GATA-1 alors que GATA-2 permet une
activation plus élevée du promoteur c-kit. Cette spécificité d’action concorde
avec les fonctions biologiques des facteurs GATA et leurs patrons
d’expression. En effet, GATA-2 est requis pour la maintenance des
progéniteurs hématopoiétiques et est exprimé précocement tout comme c-
kit (Tsai et al., 1994; Tsai and Orkin, 1997) tandis que GATA-1 est essentiel
pour le développement érythrocytaire et est exprimé plus tardivement lors
de la différenciation érythrocytaire, comme Gpa et P4.2 (Weiss et al., 1994,
Fujiwara et al., 1996). Ces variations dans la composition du complexe SCL
durant la différenciation hématopoiétique démontrent une certaine flexibilité

dans la régulation de la transcription en fonction du contexte cellulaire.

3. Fonctions de SCL
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3.1 Roéle essentiel au développement de toutes les lignées

hématopoiétiques

Plusieurs membres de la famille des facteurs de transcription bHLH
sont impliqués dans la détermination tissulaire. Des études de perte et de
gain de fonctions ont permis de révéler le réle fondamental de SCL dans la
formation du sang. Premiérement, les souris déficientes pour SCL (SCL™)
meurent au jour embryonnaire 9.5 di a 'absence compléte de cellules
sanguines. Cette déficience en cellules hématopoiétiques démontre bien le
role essentiel de SCL dans 'hématopoiese primitive et I'établissement du
tissu hématopoiétique a partir du mésoderme. Ces embryons sont péles,
oedémateux et présentent un retard de croissance au jour embryonnaire
8.75. Mais alors que SCL est aussi normalement exprimé dans le systéme
nerveux central, l'organogenése ainsi que le développement neural
semblent normaux a ce stade du développement suggérant un effet
spécifique au systéme hématopoiétique (Robb et al., 1996; Shivdasani et
al., 1995).

La mort précoce des embryons SCL * ne permet pas l'analyse du
réle de SCL dans I'hématopoiése définitive. Pour répondre a cette question,
l'injection de cellules souches embryonnaires (ES) SCL " dans des souris
chimériques a permis d’établir que ces cellules étaient incapables de
contribuer aux différentes lignées hématopoiétiques, malgré un
microenvironnement normal. Ainsi SCL est non seulement requis pour
I'hématopoiése primitive, mais aussi pour I'hématopoiése définitive chez
ladulte, c’est-a-dire pour la génération de toutes les lignées
hématopoiétiques (Robb et al., 1995; Porcher et al., 1996).

3.2 Réle sur le choix des lignées

Les premieres études sur la fonction de la protéine SCL proviennent
de ['utilisation d’'un antisens contre SCL, qui montre que SCL régule la
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prolifération et [l'autorenouvellement de cellules hématopoiétiques
multipotentes (Green et al., 1991). Un premier réle positif pour SCL dans la
différenciation érythrocytaire a été suggéré suite a ['observation de
laugmentation des niveaux d’ARN messagers de SCL lors de la
différenciation érythrocytaire induite par des agents chimiques ou par
I'érythropoiétine (Cross et al., 1994). De plus, la sur-expression de SCL
dans une lignée hématopoiétique favorise la différenciation érythrocytaire
(Aplan et al., 1992b; Hoang et al., 1996). Inversement, lorsque les cellules
se differencient vers la voie myéloide/macrophage, on observe une
diminution des niveaux d’ARN messagers et de protéines pour SCL, qui
deviennent pratiqguement indétectables (Cross et al., 1994). La diminution
de I'expression de SCL est nécessaire pour la différenciation normale des
macrophages puisqu'une surexpression de SCL empéche celle-ci (Hoang et
al., 1996) Ces études suggerent donc que SCL agit comme régulateur
positif de la différenciation érythrocytaire et comme régulateur négatif de la
différenciation en macrophage (Begley et Green, 1999).

Etant donné la létalité embryonnaire précoce des souris SCL™,
'analyse du role de SCL dans 'hématopoiése adulte n'a été possible que
par l'ablation conditionnelle du géne SCL au stade adulte. Deux groupes de
chercheurs ont utilisé cette approche et ont montré que SCL n’est pas
nécessaire pour les fonctions des cellules souches hématopoiétiques, mais
est requis pour la différentiation érythrocytaire et mégacaryocytaire chez la
souris adulte (Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003). Les 2 études
impliquent la génération de souris SCL-loxP dont les séquences introniques
et exoniques importantes du géne SCL sont encadrées de sites loxP
permettant leur délétion subséquente par I'expression de la Cre-
recombinase (Cre) qui est dépendante de la voie de l'interferon qui peut-
étre induite par [linjection de pl-pC (poly(l)-poly(C)). Ces 2 études
démontrent clairement la fonction cruciale de SCL dans la voie de
difféerenciation des lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire (Hall et al.,
2003; Mikkola et al., 2003).
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3.3 Spécification du sang et de ’endothélium a partir du mésoderme

Plusieurs observations illustrent I'étroite connexion entre le
développement endothélial et hématopoiétique. Plusieurs observations
expérimentales viennent appuyer I'origine commune des cellules sanguines
et endothéliales suggérant la présence d'un précurseur commun,
hémangioblaste (Risau et Flamme, 1995; Orkin et Zon, 2002). Au jour
embryonnaire 9.5, les cellules de [ilot sanguin du sac vitellin se
différencient en deux populations morphologiquement distinctes, les
érythrocytes primitifs situés au centre et les précurseurs endothéliaux situés
plus en périphérie de I'llot sanguin. Il y a donc développement du premier
précurseur endothélial en présence des précurseurs hématopoiétiques
primitifs dans cet Tlot sanguin (Shivdasani et al., 1995). La coexpression de
plusieurs génes comme CD34, Flk-1, Tie-2, c-kit, GATA-2, LMOZ2, Runx1 et
SCL par les cellules hématopoiétiques et endothéliales supporte I'existence
de I'hémangioblaste (Risau and Flamme, 1995; Orkin and Zon, 2002;
Minegishi et al., 1999). De plus, le fait qu'un précurseur (BL-CFC) isolé a
partir de cellules ES en différenciation est capable de générer les 2 types de
tissus en culture vient appuyer cette hypothése (Kennedy et al., 1997; Choi
et al., 1998). SCL pourrait étre un régulateur potentiel de cet
hémangioblaste étant donné son réle important dans la spécification des
précurseurs endothéliaux et hématopoiétiques (Gering et al,, 1998). En
effet, durant le développement du poisson zébre, SCL est co-exprimé avec
le marqueur endothélial précoce flk-1, le récepteur du VEGF (vascular
endothelial growth factor), dans une population de cellules qui donnent lieu
a des précurseurs hématopoiétiques et endothéliaux. L’expression
ectopique de SCL augmente grandement le nombre de cellules de cette
population et améne un développement excessif du sang et de
lendothélium aux dépends des autres tissus provenant du mésoderme
(Gering et al., 1998; Mead et al., 1998; Mead et al., 2001; Ema et al., 2003).
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De plus, un défaut de signalisation de flk-1 chez les embryons
hypomorphes pour le géne VEGF (VEGF"") provoque la mort de 'embryon
due a I'absence de cellules érythrocytaires primitives. Ce défaut peut étre
partiellement restauré par le transgéne SCL (Martin et al., 2004). Ces
observations montrent que SCL et le VEGF fonctionnent dans la méme voie
génétique pour favoriser le destin hématopoiétique. SCL semble donc
capable de spécifier le développement de 2 types de tissus a partir du
mésoderme et posséde un role comparable a celui des autres protéines
bHLH comme MyoD et NeuroD qui ont des rdles fondamentaux dans la
détermination du tissu musculaire (Weintraub et al., 1991) et neuronal (Lee
et al., 1995), respectivement. D’autres études de gain de fonction indiquent
clairement I'importance de SCL dans la spécification du sang mais aussi de
l'endothélium a partir du mésoderme. La mutation du géne cloche chez le
poisson zébre provoque des défauts hématopoiétiques et endothéliaux et
s’accompagne d’une réduction de I'expression de SCL (Stainier et al.,
1995). La surexpression de SCL dans ce mutant restaure les défauts autant
hématopoiétiques que vasculaires suggérant que SCL est en aval du géne
cloche et qu'il est important pour le développement des deux tissus (Liao et
al., 1998). Le désaccord apparent entre les expériences de gains de
fonction du poisson zébre et les pertes de fonction chez la souris sont
probablement le résultat d’'une redondance fonctionnelle. Dans le cas de la
mutation de SCL chez la souris, la redondance avec les protéines bHLH
comme Lyl-1 et Tal-2 pourrait expliquer le développement normal des
cellules endothéliales en absence de SCL (Barton et al., 1999; Bloor et al.,
2002; Lecuyer et Hoang, 2004). Ces diverses études suggérent que SCL

spécifie le développement du tissu hématopoiétique et endothélial.

4. Réqulation transcriptionnelie de SCL

Globalement, on peut affrmer que SCL est essentiel au

développement de toutes les lignées hematopoiétiques, a la différenciation
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des cellules érythrocytaires et mégacaryocytaires ainsi qu'a la spécification
du sang et de I'endothélium. Ces différents roles biologiques démontrent
Fimportance fonctionnelle de ce géne dans I'hématopoiése. Mon projet de
maitrise s’est concentré plus spécifiquement a la compréhension des
mécanismes qui régulent I'expression de celui-ci. Les prochaines sections

montreront donc des différentes régions régulatrices du géne SCL.

4.1 Structure du géne SCL

Le géne SCL humain est composé de 8 exons qui sont distribués sur
une longueur d'environ 20 Kb sur le chromosome 1p32. Cependant,
seulement les exons 4, 5 et 6 codent pour la protéine compléte. Le géne
SCL murin est structurellement trés similaire au géne humain. Une des
principales différences vient de I'absence de I'exon lla chez le géne SCL
murin (Begley et al., 1991; Begley et al., 1994). Maigré cette différence,
I'épissage des exons en 5’ est similaire entre les 2 espéces. Bien que les
cDNAs murin et humain de SCL ne possédent qu'une homologie de 67%,
leurs régions codantes possédent une homologie de 88%, ce qui résulte a
des protéines homologues a 94% (Begley et al., 1991; Baer, 1993; Barton
et al., 1999) (Figure IlI).

4.2. Eléments de régulation

Malgré les nombreuses études portant sur [identification des
éléments de régulation controlant [I'expression du géne SCL, les
meécanismes sous-jacents a la transcription de celui-ci restent largement
inconnus. L'identification d'éléments de régulation de SCL a été effectuée
par la cartographie des régions hypersensibles a la DNase | et aux
endonucléases ainsi que par “footprinting” (Leroy-Viard et al., 1994;
Bockamp et al., 1995; Gottgens et al., 1997; Gottgens et al., 2000; Gottgens
et al., 2001; Barton et al.,, 2001; Gottgens et al., 2002; Chapman et al.,
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2004). Sur le géne SCL murin (Gottgens et al., 1997; Fordham et al., 1999)
et humain (Leroy-Viard et al., 1994), différents sites d’hypersensibilité a la
DNase | ont été identifiés dans les lignées cellulaires érythrocytaires,
myéloides précoces et mastocytaires. Aucun site n'a été identifié dans les
cellules T. Ces régions sont associées a un état actif de la chromatine et
correspondent a des éléments de régulation comme des promoteurs,
enhancers ou silencers (Figure Ill).

L'analyse de souris transgéniques pour des séquences plus ou
moins grandes du locus SCL a permis didentifier 5 enhancers
indépendants. Chaque enhancer cible I'expression de SCL spécifiquement
a des stades du développement et dans des tissus particuliers
correspondant a des domaines d’expression normale de SCL (Sinclair et al.,
1999; Sanchez et al., 1999; Gottgens et al., 2000; Bloor et al., 2002).

La portion 5 du géne SCL contient deux sites d'initiation de la
transcription (Aplan et al., 1990; Aplan et al., 1992b), qui sont associés; soit
au promoteur de I'exon 1a soit a celui de I'exon 1b, tous deux situés dans
les exons alternatifs en 5’. Ces promoteurs montrent une activité spécifique
et distincte selon le contexte cellulaire (Aplan et al., 1990; Begley et al,,
1994; Lecointe et al., 1994; Bockamp et al., 1995; Bockamp et al., 1997,
Bockamp et al., 1998). Un troisiéme promoteur situé dans I'exon 4 a eté
identifié¢ dans le géne humain mais son activité n'a été observée que dans
quelques cas de leucémies T-ALL (Aplan et al., 1990; Bernard et al., 1992).
Le réle de ce promoteur reste incertain puisqu'il n'est pas actif dans la
moelle osseuse normale.

L’épissage complexe du locus impliquant les exons non-codants en
5 génere au moins 5 franscrits alternatifs, détectés dans une variété de
types cellulaires. Dans 4 de ces transcrits, I'épissage en 5’ converge vers
'exon 3 et code pour la protéine pleine longueur de 42 kDa (SCLpp42).
Dans l'autre cas qui constitue plus de 30% de 'ARNm total, I'épissage se

fait directement a I'exon 5 et entraine la production d'une protéine tronquée
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de 22 kDA (SCLpp22) n'ayant pas le domaine de transactivation putatif en
amino-terminal (Aplan et al., 1990; Begley et al., 1991; Barton et al., 1999).

4.2.1.1 Enhancers de SCL

L'utilisation de souris transgéniques a permis d'identifier cing
enhancers, lesquels dirigent 'expression de SCL dans les différents
domaines d'expression de SCL. Trois enhancers en 5 dirigent
spécifiquement I'expression de SCL in vivo dans les régions de
I'endothélium, du mésencéphale et du cerveau postérieur/moelle épiniére
(Sinclair et al.,, 1999). Deux enhancers en 3' ont été identifiés, I'un dirige
'expression de SCL dans le cerveau postérieur (Gottgens et al., 2000) et
l'autre moins distal dirige I'expression de SCL dans le systeme
hématopoiétique et I'endothélium (éléments +18 et +19 kb) (Sanchez et al.,
1999; Gottgens et al., 2002). Celui-ci dirige spécifiquement I'expression de
SCL dans les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques, mais
pas dans les cellules érythrocytaires TER119" primitives et définitives.
L'ablation génique des éléments de I'enhancer en 3’ du locus SCL
(éléements +18 et +19 kb) n'altére pas I'expression endogene de SCL dans
les cellules hématopoiétiques in vivo. De plus cet enhancer ne restaure pas
le phénotype Iétal des embryons SCL™ suggérant qu'il puisse étre
redondant avec d'autres éléments. La recherche d’éléments de régulation
additionnels a permis l'identification et la caractérisation moléculaire d'un
deuxiéme élément de régulation bi-fonctionnel, 'enhancer a —3.8 kb. Celui-
ci est aussi capable de diriger I'expression dans les progéniteurs
hématopoiétiques et dans I'endothélium (Gottgens et al., 2004).

Ces études ont donc permis l'identification de régions de régulation
importantes pour [l'expression de SCL dans le compartiment
hématopoiétique incluant les promoteurs de I'exon 1a et 1b ainsi que deux
enhancers, soit un en 3' et l'autre en 5' (Sanchez et al., 1999; Gottgens et

al., 2004). Des éléments de régulation supplémentaires restent a étre
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identifiés pour permettre I'expression de SCL in vivo dans les cellules
érythrocytaires (Figure ).

4.2.1.2 Activité transcriptionnelle des promoteurs de I’exon 1a et 1b

Les promoteurs 1a et 1b sont hautement conservés entre 'lhomme et
la souris (Bockamp et al., 1995) et présentent chacun une activité
transcriptionnelle spécifique et restrictive a certaines lignées du systeme
hématopoiétique (Bockamp et al., 1995; Lecointe et al., 1994; Bockamp et
al., 1997). Ces promoteurs peuvent fonctionner indépendamment l'un de
lautre (Bockamp et al., 1997). Par des essais de transactivation transitoire,
il a été montré que le promoteur de I'exon 1a est actif dans des cellules
érythrocytaires et mastocytaires. Celui-ci est régulé principalement par le
facteur de transcription GATA-1 (Aplan et al., 1990; Bockamp et al., 1995);
(Lecointe et al., 1994; Bockamp et al., 1998). A linverse, le promoteur de
Fexon 1b est silencieux dans les cellules érythrocytaires mais est actif dans
les cellules primitives myéloides et mastocytaires (Bockamp et al., 1997).
L'activité du promoteur 1b en transfection transitoire est dépendante des
facteurs de transcription PU.1, SP1 et SP3 (Bockamp et al., 1997; Bockamp
et al., 1998; Barton et al., 1999). Par contre, I'intégration de ces promoteurs
dans la chromatine supprime l'activité du promoteur de I'exon 1a dans la
lignée érythrocytaire ainsi que celle du promoteur de I'exon 1b dans les
lignées myéloides primitives alors qu'ils étaient respectivement actifs dans
ces lignées en transfection transitoire (Bockamp et al., 1997). Ceci suggére
l'existence d'éléments de régulation supplémentaires venant contrer I'effet
répressif de la chromatine. L'enhancer en 3’ (éléments +17/18 kb) du locus
SCL semble agir comme un enhancer érythrocytaire puisqu'il augmente de
30 fois I'activité du promoteur de I'exon 1a en transfection stable. De plus,
Fanalyse de la séquence de cet enhancer a montré la présence de plusieurs
sites GATA et suggéere que cet enhancer pourrait étre activé par GATA-1
dans les cellules érythrocytaires. Par contre, cet enhancer n'a aucun effet
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sur ['activité du promoteur de I'exon 1b qui ne contient pas de site GATA
(Gottgens et al., 1997). Cependant, l'enhancer en lui-méme n'est pas
suffisant in vivo pour diriger l'expression de SCL dans les celiules
érythrocytaires (Sanchez et al., 1999). Le promoteur de I'exon 1a est donc
jusqu'a présent le seul élément de régulation requis pour l'expression de
SCL dans les celiules érythrocytaires.

Ces études donnent un apergu des interactions complexes entre les
divers facteurs de transcription régulant I'expression de SCL selon les
lignées cellulaires. De plus, les études d'ablations géniques réveélent
principalement les fonctions les plus précoces des facteurs de transcription
et la hiérarchie transcriptionnelle peut étre différente selon les lignées
hématopoiétiques. En effet, les études d’ablation génique placent GATA-1
(Fujiwara et al., 1996) et PU.1 (Scott et al., 1994) en aval de SCL. Par
contre, dans les mastocytes, GATA-1 et PU.1 activent I'expression de SCL
ce qui montre gu'’ils agissent en amont de SCL dans cette lignée (Barton et
al., 1999).

4.2.1.2.1 Régulation du promoteur de I’exon 1a

L’analyse des séquences conservées a travers I'évolution peut étre
trés instructive pour l'identification de régions de régulation. La comparaison
du locus SCL entre 5 especes de vertébrés montre que parmi les éléments
de régulations connus, la région du promoteur de I'exon 1a est la seule qui
est hautement conservée (Gottgens et al., 2000; Gottgens et al., 2002).

L’expression de SCL semble étre co-modulée avec celle du facteur
de transcription GATA-1 dans les lignées érythrocytaires,
mégacaryocytaires et mastocytaires, suggérant que GATA-1 fonctionne
avec SCL dans ces lignées.

Une étude du promoteur de I'exon 1a a montré que la région
comprise entre -187 et +26 est suffisante pour son activité dans la lignée
érythrocytaire (Bockamp et al., 1995). De plus, la comparaison des
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séquences murine et humaine montre que la région en amont de I'exon 1a
est hautement conservée et présente plusieurs sites potentiels pour la
liaison de facteurs de transcription. Parmi ceux-ci, on retrouve un site AP-1
présent a -99, un site SP1 a -61 et 2 sites GATA consensus a -35 et -67. |l
a été démontré que l'activité transcriptionnelle du promoteur de I'exon 1a
dans les cellules érythrocytaires est dépendante seulement du site GATA a
-35 (Bockamp et al., 1995). De plus, des études de transfection transitoire
dans un systéme hétérologue montrent que GATA-1 active le promoteur de
Fexon 1a (Aplan et al., 1992b). Des essais de mobilité sur gel ont montré
que le facteur de transcription GATA-1 se lie sur le promoteur de I'exon 1a
au site GATA a -35 dans les cellules érythrocytaires (Aplan et al., 1992b;
Lecointe et al., 1994; Bockamp et al., 1995). Ces données démontrent que
le promoteur de l'exon 1a est régulé par GATA-1 dans les cellules
érythrocytaires. Ainsi, durant la différenciation érythrocytaire, I'expression

de GATA-1 semble essentielle a l'activité du géne SCL.

Plusieurs sites consensus conservés a travers les vertébrés se
retrouvent sur le promoteur de I'exon 1a dont les deux sites GATA (-35 et —
67) mentionnés précédemment, un site potentiel pour SKN1 et deux autres
sites qui n’avaient pas été identifiés jusqu’'a présent (CS1 a-110 et CS2 3 -
83 pour conserved sequences) (Gottgens et al., 2002). La mutation de ces
2 sites CS n'altere pas le patron d'expression de SCL dans des souris
transgéniques mais semble avoir un effet sur l'activitt du promoteur de
'exon 1a dans les celiules érythrocytaires. La séquence du site CS2
correspond a une boite a homéodomaine (Hbox, TAAT) sur laquelle
différents facteurs de transcription a homédomaine peuvent se lier. Cette
analyse ouvre la porte a d’éventuels candidats pouvant réguler SCL
(Gottgens et al., 2002). De plus, dans la séquence du géne SCL humain, un
site bicoide potentiel (TAATCC) a été identifié a —230 pb sur le promoteur
de I'exon 1a. Ce site peut étre lié par les facteurs de transcription a

homéodomaine de la famille bicoide. Puisqu'il est connu que les membres
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de la. famille bicoide jouent un rdle central dans le processus de
détermination et de différenciation cellulaire dans d'autres tissus, notre
laboratoire s'est intéressé a savoir si les membres de la famille bicoide
jouent un roéle semblable durant 'hématopoiése, et si ce role s'effectuerait
au niveau de la régulation transcriptionnelle de SCL. Les prochaines
sections porteront donc sur les régulateurs potentiels du promoteur SCL de
'exon 1a, les facteurs de transcription de la famille GATA-1 et ceux de la

famille @ homéodomaine (Figure Il).

5. Les facteurs de transcription de la famille GATA

5.1 Les éléments GATA

De nombreuses études effectuées sur les génes exprimés dans les
cellules hématopoiétiques ont permis de montrer que le motif GATA est un
elément de régulation cis retrouvé dans divers génes. Les éléments GATA,
caracterisés par la séquence T/A GATA A/G, ont été identifies initialement
dans des séquences activatrices de promoteurs et enhancers des génes
erythrocytaires et des régions de contréle du locus (LCR) des génes a- et B-
globine (Simon et al., 1992; Orkin, 1992; Orkin, 1995). De plus, ils ont aussi
été identifiés dans les séquences de génes exprimés par les cellules

meégacaryocytaires, mastocytaires et endothéliales (Orkin, 1992).

5.2 Structure des protéines de la famille GATA

Les protéines GATA sont caractérisées par un motif a doigt de zinc
d’'une séquence primaire CX,CX17CX2X ou C correspond a une cystéine et
X a un acide aminé quelconque. Par cette structure spécifique, les protéines
GATA constituent une nouvelle famille de protéine a doigt de zinc. Chez les
eucaryotes supérieurs, les protéines GATA ont 2 doigts de zinc qui maigré

leurs séquences similaires ont des fonctions bien différentes. Le doigt de
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zinc en N-terminal (NF) stabilise la liaison a 'ADN tandis que le doigt de
zinc en C-terminal (CF) est responsable de la reconnaissance de la
séquence d'ADN (Martin et Orkin, 1990). Dans le cas de GATA-1, le CF est
aussi important pour les interactions physiques avec d'autres facteurs de
transcription, comme Sp1 et PU.1 (Merika et Orkin, 1995). Un autre
domaine fonctionnel en N-terminal (NT) de GATA-1 a été identifié et celui-ci
lui confére une forte activité transcriptionnelle.

La structure tridimensionnelle du doigt de zinc en C-terminal de
GATA-1, lorsque lié a 'ADN a été déterminée par résonance magnétique.
Celle-ci est formée principalement par 2 feuillets B antiparalléles, une hélice

a ainsi qu’une longue boucle. Cette structure est stabilisée par 'atome de

zinc au centre. On retrouve dans I'hélice o les acides aminés qui
interagissent avec le grand sillon d’ADN tandis que ceux qui interagissent
avec le petit sillon d’ADN se retrouvent dans la partie peu structurée en C-
terminale du doigt de zinc. Ces acides aminés sont complétement
conservés entre les protéines GATA-1, 2 et 3, ce qui suggére une
redondance dans l'occupation des sites sur 'ADN par ces protéines
(Omichinski et al., 1993).

5.3 Membres de la familie GATA

Six membres de la famille GATA ont été clonés dont les trois
premiers, GATA-1, 2 et 3 sont exprimés principalement dans le systéme
hématopoiétique tandis que les autres membres GATA-4, 5 et 6 sont
principalement exprimés dans le cceur, lintestin, les poumons et le foie
(Ohneda et Yamamoto, 2002; Laverriere et al., 1994).

Dans les cellules hématopoiétiques, I'expression des protéines
GATA-1, 2 et 3 est étroitement régulée. GATA-1 est exprimé dans les
progéniteurs des lignées érythrocytaire, mégacaryocytaire et mastocytaire

ainsi que dans les cellules difféerenciées des lignées érythrocytaire,
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mégacaryocytaire et eosinophilaire. GATA-2 est plutdét exprimé dans les
cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques non déterminés et plus
faiblement dans les progéniteurs des lignées myéloide, érythrocytaire et
mégacaryocytaire. L’expression de GATA-2 précede celle de GATA-1 dans
les progéniteurs et diminue lorsque GATA-1 augmente lors de la
différenciation érythrocytaire (Perry et Soreq, 2002; Ohneda et Yamamoto,
2002). GATA-3, quant a lui, semble étre exprimé dans les cellules
hématopoiétiques trés immatures, les progéniteurs déterminés de la lignée
lymphocytaire T et les lymphocytes T matures (Romeo, 1997).

Les roles essentiels des facteurs GATA ont pu étre démontrés par
des études d’ablations géniques. Il a été montré que GATA-1 est essentiel
pour la survie des progéniteurs érythrocytaires et leur différenciation
terminale (Pevny et al., 1991; Ohneda et Yamamoto, 2002). GATA-2, pour
sa part, est crucial pour le maintien et la prolifération des progéniteurs
hématopoiétiques immatures et des cellules souches (Tsai et Orkin, 1997;
Tsai et al., 1994). L'absence de GATA-2 chez la souris entraine des défauts
hématopoiétiques séveres et précoces. Ces souris survivent jusqu’au jour
E10-11 mais succombent d'une anémie due a la réduction importante du
nombre d’'érythrocytes embryonnaires (Tsai et al., 1994). GATA-3, quant a
lui, est nécessaire a I'établissement de la lignée lymphocytaire T (Ting et al.,
1996).

5.4 Fonctions de GATA-1
5.4.1 Erythropoiése définitive

L’'analyse des cellules souches embryonnaires (ES) nulles pour
GATA-1 a permis de révéler son role essentiel dans le développement de la

lignée érythrocytaire. Etant donné que GATA-1 est localisé sur le
chromosome X (Chapman et al., 1990), les effets de la mutation d'un seul
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aliele de GATA-1 peuvent étre analysés directement dans les souris
chimériques par l'utilisation de cellules ES males (Pevny et al., 1991) ou par
leur différenciation in vitro en cellules hématopoiétiques (Pevny et al., 1995;
Simon et al., 1992). Les cellules ES mutantes pour GATA-1 sont incapables
de contribuer a la maturation des érythrocytes in vivo et in vitro étant donné
que la maturation érythrocytaire est arrétée au stade proérythroblaste
(Pevny et al., 1991; Pevny et al., 1995; Weiss et al., 1994; Weiss and Orkin,
1995). Cette incapacité a se différencier peut étre corrigée par la
réintroduction de GATA-1 dans les celiules ES (Pevny et al., 1995; Simon et
al., 1992; Orkin, 1992).

5.4.2 Erythropoiése primitive

Ces différentes études ont révélé le réle de GATA-1 dans
Férythropoiése adulte mais n’ont pas clarifié son réle dans les érythrocytes
embryonnaires. Un rdle essentiel de GATA-1 pour 'érythropoiése primitive
a été établi et il a été démontré que GATA-1 est nécessaire aux mémes
stades dans les précurseurs embryonnaires et adultes puisque la
différenciation est bloquée a des stades de développement similaires en
absence de GATA-1 (Fujiwara et al., 1996). Une récente étude a démontre,
par la double ablation génique de GATA-1 et GATA-2, que les fonctions de
GATA-1 et GATA-2 se chevauchent durant les stages précoces de
I'hématopoiése primitive lors de I'embryogenése. Ainsi, les facteurs GATA,
GATA-1 et/ou GATA-2, sont requis pour initier la formation du sang dans

Fembryon (Fujiwara et al., 2003).
5.4.3 Choix de lignées
L'absence de GATA-1 dans les mégacaryocytes améne des défauts

de maturation qui sont caractérisés par une diminution de I'endoreplication

et la formation de granules, une désorganisation de la synthése
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membranaire des plaquettes et une hyperprolifération (Shivdasani et al.,
1997; Vyas et al.,, 1999; Cantor and Orkin, 2002). De plus, I'expression
forcée de GATA-1 dans une lignée cellulaire myéloide précoce provoque la
differenciation mégacaryocytaire, suggérant que GATA-1 pourrait
également affecter la sélection d’'une lignée (Shivdasani et Orkin, 1996;
Visvader et al., 1992; Shivdasani et al., 1997). Dans des cellules souches
hématopoiétiques, la surexpression de GATA-1 entraine la perte de leur
capacité d’auto-renouvellement et induit la génération exclusive de cellules
de lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire. De plus, I'expression forcée
de GATA-1 reprogramme les précurseurs lymphoides (CLP), myéloides
(CMP) et granulocyte/monocyte (GMP) a se différencier vers les lignées
érythrocytaire et mégacaryocytaire (lwasaki et al., 2003). Il semble donc
que GATA-1, tout comme SCL, ait un role essentiel sur le choix des lignées
principalement dans la spécification des lignées érythrocytaires et

mégacaryocytaires.

5.5 GATA-1 et ses partenaires

5.5.1 Interaction avec FOG

Une classe importante d'interaction protéine-protéine correspond aux
interactions entre les facteurs de transcription spécifiques a chaque lignée
et leurs co-facteurs. Récemment, un co-facteur transcriptionnel de GATA-1,
appelé Friend of GATA-1 (FOG-1), a été identifié par double hybride. FOG-
1 est une protéine nucléaire a 9 doigts de zinc (Tsang et al., 1997) dont 4
interagissent spécifiquement avec le doigt de zinc en N-terminal de GATA-1
(Fox et al.,, 1999). FOG-1 est co-exprimé avec GATA-1 tout au long du
développement et est abondamment exprimé dans les érythrocytes et les
mégacaryocytes (Tsang et al., 1997).

Comme son partenaire d’interaction GATA-1, FOG-1 joue un rdle
essentiel lors de I'érythropoiése et de la mégacaryopoiése. Les souris
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nulles pour FOG-1 meurent au jour E10.5-11.5 d'une anémie sévére due a
un arrét de la maturation érythrocytaire a un stade similaire a celui observé
pour les souris nulles pour GATA-1 (Tsang et al., 1998). En comparaison
avec les souris nulles pour GATA-1, les souris nulles pour FOG-1
présentent une absence compléte de mégacaryopoiése, indiquant que
FOG-1 a aussi un rdle indépendant de GATA-1 lors de la mégacaryopoiése
précoce.

Des mutations ponctuelles qui réduisent l'affinité de GATA-1 a FOG-
1, mais laissant le domaine de liaison & TADN de GATA-1 fonctionnel, ont
permis de montrer que linteraction directe entre GATA-1 et FOG-1 est
requise pour la différenciation normale des érythrocytes in vitro (Crispino et
al., 1999). Une mutation a été retrouvée chez des membres d’'une famille
atteints d'anémie dysérythropoiétique et de thrombocytopénie. Cette
mutation empéche l'interaction entre GATA-1 et FOG-1 sans altérer I'affinité
de la liaison a 'ADN (Nichols et al., 2000). Cette découverte montre
l'importance fonctionnelle de l'interaction protéique de GATA-1 et FOG-1
pour 'hématopoiése chez 'lhomme (Cantor et Orkin, 2001; Cantor et Orkin,
2002; Perry et Soreq, 2002). -

5.5.2 Antagonisme avec PU.1

Un cas intéressant d'interaction entre facteurs de transcription de
lignées spécifiques est celui de GATA-1 et PU.1 qui peuvent interagir
directement pour inhiber leurs fonctions réciproques. Lorsque PU.1, un
facteur de transcription de la famille Ets, est sur-exprimé, celui-ci induit
lexpression de plusieurs génes myéloides (Fisher et Scott, 1998).
L'absence de PU.1 bloque compietement le développement des
macrophages et induit d’autres défauts dans le développement myéloide
(Scott et al., 1994; McKercher et al., 1996; Spain et al., 1999). L'association
de PU.1 et GATA-1 inhibe a la fois la capacité de GATA-1 a lier 'ADN ainsi
que l'activité transcriptionnelle de PU.1 démontrant le réle antagoniste des 2
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protéines I'une envers l'autre (Warren and Rothenberg, 2003). Le ratio des
protéines GATA-1 et PU.1 détermine donc le destin cellulaire d'un
précurseur myéloide précoce (CMP), GATA-1 favorisant la voie
érythrocytaire et PU.1, la voie myéloide (Zhu et Emerson, 2002).

Ces exemples d’interactions protéiques de GATA-1 avec FOG-1 et
PU.1 montrent l'importance que celles-ci jouent au niveau de la régulation

transcriptionnelle et du destin cellulaire.

6. Les facteurs de transcription a homéodomaine

6.1 Les genes homéotiques

Les génes homéotiques sont caractérisés par la présence d’'une
séquence conservée de 183 pb, la boite « homéo » (homeobox) qui a été
découverte dans des génes de la mouche a fruit Drosophila melanogaster
(McGinnis et al., 1984). Des études de cristallographie et de résonance
magnétique ont montré que la structure de « 'lhoméobox » est un motif
hélice-tour-hélice, constitué de 4 hélices (Qian et al., 1992); (Wolberger et
al,, 1991; Qian et al., 1989; Billeter et al., 1993). Ces motifs reconnaissent
les séquences d’ADN TGAT, TAAT, TTAT et TTAC (Desplan et al., 1988;
Affolter et al., 1990). Les régions a I'extérieur de « 'homéobox » sont des
domaines variables donnant la spécificité de liaison pour des séquences
d’ADN. De plus, les homéoprotéines s'associent avec d'autres protéines
pour réguler la transcription de leurs génes cibles (Figure 1V).

Des études d'expression au stade embryonnaire et I'analyse de
mutants homéotiques ont révélé que les génes homéotiques spécifient
l'identité et le positionnement cellulaire dans I'embryon en développement
(Harding et al., 1985; McGinnis et Krumlauf, 1992; Scott et al., 1989; Malicki
et al., 1990). La mutation de ces génes cause la duplication de structures
morphologiques localisées dans les segments antérieurs ou postérieurs

chez la drosophile. Par exemple, le mutant homéotique appelé
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Antennapedia présente une paire supplémentaire de pattes sur la téte au
lieu des antennes (Dessain et McGinnis, 1991; Gehring, 1992; Gehring et
Hiromi, 1986; Gehring, 1985). L’identification de génes homéotiques chez
plusieurs autres espéces indique que ces génes sont hautement conservés
a travers [I'évolution pour différents programmes de différenciation
(Gehring, 1985; McGinnis et al., 1984; Holland et al., 1992; van Oostveen et
al., 1999).

6.2 Classification des homéoprotéines

Les génes homéotiques sont classifiés en 2 grands groupes. Les
genes de classe | sont hautement homologues (>80%) au premier géne
homéotique découvert chez la drosophile, appelé Antennapedia. Ces génes
correspondent aux génes HOX chez I'humain. Les génes de classe I, ou
génes homeéotiques divergents, montrent une homologie inférieure a 50%
au gene Antennapedia. Ces génes homéotiques sont regroupés en
plusieurs familles. Parmi celles-ci, il y a la grande famille des protéines
« paired » incluant les membres des sous-familles Pax, Pitx, Otx et
goosecoide, la famille bicoide et celle du domaine POU incluant les
membres Oct et Pit (van Oostveen et al., 1999; Drouin et al., 1998; Duboule
et Morata, 1994; Drouin, 1998).

6.2.1 Protéines a homéodomaine de classe |l : paired et bicoide

Les protéines a homéodomaine de classe |l sont séparées en
différents groupes. Généralement, les membres d’'une méme famille ont des
séquences trés conservées, principalement au niveau de 'homéodomaine.
L'acide aminé en position 50 est généralement conservé entre les membres
d’'une méme famille et donne la spécificité de liaison a I'ADN. Ainsi, les
homéoprotéines de la famille « paired » possédent une sérine a cette

position, celles de la famille POU possedent une cystéine alors que les
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membres de la famille bicoide possédent une lysine (Lamonerie et al.,
1996).

Une sous-famille se distingue par le fait qu'elle posséde des
caractéristiques des familles « paired » et bicoide. Les membres de cette
sous-famille possédent une lysine a la position 50 de leur homéodomaine et
sont donc semblables aux membres de la famille bicoide pour ce qui est de
leur spécificité de liaison a 'ADN. Par contre, la structure générale de leur
homéodomaine s’apparente plus avec celle de la famille « paired ». Cette
sous-famille distincte inclut les membres des familles Pitx, Otx et
goosecoide (gsc) chez les vertébrés ainsi que orthodenticle (otd) chez la
drosophile (Simeone et al., 1992; Lamonerie et al., 1996). L’homologie entre
ces membres se situe principalement au niveau de I'homéodomaine
puisque 62 % de la séquence de celui-ci est conservée entre le facteur Pitx-
1 et les facteurs Otx-1 et Otx-2. En dehors de 'homéodomaine, la séquence
de Pitx-1 est entierement différente d'Otx-1 et 2 (Drouin et al., 1998)
(Figure V).

Les protéines des familles de Pitx et Otx ainsi que le facteur bicoide
chez la drosophile reconnaissent la séquence TAATCC sur 'ADN dont les
résidus cytosines (C) caractérisent la spécificité de liaison (Wilson et al.,
1996). Les protéines Otx reconnaissent également le motif TAATCT sur
FADN (Hanes et Brent, 1989; Hanes et Brent, 1991; Treisman et al., 1989).
De plus, les facteurs de transcription de la famille Otx et Pitx montrent une
efficacité de liaison a 'ADN semblable in vitro sur une sonde possédant un
site TAATCC (Drouin et al., 1998). Dans les deux cas, la spécificité de
reconnaissance se fait via la lysine 50 de I'homéodomaine qui reconnait
l'avant derniére cytosine (C) du consensus bicoide (TAATCC) (Simeone et
al., 1993). Tous les membres de la sous-famille bicoide, de la drosophile a
'homme, ont conservé la méme spécificité d’interaction a I'ADN. Par contre,
la capacité transcriptionnelle des facteurs Otx et Pitx est bien différente
malgré le fait que leur liaison a I'ADN ne différe pas in vitro (Drouin et al.,
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1998). L'interaction des facteurs Pitx ou Otx avec d’autres co-facteurs

pourrait donc médier les effets spécifiques de chacun.
6.2.2 Les membres de la famille Otx

Jusqu'a présent, il a été montré que les protéines Otx ont
essentiellement des fonctions dans le développement de la téte et du
systeme nerveux central (CNS). La protéine orthodenticle (OTD) est
'homologue chez la drosophile des protéines Otx et sa mutation affecte le
systéme nerveux (Finkelstein et al., 1990). On retrouve 4 membres de la
famille Otx soit Otx-1, Otx-2, Otx-3 et Crx.

6.2.2.1 Otx-1 et Otx-2

Le patron d’expression et le réle d’'Otx-1 dans le cerveau a été
grandement étudié (Simeone et al., 1993). Les souris nulles pour Otx-1
montrent un comportement épileptique spontané et de multiples anomalies
au cerveau ainsi qu'au niveau des organes sensoriels acoustiques et
visuels (Acampora et al., 1996). A l'age pré-pubére, les souris Otx-1""
souffrent de nanisme transitoire et d’hypogonadisme dus au faible niveau
des hormones hypophysaires (Acampora et al., 1996; Acampora et al.,
2000a; Acampora et al., 2000b). Par contre, dés I'dge de 4 mois, le niveau
des hormones hypophysaires redevient normal et ces souris retrouvent une
croissance et un fonctionnement normal des gonades. Cependant, la taille
du cerveau adulte de ces souris est réduite principalement au niveau du
cortex (Simeone, 1998). D'un point de vue général, Otx-1 est impliqué dans
la formation du cortex, des organes sensoriels et des fonctions de

'hypophyse.

Chez la souris, I'expression d’Otx-2 dans le cerveau est légerement
différente de celle d'Otx-1. (Ang et al., 1994; Simeone et al, 1992;
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Acampora et Simeone, 1999; Simeone, 1998). Malgré la trés grande
similarité de séquence en acides aminés entre Otx-1 et Otx-2, le phénotype
causé par [lablation d'Otx-2 est difféerent de celui causé par Otx-1
(Acampora et al, 1995; Ang, 1996; Matsuo et al., 1995). Otx-2 est
nécessaire plus t6t qu'Otx-1 dans le développement pour spécifier
correctement la plaque neurale antérieure et organiser la couche primitive

(Acampora et al., 2000a; Acampora et al., 2001).

Des domaines de transactivation ont été retrouvés dans les régions
C-terminale et N-terminale des protéines Otx chez les oursins de mer (Mao
et al.,, 1996; Chuang et al., 1996) et plusieurs études suggéerent que les
protéines Otx agissent comme activateurs transcriptionnels (Finkelstein et
Boncinelli, 1994; Simeone, 1998; Klein et Li, 1999; Kelley et al., 2000;
Martinez-Morales et al., 2003).

6.2.2.2 Otx-3 et Crx

Un nouveau facteur de transcription a homéodomaine a été
récemment isolé, Otx-3, structurellement et fonctionnellement semblable a
Otx-1 et Otx-2. Sa séquence en acides aminés est homologue a 65% avec
les autres membres de la famille Otx et son patron d'expression est
sensiblement similaire a celui d'Otx-1 et Otx-2 dans le cerveau. Tout
comme Otx-1 et Otx-2, Otx-3 est capable de lier le motif TAATCC. Par
contre, des essais de transactivation suggérent que Oftx-3 fonctionne
comme répresseur de la transcription en se liant sur ce motif (Zhang et al.,
2002).

Crx a aussi été identifi€ comme étant un membre de la famille Otx.
Son expression est hautement restreinte a la rétine ou il est impliqué dans
la différenciation et le maintien des neurones de la rétine (Furukawa et al.,
1997).
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6.3 Otx-1 dans I’hématopoiése

Jusqu’a présent les études portant sur les membres de la famille Otx
ont montré que les protéines de cette famille ont essentiellement des
fonctions au cours du développement du cerveau et du systéme nerveux
central. Néanmoins, une récente étude a permis de montrer qu'Otx-1 joue
un réle important dans le systéme hématopoiétique (Levantini et al., 2003).

Pour la premiére fois, cette étude montre qu'Otx-1 est exprimé dans
la moelle osseuse et dans la rate de souris adultes ainsi que dans le foie
foetal au jour 12 du développement embryonnaire. Otx-1 n'est pas détecté
dans le thymus ni dans les ganglions lymphatiques. De plus, I'expression
d'Otx-1 a été analysée dans différents types cellulaires de la moelle
osseuse suite a leur différenciation in vitro. Otx-1 est exprimé dans les
précurseurs érythrocytaires (colonies BFU-E pour Blast forming unit
erythroid early) et les précurseurs multipotents (colonies CFU-MIX pour
Colony forming unit mixed). Par contre, Otx-1 n’est pas détecté dans les
colonies de macrophages. L'isolation de précurseurs a permis de détecter
Otx-1 dans les précurseurs pluripotents et bipotents des lignées
érythrocyte-mégacaryocytes et granulocyte-macrophages. Otx-1 est aussi
détecté dans les précurseurs érythrocytaires et les cellules matures de
lignée érythrocytaire et mégacaryocytaire (Levantini et al., 2003).

L'importance fonctionnelle d’Otx-1 dans le systéme hématopoiétique
in vivo a pu étre étudiée chez les souris nulles pour Otx-1. Ces souris
montrent une diminution du nombre de globules rouges et des progéniteurs
érythrocytaires précoces et tardifs (BFU-E et CFU-E (Colony forming unit
erythroid late), respectivement). Par contre, aucune différence n'a été
observée au niveau du nombre de leucocytes et de précurseurs myélo-
monocytaires (Levantini et al., 2003).

Cette diminution de I'érythropoiése peut étre due soit @ un défaut
intrinséque des cellules progénitrices Otx-17, soit a un défaut du

microenvironnement. Pour distinguer ces possibilités, la capacité des
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cellules de moelle osseuse des souris Otx-1" et WT a reconstituer
I'hématopoiése a long terme dans une souris héte irradiée de fagon létale a
éte comparée. Cette analyse a montré que la perte de la fonction d’'Otx-1
est associée a un défaut dans l'érythropoiese et que ce défaut est
intrinséque aux cellules Otx-1"" (Levantini et al., 2003).

Le patron d’expression d'Otx-1 est similaire a celui du facteur de
transcription SCL, qui est fortement exprimé dans les précurseurs
erythrocytaires. La comparaison des niveaux d'expression de SCL dans la
moelle osseuse des souris Otx-1" indique que ces souris expriment un
niveau plus faible de SCL par rapport aux cellules de souris WT. La
réeduction du niveau d'expression de SCL peut étre une conséquence
directe de la perte d'Otx-1 ou peut indirectement venir d'un déséquilibre des
populations de la moelle osseuse. Pour y répondre, deux approches ont été
utilisées. Premiérement, I'expression de SCL a été mesurée dans des
populations de moelie osseuse dont le nombre de cellules érythrocytaires a
pu étre évalué par leur niveau d'expression de la globine 8 major, un géne
érythrocytaire. Méme dans ces conditions, le niveau d'expression de SCL
est réduit confirmant le fait qu'une diminution de I'expression de SCL est
associée a la perte de fonction d’'Otx-1 dans les cellules érythrocytaires
(Levantini et al., 2003). Deuxiemement, étant donné que SCL est un
régulateur clé de la différenciation érythrocytaire, I'effet d'une surexpression
de SCL in vivo sur le phénotype hématopoiétique des souris Otx-1"" a été
testé. Pour ce faire, des souris transgéniques qui expriment
constitutivement SCL sous le contréle du promoteur S/IL (SCL interrupting
locus) ont été croisées avec les souris hétérozygotes Otx-1*". Ces souris
ont ensuite été croisées pour générer des souris déficientes pour Otx-1
exprimant constitutivement SCL (Otx-17" SCLY). L'analyse de ces souris
montre que le nombre de progéniteurs érythrocytaires est rétabli a un
niveau normal par le transgene SCL. En accord avec la restauration de
lérythropoiése par SCL, les niveaux d'expression de deux génes
érythrocytaires, SCL et GATA-1, sont rétablis dans les souris Otx-17- SCL"
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contrairement aux souris Otx-17. A linverse, un géne myéloide, le
récepteur G-CSF-R (granulocyte colony-stimulating factor) est hautement
exprimé dans les souris Otx-1"" alors que dans les souris Otx-17 SCL', il
est retrouvé a un niveau normal. Par conséquent, I'expression de SCL
rétablit complétement le phénotype des souris Otx-17" (Levantini et al.,
2003).

Ainsi, SCL et Otx-1 agissent dans la méme voie pour spécifier la
différenciation érythrocytaire. Cette étude ameéne la possibilitt qu'Otx-1
pourrait étre requis pour maintenir des niveaux adéquats de SCL et donc,
un nombre normal de cellules érythrocytaires. Il reste a déterminer si SCL
est une cible directe d’Otx-1 (Levantini et al., 2003).

7. Rationnalisation

L’étude des mécanismes de régulation de SCL est centrale pour la
compréhension des processus qui contrlent le destin des cellules
hématopoiétiques. Mon projet de maitrise s’est principalement concentre
sur les mécanismes de régulation de SCL lors de la différenciation
érythrocytaire.

Jusqu’a présent, il a été montré que I'expression de SCL dans le
compartiment hématopoiétique requiert plusieurs éléments génétiques dont
les promoteurs de I'exon 1a et 1b ainsi que deux enhancers, soit un en 3' et
l'autre en 5' (Sanchez et al., 1999; Gottgens et al., 2004). Mon projet de
maitrise porte sur le mécanisme de régulation du promoteur de I'exon 1a
qui est jusqu'a présent le seul élément de régulation essentiel pour
l'expression de SCL dans les cellules érythrocytaires. Différentes études
montrent que l'activité du géne SCL requiert la liaison de GATA-1 sur le site
consensus GATA a 35 pb en amont du site d'initiation de la transcription du
promoteur de I'exon 1a. De plus, la présence de plusieurs sites potentiels

de liaison pour des protéines a homéodomaine sur ce promoteur, nous a
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amene a considérer ces protéines comme des régulateurs potentiels de
SCL.

Plus particulierement, notre intérét s’est concentré sur la protéine
Otx-1 étant donné son nouveau role dans I'hématopoiése. L'absence d'Otx-
1 cause une anémie sévére qui peut étre corrigé par une surexpression de
SCL. Cette correction de I'anémie par SCL n’implique pas nécessairement
un lien direct entre Otx-1 et SCL mais suggére qu’Otx-1 pourrait étre requis
pour maintenir des niveaux normaux de SCL et conséquemment, un
nombre normal de cellules érythrocytaires.

SCL, GATA-1 et Otx-1 sont co-exprimés dans les celiules
erythrocytaires et ont chacun un réle dans le développement érythrocytaire.
Etant donné que GATA-1 est requis pour la régulation du géne SCL dans
les celiules érythrocytaires et que SCL peut corriger le défaut anémique des
souris nulles pour Otx-1, nous suggérons que SCL est une cible directe des
protéines GATA-1 et Otx-1. Mes travaux portent donc sur la compréhension
du mécanisme de régulation de l'expression de SCL par les protéines
GATA-1 et Otx-1.
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LEGENDE DES FIGURES

Figure |. Différenciation hématopoiétique. Les cellules HSC peuvent étre
divisées soit en LT-HSC (long-term HSC), des cellules hautement auto-
renouvellables peuvant reconstituer le systéme hématopoiétique d'un
animal pour sa vie entiére, soit en ST-HSC (short-time HSC), qui ne permet
tent une reconstitution que pour une période de temps limitée. Les ST-HSC
se difféerencient en MPP (multipotent progenitor), lesquelles ne
s’autorenouvellent pas ou peu et ont la capacité de se différencier en
progéniteurs de lignées spécifiques. Suite a une maturation en plusieurs
étapes, ces progéniteurs vont donner lieu a une progéniture différenciée
dont les fonctions matures acquises sont irréversibles. Les CLP (commun
lymphoid progenitor) générent les lymphocytes T, les lymphocytes B et les
cellules « natural killer » (NK). Les CMP (commun myeloid progenitor)
générent les GMP (granulocyte/monocyte progenitor), lesquels se
différencient en monocytes/macrophages et granulocytes, ainsi que les
MEP (megakaryocyte-erythroid progenitor), qui se différencient en
erythrocytes et mégacaryocytes/plaquettes (Passegue et al., 2003). Les
différents marqueurs de surface exprimés spécifiquement par certaines
lignées cellulaires et a différents stades de différenciation sont indiqués.
Parmi ceux-ci, c-Kit, un récepteur tyrosine kinase pour le ligand Kit, est
exprimeé dans les cellules HSC, les progéniteurs précoces et a un plus faible
niveau dans les progéniteurs commis. Les marqueurs de cellules matures
sont aussi indiqués tels que Ter 119 pour les érythrocytes, CD11b pour les
monocytes/macrophages et B220 pour les lymphocytes B.

Figure Il. Implication des facteurs de transcription dans la différenciation
hématopoiétique. Les facteurs de transcription SCL et LMO2 sont
essentiels pour la formation du tissu hématopoiétique a partir du
mésoderme. GATA-2 est important pour I'expansion et le maintien du
potentiel des cellules HSC, SCL et GATA-1 pour la différenciation
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érythrocytaire, NF-E2, GATA-1, SCL et FOG-1 pour la différenciation
mégacaryocytaire et PU.1 pour les lignées myéloides et lymphocytaires
(Passegue et al., 2003).

Figure Ill. Diagramme du géne SCL murin. A) Structure du géne SCL murin
qui est composé de 7 exons, distribués sur une longueur d'environ 20 Kb.
Les exons non-codants sont représentés par des boites blanches et les
exons codants par des boites noires. Les fleches représentent les sites
d'hypersensibilité a la DNase identifiés précédemment. B) Représentation
des différents enhancers identifiés qui dirigent I'expression de SCL dans
différents domaines spécifiques. C) Représentation du promoteur proximal
de l'exon 1a humain qui est dépendant du site GATA a -35 et qui est actif
dans les cellules érythrocytaires et mastocytaires. Les différents sites
potentiels de liaison pour des facteurs de transcriptions sont indiqués :
GATA (-35), SP1 (-61), GATA (-67), CS2 HBOX (-83), AP-1 (-99), CS1 (-
110) et bicoide (-230).

Figure IV. Structure d’'une protéine de la famille GATA. Les protéines GATA
sont caractérisées par la présence de deux motifs a doigt de zinc ou le doigt
de zinc en N-terminal (NF) stabilise la liaison a I'ADN tandis que le doigt de
zinc en C-terminal (CF) est responsable de la reconnaissance de la
séquence d’ADN (Martin et Orkin, 1990). Dans le cas de GATA-1, le CF est
aussi important pour les interactions physiques avec d'autres facteurs de
transcription comme Sp1 et PU.1 (Merika et Orkin, 1995) alors que le CF
interagit spécifiquement avec le co-facteur transcriptionnel de GATA-1
appelé Friend of GATA-1 (FOG-1) (Fox et al., 1999). Le domaine situé en
N-terminal (NT) confére une forte activité transcriptionnelle aux protéines
GATA tandis que les fonctions du domaine en C-terminal (CT) ne sont pas
encore connues. Jusqu'a présent, 6 membres de la famille GATA ont été
identifiés dont les 3 premiers GATA-1, 2, 3 sont exprimés principalement

dans le systéme hématopoiétique et les autres sont principalement
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exprimés dans le cceur, lintestin, les poumons et le foie (Ohneda et
Yamamoto, 2002; Laverriere et al., 1994).

Figure V. Structure d’'une protéine a homéodomaine. Les protéines a
homéodomaine sont composées de plusieurs unités structurales. Celles-ci
incluent une région variable, laquelle détermine l'activité spécifique de la
protéine, une petite région (IYPWM) et un homéodomaine. Celui-ci est
composé de 60 acides aminés est similaire pour toutes ces protéines. La
région amino-terminale de ces protéines commence souvent par
MSSLYYXN et la région carboxy-terminale contient plusieurs acides aminés
acides suggérant qu'elle pourrait agir comme domaine de transactivation.
L’homéodomaine consiste en 4 hélices alpha (1-4), dont une (en noire)
reconnait et lie une séquence spécifique sur ’ADN des génes cibles (van
Oostveen et al., 1999).

Figure VI. Comparaison des séquences des protéines a homéodomaine
des familles Otx et Pitx. Toutes les séquences comparées sont d'origine
murine a I'exception de Pitx-3, qui a été isolé chez le rat. Le pourcentage
d’identité est donné par rapport a la séquence de Pitx-1 en acides aminés
(Drouin, 1998).
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ABSTRACT

SCL, a basic helix-loop-helix stem cell leukemia transcription factor,
is a master regulator of hematopoiesis shown to be essential for
hematopoietic and erythroid cell development. We have previously shown
that Otx1, a member of the bicoid homeodomain-containing proteins, is co-
expressed with the SCL transcription factor in hematopoietic pluripotent
and erythroid progenitor cells and Otx1-deficiency impairs the erythroid
compartment in mice, associated with decreased SCL levels. In the present
study, we provide molecular and functional evidence that SCL is a direct
transcriptional target of Otx1. Firstt we show by chromatin
immunoprecipitation that Otx1 and GATA-1 are specifically bound to the
SCL proximal promoter in erythroid cells. Second, Otx-1 synergizes with
GATA-1 to activate transcription from the SCL proximal promoter and this
activity depends on the integrity of the proximal GATA site of the SCL
promoter 1a. At the molecular level, we show that this synergy occurs via a
physical interaction between Otx-1 and GATA-1 in erythroid cells, which
maps to the homeodomain of Otx-1. Furthermore, a gain of function of Otx1
in primary hematopoietic cells gives rise to a 6-fold increase in endogenous
SCL levels, an increase in TER119-positive erythroid cells and a decrease
in the number of CD11b-positive myeloid cells. Finally, a gain of function of
SCL rescues the erythroid deficiency in Otx1” mice, consistent with the
view that SCL operates downstream of Otx1. Taken together, our
observations indicate that Otx1, GATA-1 and SCL operate within the same
genetic pathway to specify the erythroid fate during hematopoiesis.
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INTRODUCTION

SCL, a basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factor, is a master
regulator of hematopoiesis (reviewed in 39). During ontogeny, SCL is
essential for the commitment of mesoderm to a hematopoietic fate. Loss of
SCL is embryonic lethal by E9.5 due to the complete absence of blood cells
(61,64) and Scf” cells fail to contribute to primitive and definitive
hematopoiesis in chimeras (56,60). Conversely, increasing SCL levels
during development expands the hematopoietic and endothelial
compartments at the expense of other mesoderm derived tissues
(18,20,46,47). In adults, conditional knock-out experiments suggest that
SCL is dispensable for hematopoietic stem cell function, but is required for
erythroid and megakaryocytic differentiation (27,48).

Despite considerable effort aimed at identifying the regulatory
elements governing the transcription of the Sc/ gene, the mechanisms
controlling Scl expression remain largely unknown. Transcription of the Sc/
gene is initiated a two distinct sites and involves lineage specific promoters.
The GATA-1-dependent promoter of exon 1a is active in erythroid and mast
cells, whereas the promoter of exon 1b is active in mast, myeloid and T cells
(3,4,7-10,37). Candidate enhancer or silencer elements were identified by
mapping regions that are hypersensitive to Dnase |, to restriction
endonucleases and by phylogenetic footprinting (6,10,12,21,23-25,40).
When tested for their ability to drive the expression of the B-galactosidase
reporter gene in transgenic mice, five separate Sc/ enhancers were shown
to be active in specific subpopulations in which Sc/ is normally expressed
(62,67). A 3’ stem cell enhancer specifically directed the expression of the
reporter gene to endothelium, hematopoietic stem cells and hematopoietic
progenitors. Yet it failed to target TER119" primitive and definitive erythroid
cells, to rescue the lethal phenotype of Sc/” embryos and did not alter the
expression of endogenous Sc/ when deleted from the Scl locus, suggesting
that it may be redundant with other elements (22,25,63). Therefore,
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although all the genetic information required for the proper expression
pattern of Sc/ is contained within a sequence of 130 kb delimited by the
neighboring Sil and MAP17 genes, (66), we still do not know how Sc/
expression is initiated and how it is maintained during hematopoietic
differentiation.

Recently, we have shown that a gain of function of SCL rescues the
erythroid deficiency of Otx1 knock-out mice (41). Otx1 is a transcription
factor related to the Drosophila gene ofthodenticle (OTD) and contains a
bicoid-like homeodomain (1). Otx71” animals exhibit neurological, hormonal
and sense organ defects (reviewed in 2). Furthermore, our analysis has
revealed that Otx1 null mice are also severely anemic due to a significant
reduction in the number of erythroid progenitors (41). Within the
hematopoietic system, Otx1 is coexpressed with SCL in pluripotent
progenitors and in the erythroid and megakaryocytic lineages (16,31,41).
Since the expression of Sc/ is compromised in Otx71” bone marrow, we
hypothesized that the erythroid defects seen in Otx7” mice resulted from
reduced SCL function and showed that ectopic SCL expression rescues
these erythroid deficiencies, strongly suggesting that SCL acts downstream
of Otx1.

In the present study, we demonstrate that Sc/ is a direct target of
Otx1 in erythroid cells. Indeed, we find that the Otx1 and GATA-1
transcription factors physically interact to cooperatively activate the Sc/
promoter and that both proteins occupy the Sc/ exon 1a promoter in vivo in
erythroid celis. Furthermore, we show that Otx1 induces endogenous Sc/
expression in primary erythroid cells. Finally, we provide evidence for a
mechanism by which GATA-1 tethers Otx1 to the —35 GATA site of Sc/
promoter 1a to drive its expression and to sustain an erythroid fate during
hematopoiesis.
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MATERIALS AND METHODS

Plasmids constructs

Human Sc/ promoter 1a segments -562, -91 and -76/+7 were
amplified and cloned into the Hindlll and Bglll sites of the pXPIll reporter
(38). SCL-WT and SCL-MUT vectors were used as PCR templates to
generate segments containing wild type, or an inactive -35 GATA site,
respectively (3,4). -44/+7 constructs were obtained by excising the -562/-44
region of -562/+7 reporters, through the ligation of linearized vectors that
were digested and blunted at Hindlll and Sstll sites. Human Gata-71 was
subcloned from the PECE vector into the pGEM4 vector (Promega,
Madison, WI), for in vitro translations, using Xbal and Sall. Gata-7 was also
cloned into the p514 vector, a derivative of pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA),
for increased expression in 293GPG cells, and into the pGEX2T vector
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), for the generation of N-terminal
glutathione S-transferase (GST) chimeric proteins, using Xhol and EcoRI
sites added during PCR. Expression vectors, GST and N-terminal maltose-
binding protein (MBP) chimeric constructs for human Pitx1, Pitx2, Otx1 and
Otx2 were generously provided by Dr Jacques Drouin (IRCM, Montreal,
Canada). Otx1 was cloned into the pGEM4 vector, for in vitro translations,
using BamHI and EcoRI sites adding during PCR. Otx1 (residues 1 to 354)
and deletion mutants Otx1-ANt (residues 35-354), Otx1-ACt (residues 1 to
99), Otx1-HD (residues 35 to 99) and Otx1-Ct (residues 100 to 354) were
cloned in frame with a N-terminal hemagglutinine epitope tag (HA)
previously inserted in the Xba | and EcoRI sites of the pCDNA3.1(-)
expression vector (Invitrogen, Burlington, ON), using EcoRl and BamHI
added during PCR. A blunted Nhel and cohesive BamHI fragment isolated
from the pCDNA3.1(-) construct was used to subclone HA-Otx1 into the
Hpal and Bligll sites of the MSCVneo retroviral vector (28) and into the
blunted EcoRI and Bglll sites of a modified MSCV IRES GFP vector (34) in
which the entire multicloning site, delimited by EcoRl and Xhol, was
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replaced by GAATTAAGCTTGGTACCGAATTCAGATCTTGACTCGAG to
include the following cloning sites: 5’ Hindlll, Kpnl, EcoRl, Bglll and Xhol. All
constructs derived from PCR amplifications were verified through

sequencing.

Luciferase assay

Promoter luciferase assays using NIH 3T3 cells were performed as
previously described (38). MEL cells were transfected by electroporation.
Exponentially growing MEL cells were concentrated at 1.5%x10° mi”,
combined with 14 pg of pGem4, 5 pg of reporter, and 1 pg of CMV-
Bgalactosidase, used as an internal control, and electroporated using a Bio-
Rad apparatus (Mississauga, ON) at 960 pF and 300 mV. Cell lysates were
prepared 16 hours after transfection, assayed for luciferase activity and

normalised for Bgalactosidase content.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

Binding reactions consisted of 5 ul of in vitro translated proteins, 100
000 cpm of 3P-labelled probes in 25 mM HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid), 5 mM dithiothreitol (DTT),
35 mM KCI, 10% glycerol and 50 ng of poly(didC). Reaction was allowed to
proceed for 40 minutes on ice. /n vitro translated proteins were synthesized
using the T7 polymerase and the TNT coupled wheat germ lysate system
(Promega, Madison, WI). Where indicated, proteins were pre-incubated for
20 min on ice with 2 ug of a goat polyclonal anti-GATA-1 antibody (clone M-
20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), a mouse monoclonal anti-
HA antibody (Covance, Richmond, CA) or a 100 fold molar excess of
unlabelled double stranded oligonucleotides added as a competitor. Protein-
DNA complexes were resolved by 4% acrylamide gel electrophoresis
(PAGE) in 0.5X TBE (Tris borate-EDTA) at 150V, at 4 °C. Gels were dried
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and exposed to a Phosphorimager screen (Molecular Dynamics, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). Probes were derived from Sc/ promoter 1a
sequences. Bicoid (b.p. —240 to -217), 5'
GATCCGAGGCCTTGGGATTAGAGATGGGGA; GATA WT (b.p. =50 to —
20) 5'ACCCGCGGCAGTGCCTTATCTCTGCGGCGCA and GATA MUT
(b.p. -50 to —20) 5 ACCCGCGGCAGTGCCTTATgTCTGCGGCGCA.

Chromatin immunoprecipitation, immunoprecipitation, western and

pull-down assays

Chromatin immunoprecipitation (ChlP) assays were performed
essentially as described previously (73). Briefly, formaldehyde cross-linked
chromatin extracts from MEL celis constitutively expressing HA-Otx1 were
first precleared with pansorbin® cells, then incubated overnight at 4°C with
specific antibodies: 3 pug of rat monoclonal anti-GATA-1 (Clone N6, Santa
Cruz), 5 pg of mouse monoclonal anti-HA (Covance) or an equivalent
amount of species-matched control antibodies (anti-Rat or anti-Mouse IgG,
Sigma, Oakville, ON). DNA-protein complexes were immunoprecipitated
using pansorbin® cells and washed four times with 1 ml of IP buffer
consisting of 20mM of Tris-HCL [pH 8.0], 137mM of NaCl, 1% NP-40, 10%
glycerol, 1mM EDTA and 1mM PMSF. Crosslinks were reversed, DNA was
cleared of RNA and proteins, then precipitated. The presence of specific
promoter sequences was finally detected by PCR as described previously
(35). PCR products were amplified for 32 cycles for the Sc/ promoter and for
28 cycles for the control HPRT promoter. Oligo sequences are listed in
Table |. PCR products were loaded on 1.2% agarose gels, transferred on
nylon membranes (Pall Corporation, Ann Arbor, Ml), and hybridized with
internal oligonucleotide probes. Membranes were exposed to a
Phosphorimager screen and hybridation signals quantified using
ImageQuant software (Molecular Dynamics, Amersham Biosciences).

For in vitro coimmunoprecipitations, individually synthesized
radiolabelled in vitro translated GATA-1 and HA-Otx1 proteins (described
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above) were first combined for 30 minutes at 37°C. Next, 3ug of rat
monocional anti-GATA-1 (clone N6, Santa Cruz), 5 pg of mouse monocional
anti-HA (Covance) or control anti-c-Myc antibodies was added along with 20
ul of Protein G Plus agarose beads (Calbiochem, San Diego, CA) in 400 pl
of TNT buffer consisting of 50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 2mM EDTA, 1% NP40
and 10% glycerol, supplemented with a cocktail of protease inhibitors: 2 mM
phenylmethylsulfony! fluoride [PMSF], 100 pg mI" pepstatin A, 10 pg mi”
aprotinin, 1 pg mi" leupeptin, 1pg mf”* DTT, 1 pg mI™ antipain and 1 ug mi”
chymostatin. The reaction was allowed to proceed for 4 hours at 4°C. The
immune complexes bound to the Protein G beads were washed three times
with TNT buffer and then resolved by SDS-PAGE. Gels were dried and ¥s.-
labelled proteins were exposed to a Phosphorimager screen.

In vivo coimmunoprecipitations were performed using 100 ng of
293GPG nuclear extracts expressing GATA-1 and HA-Otx1 or 1 mg of MEL
HA-Otx1 cellular extracts cross-linked as for ChIP assays (a-GATA1) or
untreated nuclear extracts (a-HA-Otx1). 293GPG cells expressing GATA-1
and HA-Otx1 were prepared by transfecting 10 nug of each expression
vector by calcium phosphate coprecipitation. This cell line was chosen for
their high efficiency of ectopic gene expression. 293GG cells were
transfected one day after plating cells at 4x10° per 100 mm culture dish.
Nuclear extracts were prepared 48 hours later as described previously (29).
Specific recognition of the protein complexes by antibodies was performed
by adding 3 ug of rat monoclonal anti-GATA-1 (clone N6, Santa Cruz), 3 pg
of goat polyclonal anti-GATA-1 (clone M20, Santa Cruz), 5 pg of mouse
monoclonal anti-HA (Covance) or an equivalent amount of species-
matched control antibodies (anti-Rat, anti-goat or anti-Mouse IgG, Sigma).
Binding of the protein complexes was allowed to proceed overnight at 4°C
in 1 ml of IP buffer, described above. Protein complexes were
immunoprecipitated following an incubation with pansorbin® cells for 30 min

at 4°C. Immune complexes bound to Pansorbin® cells were then washed
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three times with 1 ml of IP buffer and protein complexes were eluted in
Laemmli buffer for 15 minutes at room temperature. Crosslinked protein
complexes derived from MEL HA-Otx1 cells were eluted in elution buffer
consisting of 50 mM Tris-HCL [pH 8.0], 10 mM EDTA and 1% SDS. Cross-
links were reversed by heating overnight at 65°C. Samples were subjected
to SDS-PAGE and transferred on PVDF membranes for western blotting
with the antibodies listed below.

Antibodies used for immunoblotting were: rat monoclonal anti-GATA-
1 (clone N6, Santa Cruz), mouse monoclonal anti-HA (Covance), rabbit
polyclonal anti-GFP (Santa Cruz), mouse monoclonal anti-PTP 1D (BD
Biosciences, San Diego, CA), peroxidase conjugated goat polyclonal anti-
mouse and anti-rat antibodies (Calbiochem) and goat anti-rabbit conjugated
HRP polyclonal antibody (Sigma). Proteins were visualized using ECL Plus
(Amersham Biosciences).

GST-protein and MBP-protein purifications and pull-down assays
were performed as described previously (38).

Cell cultures, growth factors and retroviral infections

NIH 3T3, 293GPG and MEL (C88) cells were cultured in Iscove's
modified Dulbecco’s medium (IMDM, Invitrogen) containing 10% fetal calf
serum (FCS, Invitrogen). NIH 3T3 and 293GPG cells were passaged three
times weekly. MEL cells were passaged every second day at 5 x 10* cells
mi ™.

Infection of primary hematopoietic cells was accomplished using
high-titer, helper free, GP+E-86 packaging cell lines (42) that constitutively
express HA-Otx1 constructs. GP+E cell lines were generated by infection
with viral supernatants obtained from 293GPG packaging cells (52) and
maintained as previously described (34). Prior to infection, fetal liver cells
isolated from E13.5 C57 embryos were first depleted of TER119"
differentiated erythroid cells by immunomagnetic cell separation (Quiagen,
Mississauga, ON, Canada) to enrich in hematopoietic precursors and to
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increase infection efficiency. Depleted cells were then cocultured at 1x10°
mi™' for 60 hours on irradiated GP+E cell lines in IMDM supplemented with
15% inactivated FCS, 100 ng mI"' SF, 100 ng mi" IL-11, 50 ng mI™ Fit-3
(Pepro Tech, Rocky Hill, NJ) and 2.5x10* monothioglycerol (Sigma). Media
was changed every day. SF and IL-11 were derived from media conditioned
by COS cells transfected with corresponding expression vectors and titrated
against a recombinant source. MEL cells expressing HA-Otx1 were derived
using concentrated 293GPG supernatant as described previously (35). MEL
HA-Otx1 cells were selected and maintained in the presence of 1.2 mg ml
G418 (Invitrogen).

Flow cytometry

Cells were immunostained as previously described (43) using c-Kit-
APC, TER119-PECy7 and/or CD11b-PE antibodies (BD biosciences,
Mississauga, ON). Included was propidium iodide to detect dead cells.
Analyses were performed on FACScalibur and LSRI flow cytometers (BD

biosciences).

RT-PCR

Preparation of cDNA and specific PCR amplifications were performed
as previously described (30,35). Samples were amplified for 26 cycles for
Scl, mGpa, Gata-1, fglobin, CD11b, PU.1 and c-Kit, and for 24 cycles for
S16. Oligo sequences are listed in Table I. PCR products were resolved on
1.2% agarose gels, transferred on nylon membranes, and hybridized with
internal oligonucleotide probes as described for ChIP assays.
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RESULTS

Otx1 collaborates with GATA-1 to activate the exon 1a promoter of Scl.

As a first step in determining if Scl is a direct transcriptional target of
Otx1, we assessed whether Otx1 can enhance the activity of the exon 1a
promoter of Scl, which is the only known regulatory element required for the
expression of Sc/ in erythroid cells. The 170 b.p. upstream of exon 1a is
highly homologous across five species, namely in human, mouse, chick,
pufferfish and zebrafish (21,21). The promoter is active in erythroid cells in
transient transfections (4,9,10,37) and its activity is dependent on the -35
GATA site (4,9,10,37). In addition the human Sc/ promoter 1a harbors
potential binding sites for members of the bicoid family (-230),
homeodomain containing proteins (—83) and GATA transcription factors (-
67 and -35) (4) (Fig. 1A). GATA-1, however, was able to activate promoter
1a by two-fold only, using an optimized luciferase reporter assay in
heterologous NIH 3T3 cells (35,38) (Fig. 1B). Next, we examined the effect
of Otx1, alone or in combination with GATA-1. Interestingly, whereas Otx1
alone had no effect, Otx1 activated promoter 1a in a dose dependent
manner when combined with GATA-1, reaching 10-fold higher activity when
compared to the basal promoter activity. In mammals, the bicoid family
comprises two subfamilies, the first one comprises Otx1 and Otx2, and the
second one Pitx1 and Pitx2 (15). As shown in Fig. 1B, both Otx1 and Otx2
but not Pitx1 nor Pitx2 were able to enhance GATA-1 transcriptional activity,
demonstrating the specificity of the synergy between Otx family members
and GATA-1 on the Sc/ promoter.

Otx1 and GATA-1 occupy the Sc/ promoter in vivo

To substantiate the importance of Otx1 and GATA-1 in regulating the
expression of Sc/, we sought to determine whether Otx1 and GATA-1
associate with the Sc/ promoter in vivo. Chromatin immunoprecipitation

(ChIP) assays (35) were performed using formaldehyde cross-linked
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chromatin from murine erythroleukemia cells (MEL) constitutively
expressing HA-tagged Otx1 (MEL HA-Otx1 cells). As shown in Fig. 1C,
chromatin immunoprecipitated with anti-GATA-1 and anti-HA antibodies
(Otx1) were enriched by 3 times in Sc/ promoter sequences (b.p. -720 to
+20) compare to an equivalent amount of species-matched control
antibodies (anti-rat or anti-mouse IgG), as revealed by specific PCR
amplifications. In contrast, control sequences from the HPRT promoter were
minimally enriched with these antibodies, a house-keeping gene not
regulated by GATA-1 nor by Otx1. These results demonstrate that Otx1 and
GATA-1 are physically associated to the Sc/ promoter in erythroid cells and
establish an important role for these proteins in regulating the expression of
SCL.

Activation of the Sc/ promoter without direct binding of Otx1.

To clarify the mechanism of cooperation between Otx1 and GATA-1,
we performed sequential deletions of the Sc/ exon 1a promoter. Strikingly,
removal of the bicoid, H-box and distal GATA site (-67) did not hinder the
ability of Otx1 to collaborate with GATA-1 in NIH 3T3 cells (Fig. 2A, left
panel). Consistently, the promoter deletion series showed similar activities
when transfected in MEL cells (Fig. 2A, right panel), in which both GATA-1
and Otx1 are expressed (data not shown). Considering the ability of the
proximal —44/+7 region to maintain promoter activity, we examined the
requirement of the proximal —35 GATA site, which is conserved across 8
species (Fig. 2B) Interestingly, mutation of the —35 GATA motif, in the
context of the full length (-562/+7) and proximal promoters, completely
abolished their activities in both NIH 3T3 and MEL cells. Thus, these results
indicate that the proximal region of Sc/ exon 1a promoter is sufficient to
allow a synergistic activation by Otx1 and GATA-1 and this activity requires
the integrity of the —35 GATA site.

Next, we investigated whether Otx1 and GATA-1 associate to the —
44/+7 region. We therefore performed electrophoretic mobility shift assays
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(EMSA) using a probe spanning the -50/-20 region together with in vitro
translated proteins. As expected, in vitro translated GATA-1 binds to the -35
GATA motif (Fig. 2C) (lane 8), and this binding is specifically displaced by
an unlabelled wild type competitor (lane 9) but not when the competitor is
mutated at the -35 GATA motif (lane 10). Furthermore binding was
supershifted by an anti-GATA-1 antibody (lane 11). These results are in
agreement with previous reports describing the binding of GATA-1 to this
promoter (4,9,10,37). In contrast to GATA-1, in vitro translated HA-Otx1
does not bind to the —50/-20 region (lane 4), consistent with the absence of
known homeodomain-binding sequences, while efficiently binding a
consensus bicoid sequence (lane 2) to activate transcription in transient
assays (data not shown). Taken together, our results indicate that
transcriptional activation of Sc/ exon 1a promoter by GATA-1 and OTX1
requires direct GATA-1 binding but not Otx1 binding to promoter sequences.

Direct interaction between GATA-1 and Otx1.

Our results are consistent with a mechanism by which the binding of
GATA-1 to the —-35 GATA may tether Otx1 to SCL proximal promoter
sequences. We therefore sought to determine whether Otx1 physically
interacts with GATA-1. First, we performed coimmunoprecipitations using
radiolabelled in vitro translated proteins. Interestingly, the antibody against
GATA-1 immunoprecipitated HA-Otx1 as well as GATA-1 (Fig, 3A).
Conversely, the antibody against HA-Otx1 brought down GATA-1 and HA-
Otx1, whereas a control antibody (c-myc) did not. These interactions were
further confirmed using a pull-down assay, showing that immobilized GST-
GATA-1 associates with in vitro translated Otx1 (Fig. 3B). To evaluate the
specificity of the interaction between GATA-1 and Otx1, we performed pull
down assays using immobilized MBP-Pitx1 and in vitro translated GATA-1.
As shown in Figure 3B, the affinity of GATA-1 for Pitx1 is much weaker than
for Otx1, indicating that the interaction between Otx1 and GATA-1 is highly
specific. Immunoprecipitations were performed in the presence of ethidium
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bromide to avoid bridging of proteins by contaminant DNA molecules. Thus,
our results clearly demonstrate a direct interaction between GATA-1 and
Otx1.

To ascertain the in vivo relevance of this interaction,
coimmunoprecipitations were performed using nuclear extracts from 293
GPG cells expressing HA-Otx1 and GATA-1. As shown in Figure 3C, the
anti-HA antibody immunoprecipitated GATA-1, and conversely, the anti-
GATA-1 antibody immunoprecipitated HA-Otx1, therefore confirming that
Otx1 and GATA-1 interact in vivo. Furthermore, in order to demonstrate that
Otx1 and GATA-1 interact in an erythroid environment, we performed
coimmunoprecipitations using MEL HA-Otx1 cells. We find that GATA-1 and
HA-Otx1 are efficiently precipitated by antibodies directed against GATA-1
and against HA, but not by equivalent amounts of species-matched control
antibodies (Fig. 3D). Together, these results confirm that Otx1 and GATA-1
interact in vitro and in vivo and consolidate the model by which a
transcriptional complex containing Otx1 and GATA-1 is targeted to the
proximal GATA site of the exon 1a promoter to enhance the expression of
Scl.

Otx1 homeodomain is sufficient for an interaction with GATA-1.

Having confirmed a direct interaction between GATA-1 and Otx1, we
next mapped the interaction domain of Otx1 using a pull-down assay. In
vitro translated wild type Otx1 (WT), N-terminal (ANT) and C-terminal (ACT)
deletion mutants efficiently bind immobilized GST-GATA-1, indicating that
the N-terminal and C-terminal domains of Otx1 are not required for this
interaction (Fig. 4A). In contrast, GATA-1 interaction is lost when the
homeodomain is deleted together with the N-terminal domain (CT) and
conversely, the homeodomain alone (HD) was sufficient for interaction with
GATA-1. These results indicate that the homeodomain of Otx1 is necessary

and sufficient to mediate the interaction with GATA-1.
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CT, NT and HD domains of Otx1 are required for the synergy with
GATA-1.

We next investigated which domains of Otx1 are required for the
transcriptional collaboration with GATA-1. When tested for their ability to
activate the —44/+7 region of promoter 1a in NIH 3T3 cells, all Otx1 deletion
mutants failed to synergize with GATA-1, therefore indicating that the N-
terminal, C-terminal and HD are independently required to activate the Sc/
promoter (Fig. 4B). Western blotting confirmed that all deletion mutants are
expressed at similar levels in NIH 3T3 cells, with the exception of the C-
terminal deletant (ACT) which is persistently expressed a lower levels (Fig.
4C), indicating that failure to activate transcription was not due to reduced
expression. Furthermore, these mutants retain the ability to interact with
GATA-1 (Fig. 4A), therefore excluding the possibility of protein misfolding.
Thus, the transcriptional synergy between Otx1 and GATA-1 requires the
integrity of the Otx1 protein.

Otx1 enhances Sc/ expression in primary hematopoietic cells

To provide in vivo evidence that Sc/ is a direct target of Otx1 in
primary hematopoietic cells, we determined the effect of increased Otx1
levels in E13.5 fetal liver cells which were first depleted of differentiated
TER119" erythroid cells, and then infected with HA-tagged full length Otx1,
deletion mutants or an empty MSCV IRES GFP vector. This bicistronic
vector harbors a GFP (green fluorescent protein) gene downstream of an
internal ribosome entry site (IRES) which allows for the isolation of HA-Otx1
expressing cells based on the expression of the fluorogenic protein GFP by
flow cytometry. Thus, GFP" cells were isolated 60 hours following the start
of the infection and analyzed for the expression of Sc/ and for hematopoietic
markers by RT-PCR. In 3 independent experiments, cells infected with wild
type Otx1 exhibited on average 6-fold higher levels of Sc/, when compared
to cells infected with an empty vector (Fig. 5A-B). Moreover, Otx1 also
induces an increase in a SCL target gene glycophorin A (GpA) (35),
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consistent with an indirect effect of Otx1 through SCL. Finally, Otx1
increased the levels of several erythroid-specific genes, GATA-1 and S
globin major, and decreased myeloid-specific genes PU.1 and CD11b.
Interestingly, all Otx1 mutants failed to enhance the expression of Scl/, which
concurs with the results of our transient transfection studies (Fig. 4).
Furthermore, these mutants had no significant effect on hematopoietic
markers. All Otx1 mutant proteins were expressed in the stable retroviral
producer lines used to infect fetal liver cells, with the exception of the C-
terminal deletant (ACT) (Fig. 5). Despite the fact that the protein levels for
the ANT and the homeodomain of Otx1 were lower, the CT domain showed
an elevated level of expression, but was still inactive. Therefore we
conclude that these domains are required for Otx1 function in hematopoietic
cells. Moreover, all these domains are inactive in transient transfection

further suggesting that the intact Otx1 protein is required.

Otx1 gain-of-function enhances erythroid and blocks myeloid

differentiation

Molecular analysis of Otx1 infected cells revealed an up regulation of
erythroid and a downregulation of myeloid markers, suggesting that Otx1
has positive and negative roles during erythroid and myeloid differentiation,
respectively. In a complementary approach, we examined the distribution of
hematopoietic populations by flow cytometry. Consistent with the molecular
analysis, within the GFP* Otx1-expressing cells, we find that the proportion
of TER119" differentiated erythroid cells increased from 3.1% to 24.0%
(Fig.6A) and inversely, the proportion of CD11b"c-Kit differentiated myeloid
cells dropped from 52.7% to 4.0% when compared to control (MOCK) (Fig.
6A). Interestingly, the population of CD11bc-kit" immature erythroid cells
also increased from 21.9% to 45.7%. Importantly, the effects with Otx1 on
hematopoietic populations were not observed using HA-Otx1 deletion
mutant, thus reinforcing the importance of all Otx1 domains during
hematopoiesis. In addition, results from a cytospin confirm that cells infected
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with Otx1 are mostly proerythroblast cells compared to control and to cells
infected with Otx1 deletion mutant cells (Fig. 6B).

Taken together, our data provide in vivo evidence that Otx1 regulates
the expression of Sc/ to favor erythroid differentiation and suggest that a
downregulation of Otx1 is prerequisite to myeloid differentiation.
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DISCUSSION

Scl is crucial for the generation of hematopoietic cells and for erythroid
and megakaryocytic differentiation. Yet, the molecular mechanisms
controlling Sc/ expression remain poorly understood. In this study, we show
that Otx1, a bicoid-like homeodomain containing protein, collaborates with
GATA-1 to enhance the transcription of Sc/ during erythroid differentiation.

Scl enhancers

Our understanding of the mechanisms controlling the tissue specific
expression of Sc/ is revealing itself to be a daunting task. Using a
systematic approach, several enhancers were shown to direct the
expression of a reporter gene to subdomains of endogenous Sc/ expression
in transgenic mice, including the central nervous system (CNS),
endothelium and hematopoietic cells (22,25,62,63,67). However, further
analysis has revealed higher levels of complexity. First, a 3° enhancer,
enabled with the ability to target hematopoietic stem cells, progenitors and
endothelium, can be deleted from the Sc/ locus without affecting the
expression pattern of Sc/ (22). This suggests that the 3' enhancer is not
required for the expression of Sc/ or that it may be redundant with other
regulatory elements. Second, transcription factors that have been shown to
regulate the —3.8 and 3' enhancers, namely GATA-2, Fli-1 and EIf-1, cannot
solely account for the regulation of Scl, since the phenotype of Scr”
embryos is not reproduced by the loss of these transcription factors (22,25).
Again, this may result from a redundancy between transcription factors or
may point to the requirement of essential, yet unidentified cofactors that
may possibly act without direct binding to DNA. Third, although several
enhancers have been identified that direct the expression of a reporter gene
to different domains of Sc/ expression, none have the ability to target
TER119" erythroid cells (63). This suggests that the combination of cis-

elements required for the regulation of Scf transcription during the onset of
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hematopoiesis and for hematopoietic differentiation differ. Finally, it is
probable that the transcriptional complexes involved in Sc/ transcriptional
regulation evolve over time and during differentiation, as no know regulator
is coexpressed with SCL in all compartments (22). For example, putative
regulators such as GATA-2, which is down-regulated during hematopoietic

differentiation, may be replaced by GATA-1.

GATA-containing complexes

Of all known ftranscriptional regulatory elements, the promoter of
exon 1a is the only region that is highly conserved across 5 species (21,25).
Promoter 1a is active in erythroid cells and requires the —35 GATA site. We
have confirmed the ability of GATA-1 to activate the promoter in transient
transfections and have found that GATA-1 is bound to the Sc/ promoter 1a
in vivo. Moreover, we have identified Otx1 as a novel cofactor of GATA-1
and transcriptional regulator of promoter 1a. Indeed, we find that Otx1 can
synergistically activate the promoter in a dose dependent manner by
physically interacting with GATA-1 at the —35 GATA site. GATA-1 is known
to interact with multiple partners, including FOG, EKLF, LMO2 and CBP,
and to activate erythroid specific genes, such as globin, heme biosynthetic
enzymes and EPOR. The interaction between GATA-1 and FOG is
especially important to GATA-1 function since a mutation that abolishes
their interaction aborts terminal erythroid differentiation due to the
deregulation of GATA-1 target genes. Whereas most GATA-1 partners
modulate GATA-1 function by enhancing its specificity and stability of
binding to DNA, FOG is believed to recruit additional factors (reviewed in
11). GATA-1 is also part of the “SCL-complex” along with LMO2, E2A and
Ldb1. We have previously shown that this complex, present in erythroid (78)
and immature T cells (26), can activate the transcription of c-kit (38) and
GpA (35) genes. The relationship between these seemingly disparate
complexes is poorly understood and is now further complicated by the
identification of an interaction between GATA-1 and Otx1. It has been
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suggested that GATA-1 containing complexes evolve during erythroid
differentiation, influenced by the temporal expression of each factor and by
the cross-inhibition of different complexes (11,55,65). Further experiments
will be required to determine the effect of Otx1 on the function of known

GATA-1-containing complexes.

Transcriptional activation by Otx1 without DNA-binding

Otx family members interact physically and collaborate with a variety
of transcription factors containing LIM (49,70,79), forkhead (50) and bHLH-
ZIP (44) domains. Similarly, closely related Pitx family members can interact
and cooperate with LIM (5), POU (72), bHLH (57), nuclear receptor (71) and
T-box (36) transcription factors. In all these reports, transcriptional activation
requires the binding of the homeodomain of Otx or Pitx members, to a
cognate binding sequence present in the target promoter. In sharp contrast,
we show that Otx1 and GATA-1 can activate transcription, without the need
for Otx1 to bind DNA. In support for this non-conventional mechanism,
Poulin et al. (57) showed that in pituitary cells, the activity of the POMC
promoter depends on the physical interaction between Pitxt and
NeuroD1/E2A heterodimers which bind DNA on distinct bicoid and E-box
sites, respectively. Interestingly, this synergism can be reproduced using
tandem E-box sites, but not bicoid multimers, thus demonstrating that Pitx1
can also function independently of DNA-binding.

The homeodomain of Otx1 is sufficient to bind GATA-1, but all
domains of Otx1 are required for the activation of promoter 1a and for the
upregulation of endogenous Scl. These results suggest that the N- and C-
terminal domains of Otx1 are essential for the generation of a transcriptional
initiation complex in erythroid cells, possibly by permitting interactions,
directly or indirectly, with the basal transcriptional machinery and/or with
distant enhancers. An interesting co-factor candidate is Ldb1, a ubiquitous
adapter protein that interacts with different classes of transcription factors,

involved in cell fate determination (reviewed in 45). Interestingly, Ldb-1
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interacts and synergizes with Pitx1 (5) and its Drosophila homologue, Chip,
binds bicoid and OTD to enhance transcription (70). Moreover, physical
interactions between Ldb-1 and GATA-1 are required for the activation of
the GpA promoter in erythroid cells (35) and Chip binding to the GATA-
factor pannier that controls proneural patterning in Drosophila (58). Thus,
the requirement of Ldb-1 binding in many biological processes which involve
bicoid family members and GATA-1 raises the question whether Ldb-1 may
be involved in the activation of Sc/ transcription by Otx-1 and GATA-1,
possibly by serving as a bridging molecule between promoter 1a and distant
enhancers through DNA-looping.

Role of Otx1 during hematopoiesis

Gain-of-function of Otx-1 in hematopoietic precursors enhanced
erythroid and impeded myeloid differentiation. Can these biological effects
be solely attributable to an increase in SCL function or is it possible that
Otx-1 affects hematopoiesis in a SCL-independent manner? SCL function is
central to erythropoiesis, as it mediates signals from the environment and
acts as a nucleation factor for key transcription factors (39). SCL expression
increases during erythroid differentiation (4,31) and enhances erythroid
differentiation when overexpressed in the bone marrow (17,59,75).
Conversely, inactivation of SCL impedes erythroid differentiation (4,27,48).
We have recently shown that SCL acts downstream of Flk-1 signaling
during primitive erythropoiesis (43) and downstream of EPOR signaling
during definitive erythropoiesis to consolidate an erythroid fate by activating
genes essential for survival and for differentiation (35). Therefore,
considering the central role of SCL during erythropoiesis, we strongly
believe that the increase in erythroid cells induced by Otx1 is mediated by
enhanced SCL expression and function. In accordance, Otx-1 infected cells
exhibit higher levels of GpA and c-kit, two direct target genes of SCL. In
contrast, we consider that SCL-independent functions are probably involved

in the drastic reduction of myeloid cells by Otx1. During myeloid
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differentiation, SCL levels decrease (16,31) and SCL gain-of-function blocks
myeloid differentiation in cell lines (13,31,69). However, varying SCL levels
during adult hematopoiesis in primary cells has little effect on myeloid
development (17,27,48,59). Hence, the ablation of myeloid cells by Otx-1 is
most probably independent of SCL.

Role for a GATA/Otx1 complex in the CNS

Otx1 and Otx2 have been extensively studied for their roles in the
developing CNS, governing the molecular mechanisms underlying
induction, maintenance, regionalization, corticogenesis and axon
connectivity (1). SCL, GATA-2 and GATA-3 are also widely expressed in
neurons during brain development and in adults (19,51,77), yet the
assessment of their functions has been hampered by the early lethality of
null embryos (53,61,64,74). Considering that the expression patterns of Sc/
and GATA factors greatly overlaps in the CNS, is it possible that GATA
factors regulate SCL expression in the brain through interaction with Otx
factors? Interestingly, Sc/ promoter 1a directs the expression of a reporter
gene to the midbrain in transgenic mice and a region spanning 7 kb
upstream of exon 1a to exon 3 (-7E3) recapitulate endogenous Sc/
expression in midbrain, hindbrain and spinal cord (67). Strikingly, mutation
of the —35 GATA site in the —7E3 reporter construct completely abolishes its
expression, demonstrating the in vivo requirement for this site. A direct
assessment of the necessity of the —35 GATA in erythroid cells has not yet
been assessed in vivo.

GATA-2 and GATA-3 are implicated in the specification of
rhombomere 4 (54), of serotonergic neurons (14,32,76) and of V2
interneurons (32,51,80), in regions that express SCL (68,77). Furthermore,
GATA factors are expressed in regions known to require Otx function, such
as the developing optic, otic and olfactory systems (1,19,33,51,53,76,80).
Finally, the expression of SCL, GATA and Otx members at the zona limitans
intrathalamica (boundary between dorsal and ventral thalamus) and at the
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midbrain-hindbrain barrier (MHB) (1,77,80) may be indicative of a common
function in brain regionalisation, a mechanism that relies on Otx function.
Further colocalisation and conditional knock-outs experiments will be
required in order to directly address possible interactions between SCL,
GATA and Otx factors.

Taken together, our data indicate that during erythroid differentiation,
Otx-1 expands and consolidates the erythroid fate by directly activating the
transcription of Sc/ through collaboration with GATA-1 at the proximal GATA
site of promoter 1a.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Otx1 and GATA-1 transcription factors cooperatively activate and
bind to the exon 1a promoter of Scl. (A) Schematic representation of the Sc/
promoter of exon 1a (b.p. -720/+20) showing potential binding sites. Arrows
indicate the position and orientation of primers used for ChIP assays. (B)
Otx1 and Otx2 specifically cooperate with GATA-1 to transactivate the Sc/
promoter 1a. NIH 3T3 cells were cotransfected with the Sc/ promoter
construct (b.p. -562/+7) (1ug) together with expression vectors encoding
GATA-1 (0.1 ug) and a member of the bicoid family: Otx1 (black bars), Otx2
(gray bars), Pitx1 (open bars) or Pitx2 (hatched bars) (0.1 to 3 pg), as
shown. The plus (+) and minus (-) signs indicate inclusion or omission of
specific expression vectors in the transfection mixtures, respectively.
Results are shown as luciferase activity relative to the empty pXPlIlI
reporter. (C) Otx1 and GATA-1 specifically associate with the Sc/ promoter
in vivo. Fragmented chromatin extracts from MEL HA-Otx1 cells were
subjected to immunoprecipitation with a-GATA-1, a-HA or species-matched
control antibodies. 5-fold dilutions of immunoprecipitated samples were
used for amplification with specific primers for the Sc/ promoter or the HPRT
promoter, as a negative control. Input chromatin served as a positive control
for PCR amplifications and represents 0.4% of the amount used in each
immunoprecipitation. The PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis, transferred onto nylon membranes, and hybridized with an
internal oligonucleotide. D) Fold enrichment of HA (Otx1) and GATA-1
antibodies for SCL and HPRT promoter compared to the species-matched

control antibodies.

Fig. 2. Activation of the Sc/ promoter by Otx1 and GATA-1 without direct
binding of Otx1.(A) The —44/+7 region of the Sc/ exon 1a promoter is
sufficient for an activation by Otx1 and GATA-1. The different Sc/ promoter
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constructs, as shown, were transfected in NIH 3T3 cells in the absence
(open bars) or presence (solid bars) of expression vectors encoding Otx1 (2
ug) and GATA-1 (0.1 ug). MEL cells were also electroporated with these Sc/
reporters (5 pg). Results are shown as luciferase activity relative to the
empty pXPIIl vector and are representative of two independent experiments
for each cell type. Luciferase reporter activities were normalized to that of
an internal control (CMV-Bgal). (B) Alignement of the Sc/ proximal promoter
of exon 1a determined using clustal X (1.83) multiple sequence alignement
and Sea view software. Asterisk marks sequences conserved across 8
species. The arrow indicates the transcriptional start site. (C) GATA-1 but
not Otx1 binds to the -50/-20 region of the Sc/ promoter. EMSA experiments
were done using two oligonucleotides probes derived from the Sc/ promoter
sequence, one covering the —230 bicoid site (bicoid) and the other the
proximal GATA site at -35 (SCL-50/-20), and in vitro-translated HA-Otx1 or
GATA-1 indicated by plus signs (+). An unprogrammed reticulocyte lysate
(lanes 1 and 3), indicated by minus signs (-), were included as a negative
control for binding. Where indicated, antibodies (a-GATA-1 or a-HA-Otx1)
or 100-fold molar excess of uniabelled wild type competitor (—50/-20 WT) or
mutant —-35 GATA site competitor (-50/-20 GM) was added to the samples
before the addition of the labeled probe. Asterisk points to the binding of
Otx1 on the bicoid probe; filled arrowhead points to the binding of GATA-1
on the SCL-50/-20 probe; open arrowhead points to supershifted GATA-1.

Fig. 3. Otx1 and GATA-1 physically interact in vitro and in vivo. (A) Otx1
binds to GATA-1 in vitro. Coimmunoprecipitations were performed using
radiolabelled in vitro translated GATA-1 and HA-Otx1 proteins and a-GATA-
1, a-HA or control a-c-myc antibodies. Input represents 10% of the mixture
that was subjected to immunoprecipitation. (B) Pull-down assays were
performed with immobilized GST or GST-GATA-1 and radiolabelled in vitro
translated Otx1, or with immobilized MBP or MBP-Pitx1 and radiolabelled
GATA-1. Inputs represent 10% of the amount used in each sample. For
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panels A and B, bound proteins were resolved on 10% SDS-PAGE and
visualized by Phosphorimaging. (C) GATA-1 interacts with Otx1 in vivo.
Nuclear extracts from 293GPG cells expressing GATA-1 and HA-Otx1 were
immunoprecipitated using a-HA (lanes 2 and 7), a-GATA-1 (M20, lane 4,
N6, lane 9) and species-matched control antibodies: mouse 1gG (m IgG),
lanes 3 and 8, goat IgG (g IgG), lane 5 and rat IgG (r 1gG), lane 10.
Immunoprecipitated proteins were resolved on 10% SDS-PAGE, transferred
to PVDF membranes, and revealed by Western blotting with a-GATA-1
(M20) (top panel) and a-HA (lower panel) antibodies. Arrowheads point to
specific bands and asterisks indicate immunoglobulin heavy chains. Input
represent 10% (10 pg) of nuclear extracts prior to immunoprecipitation. (D)
GATA-1 interacts with Otx1 in hematopoietic cells. Cross-linked nuclear
extracts (aeGATA-1) and untreated nuclear extracts (aHA-Otx1) from MEL

HA-Otx1 cells were subjected to coimmunoprecipitations as in Figure 3C.

Fig. 4. Mapping of Otx1 domains required for interaction and synergy with
GATA-1. (A) The Otx1 homeodomain (HD) is necessary and sufficient for
GATA-1 interaction. Full-length HA-Otx1 and deletion mutants are shown: a
N-terminal deletion (ANT), a C-terminal deletion (ACT), the C-terminus (CT)
and the homeodomain (HD). A description of each construct is given in
Materials and Methods. Pull down assays were performed as in Figure 3B
with immobilized GST or GST-GATA-1 and each of the radiolabelled HA-
Otx1 constructs. Inputs represent 10% of the amount used in each sample.
(B) The homeodomain, N-terminal and C-terminal domains of Otx1 are
required for transcriptional synergy with GATA-1. Luciferase assays were
performed in NIH 3T3 cells as in Figure 1C, using the —44/+7 Scl exon 1a
promoter, 0.1 ug of GATA-1 and increasing amounts of HA-Otx1 expression
vectors. Data are shown for 2 ng of HA-Otx1, expressed as fold activation
by Otx1 and GATA-1. Histogram represents the averagets.d. of 4
independent experiments. (C) Otx1 deletion mutants are expressed at

similar levels, with the exception of ACT. HA-Otx1 constructs were
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transfected into NIH 3T3 cells along with an empty MSCV IRES GFP vector
which served as an internal control. Nuclear extracts (10 ug) were prepared
48 hours later and analyzed by Western blot using a-HA and o-GFP

antibodies.

Fig. 5. Otx1 induces endogenous Scl/ expression. (A) E13.5 fetal liver cells
were depleted of TER119" differentiated erythroid cells and infected with
full-length HA-Otx1, deletion mutants or an empty MSCV IRES GFP vector.
GFP* cells were isolated by flow cytometry 60 hours after the start of
infection and analyzed by semi-quantitative RT-PCR for erythroid-specific
genes Scl, glycophorin A (GPA), GATA-1 and Bglobin major, myeloid-
specific genes PU.1 and CD11b, and a precursor gene c-kit. S16 served as
a control for the amount of cDNA in each sample. PCR products were
analyzed by agarose gel electrophoresis, transferred onto nylon
membranes, hybridized with an internal oligonucleotide and exposed to a
Phosphorimager screen. Note that the increase in Sc/ was observed in 3
independent experiments. (B) Histogram illustrates the relative levels of
gene expression in cells infected with full length Otx1 and deletion mutants,
expressed as a ratio over S76, compared to that of cells infected with an
empty MSCV vector, which was taken as 1. Data was quantified using
Imagequant software. (C) Western blot analysis of Otx1 deletion mutants
expression in GP+E-86 packaging cell lines used to infect fetal liver cells.
Nuclear extracts (10 pg for all constructs with the exception of CT, 5ug)
were prepared and analyzed using an anti-HA antibody. PTP ID
phosphatase served as a loading control. The asterisk indicates the specific
band at the predicted molecular weight of the Otx1 homeodomain (HD).

Fig. 6. Otx1 enhances erythroid and impedes myeloid differentiation. (A)
E13.5 fetal liver cells, infected with Otx1 and deletion mutants as described
in Fig. 5, were gated on GFP expression and analyzed for erythroid
(TER119), myeloid (CD11b) and immature (c-kit) populations by flow
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cytometry, 60 hours following the start of infection. Dead cells that stain with
propidium iodide were excluded from the analysis. Shown is the percentage
of cells in each quadrant. (B) Cytospin of GFP* cells isolated by fiow
cytometry 60 hours after the start of infection and revealed by Wright-
Giesma stain.
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DISCUSSION

Malgré leur importance, les processus moléculaires qui contrdlent la
prolifération et la différenciation des cellules hématopoiétiques ne sont
toujours pas clairement définis. Parmi les régulateurs clés du
développement hématopoiétique, on retrouve le facteur de transcription
SCL. Son expression dans le systtme hématopoiétique est ciblée plus
particulierement dans les cellules souches, les progéniteurs multipotents et
les lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire (Brady et al., 1995; Elefanty
et al., 1999; Hoang et al., 1996; Pulford et al., 1995). Les études d'ablation
génique de SCL ont révélé son rdle crucial dans I'établissement du systéme
hématopoiétique, dans la formation de toutes les lignées hématopoiétiques
et plus tardivement, dans la différenciation érythrocytaire et
mégacaryocytaire (Porcher et al., 1999; Robb et al., 1996; Robb et al,,
1995; Shivdasani et al., 1995; Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003). Etant
donné son rdle cié dans I'hématopoiése, il est capital de comprendre
comment ce dernier est régulé.

Au cours de cette étude, nous suggérons que SCL est une cible
directe d'Otx-1. Nos résultats supportent un modéle par lequel le complexe
protéique formé par GATA-1 et Otx-1 lie le site GATA du promoteur
proximal 1a de SCL. Cette interaction permet I'activation de I'expression de

SCL et soutient la différenciation érythrocytaire durant 'hématopoiése.
Cette étude est la premiére qui décrit un mécanisme de régulation
qui implique un membre de la famille des facteurs de transcription a

homéodomaine, Otx1, dans le systéme hématopoiétique.

Régulation transcriptionnelie de SCL
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Etant donné le role déterminant de SCL a plusieurs niveaux dans la
hiérarchie hématopoiétique, le contrle de ce régulateur est
particulierement important a comprendre. Malgré les nombreuses études
portant sur lidentification des éléments de régulation qui gouvernent
l'expression de SCL, les mécanismes contrlant sa transcription restent
largement inconnus. Le géne SCL murin contient 7 exons distribués sur 20
Kb d'ADN et posséde une structure intron/exon trés similaire au géne
humain. Deux promoteurs dans les exons alternatifs en 5' ont été identifiés
dans les génes humain et murin (Aplan et al., 1990; Begley et al., 1994;
Bockamp et al., 1995; Bockamp et al., 1998; Bockamp et al., 1997; Lecointe
et al., 1994), ainsi que 5 enhancers indépendants qui dirigent l'expression
de SCL dans des domaines spécifiques (Sanchez et al., 1999; Sinclair et
al., 1999; Gottgens et al., 2000). L'étude d'animaux transgéniques a permis
d'identifier plusieurs éléments génétiques requis pour [I'expression
spécifique de SCL dans le compartiment hématopoiétique (Sanchez et al.,
1999). Parmi ces éléments, on retrouve les promoteurs de I'exon 1a et 1b
de SCL et deux enhancers; I'un en 3' (éléments +18/19 kb) et l'autre en 5'
(éléments -3.8 kb) (Sanchez et al., 1999; Gottgens et al., 2004).

Ces deux enhancers dirigent I'expression de SCL dans I'endothélium
et les progéniteurs hématopoiétiques. Par contre, des éléments de
regulation supplémentaires semblent requis pour permettre I'expression de
SCL dans les cellules érythrocytaires TER119+ primitives et définitives. Des
analyses plus avancées ont montré que l'ablation génique des éléments de
l'enhancer en 3’ du locus SCL (+18/19 kb) n'altére pas I'expression
endogéne de SCL dans les cellules hématopoiétiques in vivo. De plus, la
seule présence de cet enhancer comme élément de régulation n’est pas
suffisante pour corriger le phénotype létal des embryons SCL™ suggérant
soit qu'il n'est pas requis pour lI'expression de SCL, soit qu'il est redondant
avec d'autres éléments, tel que I'enhancer en 5' (-3.8 kb) (Sanchez et al.,
1999; Gottgens et al., 2004). Ces deux enhancers semblent donc avoir des

activitets complémentaires pour diriger I'expression de SCL dans les
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progéniteurs hématopoiétiques. lls ne sont cependant pas suffisants pour
diriger l'expression de SCL dans les cellules érythrocytaires en
différenciation. Ceci suggére la présence d'éléments de régulation
supplémentaires qui seraient requis pour la régulation de SCL dans les
cellules hématopoiétiques en différenciation.

Parmi les éléments de régulation nécessaires pour l'expression
spécifique de SCL dans le compartiment hématopoiétique, on retrouve les
promoteurs de l'exon 1a et 1b (Sanchez et al., 1999). En transactivation
transitoire, le promoteur de I'exon 1a est activé spécifiquement dans les
cellules érythrocytaires et mastocytaires. Il est régulé principalement par le
facteur de transcription GATA-1 (Aplan et al., 1990; Bockamp et al., 1995;
Lecointe et al., 1994; Bockamp et al., 1998). Le promoteur de I'exon 1b,
quant a lui, est activé dans les lignées mastocytaires, myéloides et les
cellules T. Malgré cette activité spécifique en transfection transitoire, leur
intégration dans la chromatine entraine la suppression de lactivité du
promoteur de 'exon 1a dans la lignée érythrocytaire ainsi que de celle du
promoteur de I'exon 1b dans les lignées myéloides primitives (Bockamp et
al., 1997). Ceci suggére [lexistence déléments de régulation
supplémentaires qui viennent contrer l'effet répressif de la chromatine.
L'enhancer en 3’ (+17/18 kb) du locus SCL semble agir comme un
enhancer érythrocytaire puisqu'ili augmente de 30 fois [activité du
promoteur de [I'exon 1a en transfection stable dans les cellules
erythrocytaires. De plus, 'analyse de la séquence de cet enhancer a montré
la présence de plusieurs sites GATA. Cet enhancer pourrait donc étre activé
par GATA-1 dans les cellules érythrocytaires (Gottgens et al., 1997).
Cependant, in vivo cet élément de régulation en lui-méme n'est pas
suffisant pour diriger I'expression de SCL dans ces cellules (Shanchez,
1999). Ainsi, le promoteur de I'exon 1a est jusqu'a présent le seul élément
de régulation connu pour l'expression de SCL dans les cellules

érythrocytaires.
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L'étude de SCL dans le systéeme nerveux central a aussi permis de
montrer l'importance du promoteur de 'exon 1a comme région de régulation
in vivo. Ces études de transgénése ont indiqué que le promoteur de I'exon
1a est nécessaire et suffisant pour diriger I'expression de SCL dans le
mésencéphale et le diencéphale de I'embryon en développement. De plus,
la mutation du site GATA situé a 35 pb en amont du site d'initiation de la
transcription abolit son expression dans le systéme nerveux central. En
revanche, la mutation du site localisé a -67 pb n'affecte pas son expression
normale dans la région postérieure du cerveau (Sinclair et al., 1999).

Ces nombreuses études démontrent le role essentiel du promoteur
de l'exon 1a comme région de régulation au niveau du systéme
hématopoiétique et du systéme nerveux central. De plus, ces données
suggeérent aussi fortement que les facteurs GATA régulent I'expression de
SCL dans ces compartiments. Par contre, l'indispensabilité du site GATA a -

35 pb n'a pas encore été testée in vivo dans les cellules érythrocytaires.

De tous les éléments de régulation connus, le promoteur de I'exon 1a
est la seule région qui est hautement conservée a travers 5 espéces
(Gottgens et al., 2000; Gottgens et al., 2002). Cette homologie ainsi que
limportance de cette région de régulation, nous a amené a analyser les
mécanismes moléculaires responsables de I'expression de SCL dans les
cellules érythrocytaires. Nos résultats ont montré que SCL est une cible
transcriptionnelle d'Otx-1 et de GATA-1. En effet, ceux-ci collaborent pour
transactiver le promoteur SCL de I'exon 1a.

L'analyse des séquences du promoteur 1a a travers les espéces, des
mammiféres au poisson zébre, a révélé une région de trés grande
homologie sur une distance de 170 pb en amont du site d'initiation de I'exon
1a. On y retrouve un site AP-1 (-101 pb), deux sites GATA (-35 et -67 pb)
et deux séquences conservées CS1 et CS2 dont une contient une boite
HBOX (Gottgens et al., 2002). De plus, l'analyse de la séquence du

promoteur 1a humain a permis d'identifier la présence d’un site SP1 (-61
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pb) qui est également conservé chez la souris ainsi qu'un site bicoide
pouvant étre potentiellement lié par des facteurs de transcription a
homéodomaine, lequel n’est pas conservé chez la souris.

Pour identifier les motifs impligués dans le mécanisme de
coopération entre Otx1 et GATA-1, une série de délétion du promoteur
humain de l'exon 1a a été effectuée. Nous avons également confirmé la
capacité de GATA-1 a activer ce promoteur (Aplan et al., 1992b; Bockamp
et al., 1995; Lecointe et al., 1994). Il est intéressant de remarquer que la
délétion séquentielle des différents sites identifiés a l'exception du site
GATA a -35 pb n'empéche pas la capacité d'Otx-1 a collaborer avec GATA-
1 dans les cellules de fibroblastes. Des résultats similaires sont observés
dans une lignée de cellules érythrocytaires MEL (Mouse ErythroLeukemia
C88) montrant que seule la région comprenant le site GATA a -35 pb est
aussi nécessaire a l'activité optimale du promoteur. Certains de ces motifs
avaient précédemment été étudiés dans les cellules érythrocytaires (MEL
F4N). Dans ce contexte, les sites AP-1, SP1 et GATA a -67 pb ne sont pas
individuellement nécessaires pour l'activité du promoteur (Bockamp et al.,
1995). Cependant, les sites SP1 et GATA a -67 pb semblent contribuer
faiblement a ['activitt du promoteur dans d'autres types de cellules
érythrocytaires telles que les cellules K562 (Lecointe et al., 1994) et J2E
(Bockamp et al., 1997). En accord avec nos résultats, ces différentes
études démontrent sans ambiguité que le site GATA a -35 pb est
indispensable a l'activitt compléte du promoteur SCL 1a dans toutes les
lignées érythrocytaires étudiées (Lecointe et al., 1994; Bockamp et al,
1995; Bockamp et al., 1997).

Ces données sont en accord avec les études de souris
transgéniques énoncées précédemment, ou le site GATA a -35 pb et non
celui a -67 pb est critique pour I'expression de SCL dans le systéme
nerveux central (Bockamp et al., 1995; Bockamp et al., 1997). Une étude
chez le poulet démontre l'importance fonctionnelle d'un site GATA a -30 pb

sur le promoteur du géne de la Bglobine, lequel ne contient pas de boite
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TATA, a l'instar de SCL. La liaison de GATA-1 permet alors de recruter des
protéines de liaison TBP et du complexe d'initiation de la transcription. Ces
résultats suggérent que GATA-1 pourrait agir comme facteur de
recrutement de la machinerie basale de transcription en absence de boite
TATA (Barton et al., 1993).

La région minimale de régulation que nous avons identifiée est
queique peu différente de celie observées par d'autres. Nos résultats dans
les cellules NIH 3T3 et les cellules érythrocytaires MEL (C88) indiquent une
région minimale qui se situe entre -44/+7 de I'exon 1a. D'autres études ont
montré une région minimale de régulation de -187/+26 dans les cellules
MEL (F4N) (Bockamp et al., 1995) et les cellules J2E (Bockamp et al.,
1997) et de -122/+1 dans les cellules K562 (Lecointe et al., 1994). Cette
différence en ce qui a trait a la région minimale de régulation dans les
différentes lignées érythrocytaires pourrait refléter certaines variabilités
dans le stade de différenciation et donc conséquement impliquer des
variations au niveau de I'expression des facteurs de transcription (Bockamp
et al., 1997).

Notre étude a permis d'identifier une région minimale de régulation
plus restreinte sur le promoteur de I'exon 1a, et démontre l'importance du
site GATA a -35 pb. De plus, ['utilisation de cette région promotrice a permis

de mieux caractériser le complexe transcriptionnel formé sur le promoteur.

Complexes transcriptionnels

Notre étude démontre un nouveau mécanisme de régulation
impliquant Otx-1 comme régulateur transcriptionnel du promoteur de I'exon
1a et comme co-facteur de GATA-1. En effet, Otx-1 collabore avec GATA-1
pour activer le promoteur de fagon dose dépendante, via une interaction
directe avec ce dernier au site GATA a -35 pb. Nous avons montré qu'Otx-1
et GATA-1 sont physiquement associés au promoteur SCL dans les cellules

érythrocytaires mais que seulement GATA-1 semble directement lier 'ADN.
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Nous avons confirmé la capacité de GATA-1 a s'associer au motif GATA
situé -35 pb (Aplan et al., 1992b; Bockamp et al., 1995; Lecointe et al,,
1994). Contrairement a GATA-1, Otx-1 ne lie pas la région minimale -44/+7,
ce qui est consistent avec I'absence de séquences connues pour la liaison
de protéines a homéodomaine dans cette région. Ceci suggére un
mécanisme par lequel la liaison de GATA-1 au site GATA a -35 pb pourrait
amener Otx-1 a cette région minimale pour ensuite activer le promoteur.
Nous avons consolidé notre modéle en montrant par différentes méthodes
qu'Otx-1 et GATA-1 interagissaient directement. L'utilisation des différents
domaines d'Otx-1 (ANT, ACT, CT et HD) en chromatographie d'affinité
démontre que I'homéodomaine d'Otx-1 est nécessaire et suffisant pour
médier l'interaction avec GATA-1. Par contre, l'intégrité de la protéine Otx-1
est requise pour conserver la synergie transcriptionnelle entre Otx-1 et
GATA-1.

Le mécanisme que nous suggérons dans cette étude implique
I'activation du promoteur SCL suite a la liaison du complexe GATA-1/0Otx-1
sur le site GATA a -35 pb sans liaison directe d'Otx-1 sur le promoteur.
Deux résultats renforcent lidée que la liaison directe d'Otx-1 sur le
promoteur n'est pas essentielle a l'activation de celui-ci. Premierement, Otx-
1 ne lie pas la région minimale de régulation -44/+7 in vitro. Deuxi€émement,
les deux sites potentiels pour la liaison d'une protéine a homéodomaine,
soit le site bicoide (-230) et Hbox (-83), ne semblent pas nécessaires a la
synergie transcriptionnelle d'Otx-1 et GATA-1 en transactivation transitoire.
Pour vérifier si Otx-1 se retrouve en complexe avec GATA-1 sur le site
GATA a -35 pb, nous avons effectué des essais de retard de mobilité sur
gel avec des extraits nucléaires de cellules érythrocytaires MEL sur-
exprimant de facon stable HA-Otx-1 et de cellules hétérologues 293GPG
sur-exprimant les protéines HA-Otx-1 et GATA-1 (données non-publiées).
Dans les deux cas, les expériences de déplacement du complexe avec
l'anticorps HA-Otx-1 se sont avérées négatives. L'instabilité du complexe
protéique GATA-1/HA-Otx-1 durant I'électrophorése est une cause possible
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de l'absence d'HA-Otx-1 dans les complexes observés en retard de
mobilité sur gel.

Cependant, nous avons confirmé par immunoprécipitation de la
chromatine que GATA-1 et Otx-1 se retrouvent sur le promoteur in vivo. Par
contre, la quantité de chromatine immunoprécipitée est légérement plus
faible pour Otx-1 lorsque comparée a GATA-1. Cette observation est
compatible avec notre modéle qui suggére que la liaison d'Otx-1 a I'ADN
n'est pas directe mais bien dépendante de son interaction avec GATA-1.
Nous ne pouvons cependant pas rejeter la possibilité qu'Otx-1 puisse
s'associer a une autre région sur le promoteur in vivo. En effet, Otx-1 peut
aussi se lier in vitro au site bicoide localisé a -230 pb du promoteur SCL.
Cependant, la liaison d'Otx-1 a ce site ne semble pas essentielle a
l'activation de SCL puisqu’en son absence, le promoteur est toujours actif.
De plus, Otx-1 ne peut pas activer le promoteur seul. Ceci renforce lidée
que la liaison directe d’'Otx-1 a I'ADN n'est pas suffisante et qu'il doit
s'associer a GATA-1 pour activer le promoteur.

Plusieurs études impliquant des membres des sous-familles Otx et
Pitx montrent que, méme en présence d'une interaction avec un autre
facteur de transcription, I'activation transcriptionnelle requiert leur liaison a
un site bicoide par 'homéodomaine (Mochizuki et al., 2000; Knoepfler et al.,
1999; Torigoi et al., 2000; Yamamoto et al., 2003; Nakano et al., 2000;
Martinez-Morales et al., 2003; Bach et al., 1997; Poulin et al., 2000;
Tremblay et al., 2000; Tremblay et al., 1998; Lamolet et al., 2001). Dans les
cellules hypophysaires, I'activité du promoteur de la Pro-Opiomelanocortine
(POMC) dépend de linteraction physique entre Pitx-1 et I'hétérodimére
NeuroD1/E2A. Ces deux protéines lient respectivement un site bicoide et
une boite E sur le promoteur (Poulin et al.,, 2000). Curieusement, cette
collaboration peut étre reproduite en utilisant des boite E en tandem, mais
pas un multimére de sites bicoides. Ces résultats démontrent que Pitx-1
peut aussi fonctionner indépendamment de sa liaison directe a I'ADN, ce
qui supporte notre mécanisme.
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Un autre point important est la spécificité de la collaboration entre
les membres de la famille Otx et GATA-1. En effet, on observe qu'Otx-2,
tout comme Otx-1, peut activer le promoteur en présence de GATA-1 mais
que deux autres membres de la famille bicoide, Pitx-1 et Pitx-2, en sont
incapables. Bien que les membres de la sous-famille Pitx aient une
spécificité de liaison a I'ADN in vitro semblable aux membres de la famille
Otx, leur activité transcriptionnelle est bien différente (Drouin et al., 1998).
Leur spécificité d'action semble dictée par leur interaction spécifique avec
des co-facteurs. En chromatographie d'affinité, I'affinit¢é de GATA-1 pour
Pitx-1 est pratiquement imperceptible tandis qu’une grande spécificité
d'interaction entre GATA-1 et Otx-1 est observée. La pertinence de cette
interaction a été démontrée in vivo dans des cellules 293GPG sur-
exprimant HA-Otx-1 et GATA-1. Des résultats similaires ont été observés
dans les cellules érythrocytaires MEL qui sur-expriment HA-Otx-1 de fagon
stable. Ces différentes études démontrent donc I'importance fonctionnelle
de la liaison entre GATA-1 et Otx1 dans notre modéle cellulaire ou le
promoteur est actif transcriptionnellement.

L’interaction entre Otx-1 et GATA-1 est médiée par 'homéodomaine
d'Otx-1 qui est nécessaire et suffisant pour linteraction avec GATA-1.
D'autres études impliquant des protéines a homéodomaine montrent aussi
un rdéle pour ce domaine comme domaine d'interaction protéique (Poulin et
al., 2000; Durocher et al., 1997; Planque et al., 2001; Knoepfier et al., 1999;
Ohneda et al., 2000). En effet, c'est aussi la région de 'homéodomaine de
Pitx-1 qui est impliquée dans l'interaction avec E2A (Poulin et al., 2000).
Une autre étude qui implique une protéine a homéodomaine, Nkx2-5 ainsi
que la protéine a doigts de zinc GATA-4, montre que celles-ci interagissent
directement via 'homéodomaine et le domaine C-terminal de Nkx2-5 pour
activer le promoteur de I'ANF (Durocher et al., 1997). Cette étude sur les
facteurs de transcription cardiaques représente un bon exemple
d'interaction entre une protéine 8 homéodomaine et une protéine a doigts

de zinc. Par contre, la liaison a I'ADN par les deux facteurs est nécessaire.
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Dans notre cas, la liaison a 'ADN n'est pas requise et tous les domaines
d'Otx-1 sont nécessaires pour activer complétement le promoteur SCL. Bien
que linteraction avec GATA-1 via 'homéodomaine soit essentielle, celle-ci
n'est pas suffisante. Ceci suggeéere que l'intégrité de la protéine Otx-1 est
requise pour l'activation du promoteur.

Il serait aussi intéressant de mieux caractériser la spécificité de
linteraction en ce qui concerne le facteur GATA-1. Par [utilisation des
differents domaines de GATA-1 (ANT, ACT, ACF et ANF) en
chromatographie d’affinité, il serait possible de définir le ou les domaines
d'interaction de GATA-1 avec Otx-1. Jusqu’a présent, il a été montré que le
doigt de zinc en C-terminal (ACF) est important pour les interactions
physiques avec d’autres facteurs de transcription comme Sp1 et PU.1
(Merika et Orkin, 1995). En ce qui concerne le doigt de zinc en N-terminal
(ANF), celui-ci interagit directement avec le co-facteur transcriptionnel de
GATA-1 appelé Friend of GATA -1 (FOG-1) (Fox et al., 1999). |l serait donc
important de définir si ces mémes domaines sont impliqués pour son
interaction avec Otx-1.

L'étude des protéines Otx chez les oursins de mer a permis de
trouver des domaines de transactivation dans les régions carboxy-terminale
et amino-terminale (Mao et al.,, 1996; Chuang et al., 1996). Ces résultats
suggérent que les domaines amino- et carboxy- terminaux d'Otx-1 sont
essentiels pour le recrutement du complexe d'initiation de la transcription
dans les cellules érythrocytaires. Otx-1 pourrait possiblement médier,
directement ou indirectement, des interactions protéiques avec la
machinerie transcriptionnelle de base et des co-facteurs reliant des
enhancers distants via la formation de complexes.

Les homéoprotéines sont connues pour fonctionner via Ila
dimérisation de leur homéodomaine, avec des membres relativement
proches ou alors par association avec d'autres facteurs de transcription
(Lee et al.,, 1998; Zhang et al., 1997; Kakizawa et al., 1999; Mann and
Affolter, 1998; Budhram-Mahadeo et al., 1998; Mailhos et al, 1998;
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Zappavigna et al., 1994). Par exemple, Otx-2 interagit directement avec les
membres de la familie LIM et Ldb pour activer la transcription de génes
cibles (Nakano et al., 2000; Yamamoto et al., 2003; Mochizuki et al., 2000).
Parmi ces classes de protéines, on retrouve Ldb-1 et LMO2 qui sont
exprimées dans les cellules érythrocytaires. Elles font parties d'un complexe
transcriptionnel qui inclut SCL, E2A, GATA-1 et/ou GATA-2 pour permettre
I'expression de la Glycophorine A (GpA) et du récepteur c-kit (Lecuyer et
al., 2002; Lahlil et al., 2003). Dans ce complexe, l'interaction physique entre
Ldb-1 et GATA-1 est requise pour l'activation du promoteur GpA dans les
cellules érythrocytaires (Lahlil et al., 2003). Le fait que l'interaction de Ldb-1
dans plusieurs processus biologiques soit requise avec des membres de la
famille bicoide (Bach et al., 1997 ; Torigoi et al., 2000) et GATA-1 (Ramain
et al.,, 2000) améne la possibilité que Ldb-1 puisse étre impliqué dans
l'activation de SCL par GATA-1 et Otx-1. Ldb-1 étant une protéine qui joue
un rble d'adaptateur protéique ubiquitaire (Matthews et Visvader, 2003), elle
pourrait servir de pont moléculaire entre des complexes associés au
promoteur de I'exon 1a et des enhancers distants en formant une boucle
avec I'ADN. Ldb-1 et LMO2 sont donc des candidats qui pourraient fort bien
se retrouver au sein du complexe GATA-1/Otx-1. Cependant, ni Otx-1 ou
Otx-2 ne semblent moduler I'activité du complexe SCL, lequel inclut GATA-
1, Ldb-1 et LMO2 (Lecuyer et al., 2002, observations non publiées). Ces
données suggérent l'existence d’une hiérarchie transcriptionnelle plagant
Otx-1 en amont de SCL pour que ce dernier induise ses génes cibles
erythrocytaires. Le facteur GATA-1 se retrouve a plusieurs niveaux de cette
hiérarchie et joue un réle crucial comme partenaire a la fois d'Otx-1 et du

complexe SCL.

Les cibles moléculaires d'Otx-1 et Otx-2

Contrairement a Otx-2, les analyses moléculaires concernant Otx-1

sont presque inexistantes. Seulement quelques études ont montré le role
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transcriptionnel d'Otx-1. Ce dernier, tout comme Pitx-1, semble avoir un réle
dans la régulation des génes des hormones hypophysaires. lls incluent
ceux de 'hormone de stimulation du follicule (BFSH), de 'hormone de
lutéinisation (BLH) et de la sous-unité de la glycoprotéine alpha (aGSU),
dont les séquence de régulation contiennent tous un site bicoide (Acampora
et al., 1998).

Plusieurs génes cibles ont été identifiécs comme étant actives ou
réprimés par Otx-2. Ceux-ci se retrouvent dans 6 catégories : des protéines
de liaison a l'actine et a la myosine, des molécules d'adhésion a la matrice
extracellulaire, des protéases et des inhibiteurs de protéases, des protéines
de liaison a I'ARN, des facteurs de transcription (le géne clock) et des
protéines de sécrétion (GnRH, Leftyt, XAG, Mdkk1, Wnt5) (Boncinelli et
Morgan, 2001; Finkelstein et Boncinelli, 1994; Simeone, 1998; Klein et Li,
1999; Morgan et al., 1999). De plus, pour le géne GnRH (gonadotropin-
releasing hormone), l'activation de son promoteur est dépendante de la
présence du site bicoide (Kelley et al., 2000).

Otx-2 semble aussi avoir un réle transcriptionnel dans les cellules
RPE (retina pigment ephithelium). En effet, Otx-2 se lie spécifiquement a un
motif bicoide qui est présent dans les régions promotrices de trois genes
cibles du facteur de transcription Mitf, QNR71 (melanosome glycoprotein),
TRP-1 (tyrosinase-related proteins) et Tyr (melanogenic enzyme
tyrosinase). Leur liaison a I'ADN ainsi que linteraction entre Otx-2 et Mitf
résulte en une activation coopérative de ces promoteurs (Martinez-Morales
et al., 2003).

Avant notre étude, aucun géne cible des facteurs Otx n'avait été
identifié dans le systéeme hématopoiétique. Nous avons défini SCL comme
un nouveau géne cible d'Otx-1 dans les cellules érythrocytaires.
Contrairement aux mécanismes conventionnels qui impliquent une liaison a
I'ADN par une protéine a homéodomaine, nous suggérons qu'Otx-1 active la

transcription en absence de liaison directe a 'ADN. Cette activité se fait
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plutét par une interaction avec une protéine a doigts de zinc, qui elle
s'associe directement a 'ADN.

Roles d'Otx-1 dans I'hématopoiése

Nous avons démontré précédemment une nouvelle fonction
d'Otx-1 dans le systéme hématopoiétique. L'absence d'Otx-1 chez la souris
cause une anémie sévére qui peut étre corrigée par un gain de fonction de
SCL (Levantini et al., 2003). Nos résultats nous ont amené a définir un
mécanisme moléculaire par lequel SCL serait une cible directe d'Otx-1.
Pour confirmer notre hypothése, nous avons effectué un gain de fonction
d'Otx-1 in vivo dans des précurseurs hématopoiétiques. Ainsi, I'analyse de
I'expression de genes hématopoiétiques par RT-PCR a révelé entre autre,
une augmentation du niveau de SCL de six fois en présence d'Otx-1. Cette
augmentation dans les celiules hématopoiétiques, renforce l'idée que SCL
est une cible directe d'Otx-1. Otx-1 augmente de 5 fois I'expression de
d'autres génes érythrocytaires comme GATA-1 et la Glycophorine A. Par
contre, I'expression du géne myéloide CD11b est nettement diminuée en
présence d'Otx-1.

L'analyse des populations cellulaires par cytométrie en fiux
confirme les effets observés par expression génique. En effet, nous
observons une augmentation des cellules érythrocytaires TER 119*. De
plus, le nombre de cellules exprimant le marqueur myéloide CD11b diminue
drastiquement. Ainsi, un gain de fonction d'Otx-1 favorise la lignée
érythrocytaire au détriment de la lignée myéloide. A l'inverse, une perte de
fonction d’Otx-1 est associée avec une augmentation des niveaux de G-
CSFR, un géne spécifique a la lignée granulocytaire, causant une
augmentation des précurseurs granulocytaires (CFU-G) alors que les
précurseurs érythrocytaires (CFU-E) sont diminués (Levantini et al., 2003).
Nous proposons donc qu'Otx-1 serait un géne clé qui dirigerait le choix de

lignée entre la branche érythrocytaire et myéloide.
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Les différents mutants de délétions d'Otx-1 n’ont pas le méme
effet qu'Otx-1 sur [I'expression des génes et les populations
hématopoiéetiques. Par conséquent, la protéine Otx-1 compléte est
nécessaire pour son rble dans le systéme hématopoiétique.

Les fonctions de SCL sont centrales pour I'érythropoiése. En
effet, 'expression de SCL augmente avec la différenciation érythrocytaire
(Aplan et al., 1992a; Hoang et al., 1996 ; Elwood et al., 1998; Valtieri et al.,
1998; Ravet et al., 2004) et son inactivation empéche celle-ci (Aplan et al.,
1992a; Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003). Considérant le rdle
prépondérant de SCL durant I'érythropoiése, nous croyons que l'effet d'Otx-
1 dans le systéme hématopoiétique est médié par l'activation de SCL.
L'augmentation de I'expression de la Glycophorine A, un géne cible de SCL
(Lahlil et al., 2004), suggére que les effets observés proviendraient
directement des niveaux élevés de SCL, qui spécifieraient la différenciation
érythrocytaire. De plus, le rétablissement de la différenciation érythrocytaire
des souris Otx-1" par un gain de fonction de SCL confirme ce point
(Levantini et al., 2003).

On ne peut pas exclure I'hypothése que les effets biologiques
observés soient également attribuables a des fonctions d'Otx-1
indépendantes de SCL. La réduction drastique des cellules myéloides par
Otx-1 en est un exemple puisque la variation des niveaux de SCL durant
'hématopoiése adulte provoque seulement un effet mineur sur le
développement myéloide (Elwood et al., 1998; Hall et al., 2003; Mikkola et
al., 2003; Ravet et al., 2004). Durant la différenciation myéloide, les niveaux
de SCL diminuent (Hoang et al., 1996 ; Elefanty et al., 1999) et I'expression
de SCL peut bloquer la différenciation myéloide en culture cellulaire
(Tanigawa et al., 1995; Hoang et al., 1996; Condorelli et al., 1997). Ceci
suggére que l'effet substantiel provoqué par Otx-1 sur les cellules
myéloides est probablement a la fois dépendant et indépendant de SCL.
Ces différents résultats confirment qu'Otx-1 active I'expression de SCL et
soutient la différenciation érythrocytaire durant I'hématopoiése.
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Certains facteurs de ftranscription agissent comme des
régulateurs clés d'une lignée. lls dirigent ['expression de génes qui
spécifient cette lignée et inhibent I'expression de génes non-pertinents. Par
exemple [l'activation de I'expression de PU.1 dans la lignée érythrocytaire
prévient la différenciation érythrocytaire et cause une érythroleucémie en
favorisant la lignée myéloide (Ben David et Bernstein, 1991). Par
conséquent, une légére différence dans le dosage des facteurs de
transcription est suffisante pour perturber [I'équilibre et diriger la
différenciation vers une lignée donnée. Plusieurs observations
expérimentales suggérent que la diversité cellulaire est générée a la fois par
la collaboration et la compétition d'un réseau dynamique de facteurs de
transcription dans la cellule. Une combinaison de facteurs de croissance et
de cytokines qui proviennent de [l'environnement sont également
nécessaires (Hoang, 2004). Certaines observations suggérent que les voies
impliquant Notch et Wnt, qui déterminent I'asymétrie lors de la formation
des axes durant le développement embryonnaire, semblent réutilisées chez
l'adulte pour réguler le nombre de cellules souches hématopoiétiques et
soutenir la diversification cellulaire dans le systéme hématopoiétique
(Hoang, 2004). Otx-1, qui a un rdle au niveau de la détermination de l'axe
antéro-postérieur chez I'embryon en développement, pourrait aussi avoir un
role chez [l'adulte pour spécifier un choix de lignée favorisant la
différenciation érythrocytaire. Otx-1 pourrait donc agit sur la spécification de
lidentité cellulaire hématopoiétique car celui-ci semble effectivement
favoriser une différenciation érythrocytaire au détriment des cellules
myéloides.

Nos résultats semblent indiquer qu'une augmentation du niveau
d'Otx-1 dans le systéeme hématopoiétique affecte la prolifération des
cellules myéloides. Jusqu'a présent nous n'avons aucune indication qu'Otx-
1 induit I'apoptose dans ces cellules. |l serait alors intéressant de vérifier
quel est l'effet d'Otx-1 sur le cycle cellulaire et la prolifération de ces

derniéres. Pour ce faire, il serait possible de vérifier par cytométrie en flux
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s'il y a une augmentation de l'apoptose par un marquage a I'annexine V
dans les cellules myéloides. De plus, pour vérifier 'effet d’'Otx-1 au niveau
du cycle cellulaire et de la prolifération, des marquages de I'ADN au
“Hoechst” et a la thymidine triciée pourraient aussi étre effectués. En
combinaison avec des marquages de lignées spécifiques (c-Kit, Ter119 et
Cd11b), il serait possible de comparer l'effet prolifératif d’'Otx-1 sur ces
différentes populations.

Otx-1 vs Oxt-2

Etant donné le phénotype hématopoiétique des souris Otx-1", nous
nous sommes concentrés principalement sur Otx-1 (Levantini et al., 2003).
Cependant, on observe qu'Otx-2, tout comme Otx-1, a la capacite de
collaborer avec GATA-1 pour activer le promoteur de SCL. Les souris nulles
pour Otx-1 et Otx-2 montrent un phénotype trés divergent malgré leur
grande homologie de séquence en acides aminés et leur patron
d'expression similaire. En effet, les souris Otx-2” meurent trés to6t durant
'embryogenése et aucune spécification de la plaque neurale antérieure
n'est observée. Cette mort prématurée des embryons empéche l'analyse du
réle d'Otx-2 dans le systéme hématopoiétique. La différence de phénotype
et le patron d'expression d’Otx-1 et d’'Otx-2 nous améne a émettre deux
hypothéses : (1) les propriétés fonctionnelles d'Otx-1 et d'Otx-2 se
chevauchent et la différence de phénotype des mutants est due a une
différence d'expression spatiale et temporelle; alternativement, (2) Otx-1 et
Otx-2 ont des propriétés fonctionnelles uniques spécifiées par la divergence
trés limitée des acides aminés de leurs séquences. Pour distinguer ces 2
possibilités, le géne Otx-1 murin a été remplacé par le cDNA humain d’Otx-
2 et vice versa. Les souris homozygotes possédant le cDNA d'Otx-2 a la
place de celui d'Otx-1 montrent une correction des défauts épileptiques et
de formation du cortex ainsi que de certains défauts sensoriels observés

dans les souris Otx-17". Par contre, les défauts de formation du canal semi-



108

circulaire de l'oreille interne ne sont pas corrigés (Morsli et al., 1999;
Acampora et Simeone, 1999). Les souris homozygotes dont le cDNA d'Otx-
2 a été remplacé par celui d’'Otx-1 survivent et montrent une spécialisation
de la plaque neurale antérieure et une gastrulation normale. Par contre, ces
souris sont incapables de rétablir l'identité du cerveau antérieur et du
meésencéphale (Acampora et al., 1998). Ainsi, Otx-1 semble pouvoir rétablir
la spécification de l'identité antérieure dans le cerveau précoce mais est
incapable d'établir lidentité du neuroectoderme (Suda et al., 1999,
Acampora et Simeone, 1999; Simeone et al., 2002; Puelles et al., 2003).

D’autres études montrent que l'expression d'Otx-1 sous le contrdle
complet des régions de régulation d'Otx-2 a permis une régionalisation
normale et la formation du cerveau antérieur et du mésencéphale dans ces
souris. Ainsi, Otx-1 semble pouvoir remplacer la fonction d’'Otx-2 dans ses
fonctions méme pour la régionalisation du neuroectoderme antérieur
(Acampora et al., 2003). Ces études indiquent une équivalence
fonctionnelle remarquable entre Otx-1 et Otx-2. L'interchangeabilité de
ceux-ci indique que les différences de phénotypes observées viendraient
d'une différence au niveau de leur contrdle transcriptionnel. Cette
équivalence fonctionnelle dans le cerveau suggére qu'Otx-2 pourrait
remplacer Otx-1 dans le systéeme hématopoiétique et donc potentiellement
étre capable de restaurer le défaut anémique des souris Otx-17. Si tel est le
cas, on pourrait aussi confirmer sa capacité a interagir avec GATA-1.

La famille de protéines orthodenticles incluant Otd (Drosophila
orthodenticle) et les membres Otx ont des rdles trés similaires dans le
cerveau chez la mouche et la souris, respectivement. Pourtant, seulement
I'homéodomaine est hautement conservé entre Otd et les membres Otx. En
dehors de celui-ci, 'hnomologie est restreinte a quelques trés petites
séquences limitées. Ces protéines auraient donc divergé a travers
I'évolution, leur permettant d'acquérir de nouvelles fonctions spécifiques.
Les divergences proviendraient d'une modification au niveau du contréle de

l'expression génique, en établissant de nouveaux patrons d'expression.
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Alternativement, l'apparition de nouveaux domaines permettrait ainsi de
nouvelles interactions protéiques (Acampora et al., 2001). L'étude des
génes dans différents organismes apporte de bons indices pour les
fonctions d'Otx chez les mammiféres. Cependant, ['‘évolution et la
duplication des génes ameénent de nouvelles fonctions a découvrir pour
chaque protéine Otx, et ce, dans les différents compartiments dans lesquels
elles sont exprimées. Les protéines Otx ont été trés peu étudiées au niveau
moléculaire et notre étude révéle de nouvelles propriétés d'Otx-1 qui sont
difféerentes de celles observées chez la protéine Otd. Notre étude
moléculaire montre la nécessité de 'homéodomaine ainsi que de tous les

autres domaines d’Otx-1 apparus au cours de 'évolution.

Mécanisme dans le cerveau

Tel que mentionné précédemment, les roles d'Otx-1 et d'Otx-2 ont
eté largement étudiés dans le systéme nerveux central (Acampora et al.,
2001). SCL, GATA-2 et GATA-3 sont aussi exprimés dans les neurones
pendant le développement du cerveau et chez 'adulte (George et al., 1994;
Nardelli et al., 1999; Van Eekelen et al., 2003). Considérant que les patrons
d'expression de SCL et des facteurs GATA se chevauchent dans le
systéme nerveux central, est-ce que les facteurs GATA coopérent avec Otx
pour réguler I'expression de SCL dans le cerveau ? Un fait intéressant
appuyant cette hypothése est que la mutation du site GATA a -35 pb du
promoteur de SCL abolit complétement son expression in vivo dans le
systéme nerveux central (Sinclair et al., 1999). D'autres expériences de co-
localisation et d'ablations géniques conditionnelles seraient donc requises
pour adresser directement la possibilité d'une interaction entre les facteurs
SCL, GATA et Otx dans le cerveau. Le nouveau mécanisme de régulation
que nous proposons pourrait donc exister ailleurs que dans le systéme

hématopoiétique.
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Conclusion

Nos résultats indiquent que durant la différenciation hématopoiétique
Otx-1 favorise et consolide le destin érythrocytaire en activant directement
la transcription de SCL. Notre étude améne un nouveau mécanisme de
régulation du promoteur de I'exon 1a dans les cellules érythrocytaires par
une collaboration entre GATA-1 et Otx-1. Nous avons montré qu'Otx-1
active le promoteur de I'exon 1a par une interaction physique avec GATA-1
au site GATA a -35 pb du promoteur. De plus, notre étude a permis
l'identification d'un nouveau régulateur transcriptionnel du promoteur 1a de

SCL et un nouveau co-facteur de GATA-1.
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