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RESUME

Le systéme hématopoiétique posséde de nombreux mécanismes et effecteurs, tel que les
facteurs de transcription pour assurer la régulation appropriée de 1’expression génique.
Le facteur de transcription Stem Cell Leukemia (SCL) qui fait partie de la famille des
protéines a domaine bHLH joue un rdle essentiel pour la spécification et le
développement du systéme hématopoiétique ainsi que pour le choix de lignée pendant la
différenciation. SCL assure donc la nucléation d’'un complexe composé de protéines
d’ancrage a I’ADN (E2A, HEB et GATA) ainsi que de protéines d’échaffaudage (LMO2
et LDB-1). Des translocations chromosomiques qui causent 1’expression inappropriée de
SCL dans le compartiment lymphoide sont associées avec le développement de la
leucémie lymphoblastique T aigue chez I’enfant. Mon étude sur les différents
meécanismes de régulation du facteur de transcription SCL a permis de découvrir que
I’interaction physique entre SCL et les protéines E, E2A et HEB, est nécessaire a la
nucléation du complexe SCL et & sa fonction en régulant de fagon intrinséque la
stabilité, la dégradation et la localisation cellulaire de SCL. Le réle crucial des protéines
E est révélé par les embryons de souris délétés pour ces génes présentant une diminution
des niveaux protéiques de SCL et du nombre de progéniteurs érythroides, ce qui cause
une réduction quantitative des cellules érythroides matures en plus d’entrainer un grave
probléme de développement de la queue. Ces observations m’ont donc permis de révéler
un nouveau mécanisme de régulation du facteur de transcription SCL, un régulateur

essentiel de I’hématopoiese et possiblement de I’ostéogénése.

Mots clés: Hématopoicse, Mécanismes de régulation, Facteurs de transcription,

bHLH, SCL, E2A, HEB



v

SUMMARY

The hematopoietic system possesses a variety of mechanisms and effectors, like the
transcription factors, to appropriately regulate gene expression. The bHLH transcription
factor Stem Cell Leukemia (SCL) plays an essential role in the specification and
development of hematopoiesis as well as lineage choice during differentiation process.
SCL is known to mediate the nucleation of a protein complex composed of DNA
binding proteins (E2A, HEB and GATA) and scaffolding proteins (LMO2 and LDB-1).
However, chromosomal translocations causing inappropriate expression of SCL in the
lymphoid compartment is associated with the development of T acute lymphoblastic
leukemia in children. Studying the different mechanisms which regulate SCL, I
discovered that the physical interaction between SCL and the E proteins E2A and HEB
is essential for the nucleation of the SCL complex and its function by intrinsically
regulating the stability, the degradation and the cellular localization of SCL. The role of
these E proteins was also revealed in vivo by the decreased protein levels of SCL and the
lower generation of erythoid progenitors, causing a quantitative reduction in erythroid
cell output without affecting their maturation to TER119 positive cells, as well as the
major developmental anormaly of tail development in the embryos E2a” or Heb”. My
study therefore allowed the discovery of a novel regulation mechanism of the

transcription factor SCL, a crucial regulator of hematopoiesis and possibly osteogenesis.

Key words: Hematopoiesis, Regulation mechanism, Transcription factors, bHLH,

SCL, E2A, HEB
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REVUE DE LITTERATURE

Depuis les microorganismes unicellulaires apparus sur terre il y a des milliards d’années,
I’évolution a permis une spécialisation et une collaboration entre les cellules pour former
des organismes ayant des structures de plus en plus complexes. Le corps humain, avec
ses milliards de cellules différentes interagissant les unes avec les autres, ressemble a
une machine dont chaque circuit dépend du bon fonctionnement des autres.
L’homéostasie du corps doit étre régulée trés finement, et le systéme hématopoiétique y
joue un réle crucial. Que ce soit en transportant de I’oxygeéne, en détruisant les microbes
ou en permettant la coagulation, les différentes cellules hématopoiétiques ont des
fonctions particuliéres et 1’équilibre entre chacune de ces populations doit absolument

étre maintenu ou rétabli suite a un stress.

Cette revue de littérature s’attardera & introduire les concepts clés de I’hématopoiése, les
différents mécanismes moléculaires nécessaires a sa régulation ainsi que les différents
événements cellulaires pouvant conduire & I’apparition d’une leucémie. Plusieurs
facteurs de transcription interviennent au cours de I’hématopoiése et les facteurs SCL,
E2A et HEB y exercent des fonctions vitales. Les rdles de ces facteurs de transcription
de la famille des protéines a motif bHLH (basic Helix-loop-helix) dans le complexe

transcriptionnel SCL seront discutés en détail tout au long de mon mémoire.

1.1  L’HEMATOPOIESE

1.1.1 Définition

L’hématopoiese est un processus hiérarchique permettant a4 des cellules souches
hématopoiétiques (HSC) multipotentes de se diviser successivement vers les
progéniteurs puis vers une douzaine de lignées matures, en réduisant graduellement leur
potentiel prolifératif de maniére irréversible et en acquérant des propriétés fonctionnelles

particuliéres (Figure I).



1.1.2  Les cellules souches hématopoiétiques

Le processus complexe qu’est ’hématopoiése repose essentiellement sur une toute petite
population de cellules de la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques
(HSC). L’activation de patrons de génes spécifiques au cours du développement
embryonnaire permet la spécification du destin de ces cellules. Ce type cellulaire
primitif présente trois caractéristiques fondamentales. Tout d’abord, les HSC sont
capables de s’auto-renouveler indéfiniment, c’est-a-dire de générer d’autres HSC pour
conserver le bassin de ces cellules pendant toute la durée de vie. De plus, elles
présentent un potentiel de prolifération cellulaire trés élevé pour expandre la population
de cellules hématopoiétiques en fonction des besoins de 1’organisme (Figure II). Les
HSC sont également caractérisées par leur capacité a se différencier de maniére
progressive pour former plusieurs types cellulaires, en limitant le potentiel des

progéniteurs a chaque stade de différenciation (Lessard et al., 2004) (Figure I).

Les HSC ne sont pas en perpétuel processus d’auto-renouvellement. En effet, elles sont
retrouvées dans un état quiescent in vivo dans la moelle osseuse (Hall and Watt, 1989;
Potten and Loeffler, 1990). Le cycle cellulaire des eucaryotes supérieurs comprend
quatre phases qui se succédent dans I’ordre suivant: la phase de croissance et préparation
de la réplication de ’ADN (G)), la phase de synthése de I’ADN (S), la phase de
croissance et préparation a la mitose (Gs) et la phase de mitose (M) durant laquelle il y a
partage des chromosomes entre les cellules filles. Aprés la mitose, les cellules retournent
en Gy ou entrent en Gy, un stade quiescent de non-division (Malumbres and Barbacid,
2001). Dans la moelle osseuse, environ 75% des HSC sont retrouvées en phase G,
permettant a I’organisme de conserver un bassin de HSC saines et intactes. (Cheshier et
al., 1999) En effet, chaque cycle de réplication cellulaire accélére 1’érosion des
télomeres, accroit la possibilité de mutagénése en plus d’augmenter 1’exposition aux
R.O.S. (Reactive Oxygen Species). Le contrdle du cycle cellulaire des HSC dans un état
de quiescence permet ainsi de conserver a long terme leur capacité de cellule souche,
tout en étant capable de répondre aux besoins de 1’organisme lorsqu’un stress

physiologique survient.
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Figure 1 L’hématopoiése normale chez I’adulte

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC) au potentiel prolifératif variable se différencient en
progéniteurs multipotents ne pouvant plus s’auto-renouveller. Ils donnent naissance aux progéniteurs des
lignées specifiques (CMP et CLP). Les CLP se différencient progressivement en lymphocytes T, B et
cellules NK alors que les CMP générent les MEP et les GMP qui engendrent respectivement les
¢rythrocytes / mégacaryocytes et les granulocytes / macrophages. Adapté avec la permission de
Macmillan Publishers Ltd: [Nature] (Reya et al., 2001), copyright (2001).
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Figure I Les caractéristiques du systéme hématopoiétique

Au moins trois programmes génétiques sont requis pour le développement du systeme hématopoiétique.
(a) La spécification ou génése des HSC (jaune), (b) ’auto-renouvellement des HSC, incluant I’expansion
(orange) et le maintien (rouge) et (c) ’engagement, la différenciation et la prolifération vers une lignée
cellulaire particuliére (pourpre). Adapté avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: [Nature]
(Lessard et al., 2004), copyright (2004)



L’existence des HSC a d’abord été révélée par la transplantation de moelle osseuse dans
une souris irradiée de maniére a détruire son systéme hématopoiétique. Des cellules
clonogéniques appelées CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen) apparaissaient sur la rate
en formant des colonies et elles démontraient une grande capacité d’auto-
renouvellement et de prolifération suite a une transplantation secondaire. Ces
observations ont donné naissance au concept de cellule souche. (TILL and

McCULLOCH, 1961; BECKER et al., 1963)

L’identification de protéines de surface spécifiques aux HSC permet de les analyser et
de les purifier par cytométrie en flux. D’aprés les travaux d’Akashi et ses collégues
(Akashi et al., 2000), les HSC sont maintenant triées en fonction de I’expression des
marqueurs de cellules souches c-KIT et SCA-1 ainsi que par I’absence des marqueurs de
lignées matures (Lin’) tel que GR1 (granulocytes), CD11b (monocytes/macrophages),
TERI19 (érythrocytes), B220 (lymphocytes B), FCeRI (mastocytes) et IL7
(Iymphocytes T). Des colorants comme le Hoechst ou la thodamine peuvent également
étre utilisés pour marquer les HSC. Elles sont systématiquement moins colorées
puisqu’elles posseédent des transporteurs ABC, tel que BCRP1 qui rejettent ces

marqueurs colorimétriques. (Zhou et al., 2001; Chen et al., 2003)

Cette population de HSC triée dite KSL (Kit'Sca’Lin’) demeure tout de méme
hétérogene puisqu’on retrouve des HSC aux potentiels d’auto-renouvellement différents.
Ce constat a été réalisé suite a des études fonctionnelles ou une seule HSC triée est
transplantée chez un héte dont le systéme hématopoiétique a été détruit. Cette unique
HSC permet la reconstitution de tout le systéme hématopoiétique pour quelques mois
(ST-HSC, Short-Term HSC) ou encore, le reconstitue pour le restant de la vie de I’héte
(LT-HSC, Long-Term HSC) (Morrison and Weissman, 1994).

Des ¢tudes fonctionnelles permettent de révéler le role de certains génes régulant les
HSC. En forgant leur expression dans la moelle par des rétrovirus ou en croisant des
souris transgéniques pour ces génes, il est possible d’évaluer des différences dans leurs

propriétes de prolifération, d’auto-renouvellement et de différenciation par leur culture



en milieu semi-solide ou par des transplantations dans des souris hotes. Ainsi, il est
possible de déterminer 'effet du géne étudié sur I’hématopoiése normale et la

leucémogeénese (Figure III).
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Figure III La caractérisation des HSC par des études fonctionnelles

Schéma illustrant quelques stratégies pour étudier de maniére fonctionnelle le systéme hématopoiétique.



1.1.3  Les progéniteurs et les différentes lignées hématopoiétiques

Les HSC se différencient tout d’abord en progéniteurs, soit vers la voie lymphoide
(CLP, Common Lymphoid Progenitor) ou soit vers la voie myéloide (CMP, Common
Myeloid Progenitor). A partir de ces progéniteurs multipotents, il y a ensuite formation
de précurseurs engagés vers les lignées érythroides, myéloides ou lymphoides. (Orkin,

2000, Passegue et al., 2003) (Figure I)

La réponse immunitaire adaptative hautement spécifique pour un pathogéne particulier
est assurée par la lignée lymphoide. Les progéniteurs de cette lignée, les CLP, générent
les progéniteurs des cellules B (Pro-B) dans la moelle osseuse et les progéniteurs des
cellules T (Pro-T) qui vont migrer vers le thymus pour y poursuivre leur maturation. Les
lymphocytes B sont responsables de I’immunité humorale en produisant des anticorps.
Ils se différencient au niveau moléculaire par le réarrangement des génes des chaines
lourdes et légéres des immunoglobulines ainsi que par 1’acquisition d’antigénes de
surface qui caractérisent les lymphocytes B. Les Pro-B deviennent successivement des
Pré-B, des cellules B immatures puis des lymphocytes B matures, mais naifs. Suite 4 une
activation par un antigéne, ils se transforment en plasmocytes producteurs d’anticorps

puis en cellule B mémoire (Engel and Murre, 2001).

Lorsque les précurseurs T arrivent dans le thymus, leur différenciation est marquée par
plusieurs événements. C’est le réarrangement des génes codant pour le récepteur T
(TCR) qui permet de passer de Pro-T aux différents stades de Pré-T (DN1 a DN4). Les
thymocytes passent ensuite de maniére transitoire par le stade DP (CD4+CD8+) avant la
différenciation terminale. Il y a alors génération de deux sous-populations responsables
de 'immunité cellulaire, soit les lymphocytes T de phénotype auxiliaire (CD4+)
principaux producteurs de cytokines régulatrices de la réponse immune ou soit les

lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) (Engel and Murre, 2001).

La différenciation des cellules NK (Natural Killer) s’effectue a partir de progéniteurs

retrouvés dans la moelle osseuse, les Pro-NK. Ces cellules tueuses sont assurent une



réponse immunitaire non spécifique dans le cas d'une infection virale ou d’une
transformation maligne. Les cellules transformées cessent d’exprimer le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I), ce qui pousse spontanément les
cellules NK & éliminer ces cellules anormales. Elles libérent soit le TNF-p, une cytokine

a activité cytotoxique ou de ’IFN-y pour activer les macrophages. (Filep et al., 1996)

L’immunité innée permettant une protection immédiate contre différents pathogénes est
assurée par la lignée myéloide. Les CMP (Common Myeloid Progenitor) engendrent
deux autres progéniteurs plus différenciés, les GMP (Granulocyte-Monocyte Progenitor)
et les MEP (Megakaryocyte-Erythroid Progenitor). Les GMP se différencient en
monocytes dont la fonction principale est la phagocytose. Aprés un bref séjour dans le
sang, le monocyte migre rapidement dans les tissus par diapédése ou il se transforme en
macrophage suite a son activation. Les macrophages assurent la défense de premiére
ligne en phagocytant pathogeénes et débris cellulaires ainsi qu’en produisant des
protéines antimicrobiennes et des cytokines pro-inflammatoires. Ils activent ensuite les
cellules lymphoides en leur présentant des antigénes par le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ de classe II (CMH-II). Les GMP se différencient aussi en
granulocytes ou neutrophiles pour intervenir dans les réactions de défense non-
spécifiques. Attirés par chimiotactisme, ils reconnaissent la cible, la phagocytent et la
dégradent grice aux lysosomes qui produisent plusieurs substances bactéricides (Barreda

et al., 2004).

Les MEP donnent lieu a la lignée érythroide par leur différenciation successive en
proérythroblastes puis en érythroblastes. C’est grace a 1’érythropoiétine (EPO) que la
maturation finale des érythrocytes s’effectue, via une réduction progressive du volume
cellulaire et une condensation de la chromatine avant 1’énucléation du globule rouge. Ils
peuvent alors transporter 1’oxygeéne et le dioxyde de carbone grice aux tétrameéres
d’hémoglobine. Les précurseurs MEP générent aussi les mégacaryocytes qui, une fois
stimulés par la thrombopoiétine (TPO), produisent les plaquettes essentielles & la
coagulation sanguine. Les différentes cellules de la voie érythroide jouent donc un réle

crucial dans le maintien de I’homéostasie de I’organisme.



1.1.4 Développement du systéme hématopoiétique

L’¢tablissement de I’hématopoiese s’effectue en plusieurs étapes dans différentes
régions embryonnaires, en commengant par une phase primitive suivie de la phase
définitive. Cette complexité nécessite une coordination spatio-temporelle de I’expression

génique afin d’assurer la régulation de I’embryogénése (Figure IV).

Suite a leur fertilisation, les gametes murins se divisent jusqu’a la formation de la
morula. Elle se transforme alors en blastocyste oil une masse de cellules regroupées
(ICM, Inner Cell Mass) commence & former le double feuillet de 1’épiblaste et de
I’hypoblaste (Zon, 1995). Pendant la gastrulation, les cellules de 1’épiblaste commencent
a s’invaginer et les cellules qui colonisent cet espace vont former le mésoderme, le
feuillet d’ou proviennent toutes les cellules hématopoiétiques (Kinder et al., 1999). En
plus de donner naissance aux composantes embryonnaires du systéme vasculaire et
hématopoiétique, le mésoderme contribue aussi aux structures extra-embryonnaires,
dont le sac vitellin. C’est au jour E7.0 que les flots sanguins commencent a s’y
développer et que ces derniers vont générer des globules rouges primitifs exprimant les
geénes de globines embryonnaires (G, &/ H1) (Wong et al., 1986). Cette premiére vague
de ’hématopoiése primitive assure temporairement un apport d’oxygéne suffisant a

I’embryon suite & I’établissement de la circulation au jour E8.25 (Zon, 1995).

I subsiste un dilemme quant a I’origine des précurseurs du systéme hématopoiétique. En
effet, le sac vitellin demeure actif dans la production de certains progéniteurs de
’hématopoiese définitive jusqu’au jour E12.5 malgré le fait que globules rouges
primitifs disparaissent au jour E9.0 (Palis et al,, 1999). Cependant, ’AGM (Aorto-
Gonado-Mésonéphros), une région intra-embryonnaire d’origine mésodermale,
commence elle aussi & générer des précurseurs hématopoiétiques au jour E7.5.
(Medvinsky et al., 1993; Sanchez et al., 1996). C’est également dans cette région que les
premiéres HSC définitives ont été retrouvées (Jaffredo et al., 2005). De plus, les
précurseurs retrouvés dans I’AGM, nommés les hémangioblastes, sont a la fois des
précurseurs de la lignée vasculaire et de la lignée hématopoiétique, soulignant un peu

plus I’hypothése selon laquelle I’hématopoiése définitive proviendraient
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vraisemblablement plus de I’AGM que du sac vitellin. (Jaffredo et al., 1998; Kubo and
Alitalo, 2003).

Suite 4 une colonisation de cellules d’origine intra ou extra-embryonnaire, le foie foetal
devient donc le siége de I’hématopoiese définitive a partir du jour E9.5, et ce jusqu’a la
naissance. (Morrison et al., 1995). Les HSC responsable de I’hématopoiése définitive

chez I’adulte migreront alors vers leur destination finale, la moelle osseuse (Figure IV).

ICM
{
Blastocyste
-— Mésoderme Morula
Sac vitellin s
GroondP
flots sanguins
o
Fole foetal Moelle osseuse
Figure IV L’origine du systéme hématopoiétique

Les gametes fécondés se divisent pour former la morula puis le blastocyste. La gastrulation génére le
mésoderme. Les cellules sanguines d’origine extra-embryonnaire apparaissent dans les ilots sanguins du
sac vitellin. Des précurseurs hématopoiétiques d’origine intra-embryonnaire sont retrouvés dans la région
de ’AGM. Les cellules responsables de 1’hématopoi¢se définitive colonisent ensuite le foie feetal, et
migrent dans la moelle osseuse avant la naissance. L’utilisation des photos d’embryons prises par Richard
Martin pendant ses études doctorales a été permise par ce demier (Annexe 4).



il

1.1.5 L’apoptose

Toutes les cellules du systéme hématopoiétique possédent un processus de mort
cellulaire programmée. En plus de renouveler constamment le bassin de cellules
fonctionnelles, 1’apoptose permet d’éliminer les cellules auto-réactives lors de la

sélection du répertoire immunologique.

L’apoptose est activée par différents mécanismes (Figure V). La voie endogéne est
déclanchée par des altérations a I’intégrité de la membrane mitochondriale. Des
dommages intracellulaires activent les protéines sentinelles BH3 retrouvées dans le
cytosol ou associées au cytosquelette. Elles antagonisent ’activité des protéines pro-
survie, comme le stabilisateur de la membrane la mitochondriale BCL-2. Les BH3
s’oligomérisent pour former des pores permettant le relarguage du cytochrome C dans le
cytosol, ce qui active la procaspase-9 par un clivage auto-catalytique. La réaction en
chaine qui en résulte active ainsi tous les médiateurs de 1’apoptose. Normalement, les
procaspases initiatrices de la voie endogéne sont inhibées par les IAP. Cependant, les
protéines mitochodriales DIABLO et SMAC les inhibent & leur tour lorsque 1’apoptose
est enclanchée dans la cellule (Cory and Adams, 2002).

La voie exogéne de I’apoptose est médiée par I’activation a la surface des cellules des
récepteurs de mort cellulaire, dont les récepteurs de la famille TNF. Une fois activé par
son ligand, le domaine intracellulaire du récepteur s’associe avec la protéine
d’échafaudage FADD qui recrute et active les procaspases initiatrices 8 et 10. La voie
exogene peut €tre régulée par FLIP qui lie ces procaspases initiatrices et empéche leur

activation au complexe de signalisation (Igney and Krammer, 2002).

Le déclanchement de I’apoptose repose sur un équilibre fragile entre les molécules pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques. Une fois activées, les caspases initiatrices déclenchent
des cascades d’activation des caspases effectrices 3, 6 et 7. Ces caspases clivent de
nombreux substrats cellulaires qui induisent des modifications biochimiques et

morphologiques caractéristiques au processus d’apoptose. Ainsi, le clivage des lamines
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nucléaires et le relarguage d’endonucléases permet la condensation et la fragmentation
de la chromatine. En plus de la fragmentation du cytosquelette, cette destruction

progressive de la cellule méne a la formation de corps apoptotiques. Ces structures sont

finalement reconnues et détruites par les macrophages (Cory and Adams, 2002).

Figure V L’apoptose
Schéma de I’apoptose résumant les différents effecteurs des voies d’activation endogenes et exogenes.
Reproduit avec 1a permission d’EMD Biosciences-Calbiochem.
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1.1.6 Laleucémie

Les cellules leucémiques parviennent a survivre indéfiniment en échappant au
mécanisme d’apoptose. Elles ne réagissent plus aux signaux de régulation de
I’environnement normalement essentiels pour promouvoir la survie des cellules
hématopoiétiques. L’équilibre entre 1’auto-renouvellement, la prolifération et la
différenciation est alors perturbé. Ces cellules transformées présentent des translocations
chromosomiques ou des mutations ponctuelles qui provoquent un arrét de la
différenciation ainsi qu’une augmentation spectaculaire de son potentiel de prolifération
(Bockamp et al., 1994; Look, 1997). En remplagant les cellules effectrices normales, les
cellules leucémiques engendrent une dégénérescence de la moelle osseuse normale qui

ne peut répondre aux besoins de 1’organisme (Medline, 2005).

La leucémie ALL (Acute Lymphocytic Leukemia) est causée par une prolifération
massive de précurseurs immatures lymphoides B ou T. Ce cancer trés agressif représente
prés de 80% des cas de leucémies infantiles (Medline, 2005). L’exemple de la
translocation t(1;14)(p32;q11) permet de comprendre I’importance du contrdle de
I’expression des génes clés de la régulation de la lymphopoiése. En effet, le géne SCL se
retrouve alors sous le contrdle des éléments de régulation du TCRS causant ainsi son
expression erronée dans le compartiment lymphoide. Il forme alors des complexes

illégitimes et modifie I’expression de certains génes (Begley et al., 1989a) (Figure I).

La leucémie APL (Acute Promyelocytic Leukemia) affecte les adultes et les enfants.
Une des translocations chromosomiques les plus étudiées implique les génes PLZF et
RARa dans la translocation t(11;17)(q23;q21). Nous avons montré au laboratoire que
I’oncogéne RARw-PLZF inhibe la différenciation myéloide par une interaction directe
avec C/EBPo. La désacétylation subséquente de la chromatine est causée par le
recrutement de HDACI1 (Histone Déacétylase 1), ce qui perturbe I’expression des génes
cibles de C/EBPa. (Girard et al, 2005, En soumission). De plus, 1’oncogéne
complémentaire PLZF-RARa agit comme dominant négatif sur PLZF. La transcription

de ses geénes cibles est alors grandement affectée (Melnick and Licht, 1999).
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La leucémie CML (Chronic Myelogenous Leukemia) est représente 20% de tous les cas
de cancers retrouvés chez les adultes et les enfants (Medline, 2005). Des analyses
cytogénetiques par FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ont révélé dans 95% des
cas la présence anormale du chromosome de Philadelphie, résultant de la translocation
chromosomique t(9;22)(q34;q11). La conséquence moléculaire de cette translocation est
la création du géne BCR-ABL provenant de la fusion de I’oncogéne ABL avec une
séquence du gene BCR (Sawyers, 1999). L’oncogéne tyrosine-kinase BCR-ABL peut
alors d’auto-activer et cette activité accrue provoque la prolifération des précurseurs

myéloides immatures (Mauro and Druker, 2001).

La leucémie AML (Acute Myeloid Leukemia) peut se développer a n’importe quel age,
mais affecte particuliérement les adultes et les enfants de moins d’un an (Medline,
2005). La translocation chromosomique #(8;21)(q22;q22) causant le plus fréquemment
ce type de leucémie implique les génes Aml et Efo. La protéine de fusion générée
pourrait donc contribuer a la leucémogénése en interagissant avec des complexes de co-
répresseurs nucléaires, tel que les histones déacétylases et les méthyltransférases. Ces
nouvelles interactions entrainent la répression de génes cibles, ce qui inhibe

I’hématopoiese normale et bloque la différenciation érythroide (Grisolano et al., 2003).

Les leucémies représentent moins de 5% de tous les cancers, mais elles constituent
néanmoins 40% des cas de cancers chez les enfants (Medline, 2005). L’augmentation de
la fréquence de cette pathologie chez les enfants peut étre expliquée par I’immaturité du
systéme hématopoiétique lorsque ces événements génétiques surviennent, empéchant
ainsi la détection de ces cellules transformées. La leucémie chez 1’adulte peut étre
causée par un traitement de chimiothérapie pour un autre cancer, des radiations
ionisantes ou par des facteurs génétiques. Si la combinaison de la chimiothérapie et de la
radiothérapie ne réussit pas a détruire totalement le lymphome, le patient doit
generalement subir une transplantation de moelle osseuse compatible. Cette greffe

représente alors un dernier espoir pour ces patients (Medline, 2005) (Figure VI).
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Figure VI Guérir la leucémie par la greffe de moelle osseuse

Suite 4 la destruction de toutes les cellules hématopoiétique du patient (haut), la moelle osseuse du
donneur compatible est prélevée (milieu) et transplantée par transfusion sanguine (bas). (Adapté avec la
permission de Medline, 2005)
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1.2 LES REGULATEURS DE L’HEMATOPOIESE

Puisque I’hématopoiése est un systéme hiérarchique hautement dynamique, il doit
répondre a des stimuli pour moduler la formation et Dactivité des cellules

hématopoiétiques en fonction des besoins de 1’organisme.

1.2.1 Les facteurs extrinséques

Les signaux extrinséques & la cellule hématopoiétique sont en fait des hormones, des
facteurs de croissance ou encore des cytokines sécrétés dans 1’environnement par
d’autres cellules. Ces signaux qui assurent la survie de la cellule hématopoiétique
enclanchent également la différenciation cellulaire. Les contacts cellule-cellule ou
cellule-matrice peuvent aussi influencer la cellule hématopoiétique, via les cadhérines,
les intégrines ou les jonctions GAP. Ces stimuli activent des cascades de signalisation
dans la cellule. Grice a leur nombreux intermédiaires qui s’activent de fagon
séquentielle, les voies de signalisation transmettent des signaux depuis 1’extérieur de la

cellule jusqu’au noyau, causant une activation spécifique de programmes génétiques.
Y

Le role crucial des molécules de signalisation est illustré par influence de
I’érythropoiétine (EPO) dans la différenciation des érythrocytes, induite rapidement en
cas d’hypoxie. Cette cytokine est essentielle puisque les souris déficientes en ’'EPO ou
pour son recepteur meurent au jour embryonnaire E13.5 d@ 4 un probléme de
Iérythropoiese définitive (Wu et al., 1995). Ces souris peuvent toujours produire des
progéniteurs érythroides a des niveaux presque normaux, mais incapables de se
différencier en érythrocytes matures. Dans notre laboratoire, il a été possible d’identifier
que la stimulation de EPOr stimule la voie de signalisation de ERK1/2-MNK 1-eIF4E.
Les effecteurs de cette voie de signalisation conduisent i une augmentation de
Iexpression du géne SCL, ce qui promouvoit la survie et la différenciation erythroide

(Lahlil et al., 2005, En soumission).

De plus, I’environnement cellulaire influence grandement le destin des cellules

hématopoiétiques. Des études de transplantation de cellules souches adultes dans des
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blastocystes ont permis de démontrer I’importance de I’environnement cellulaire. Une
fois transplantées, les HSC adultes réexpriment les génes de globine embryonnaires,
plutét que les globines adultes. Similairement, des progéniteurs embryonnaires ou
feetaux transplantés dans des hétes adultes commencent 4 exprimer des génes de globine
adulte (Geiger et al., 1998). Ainsi, les cellules souches et les progéniteurs semblent étre

influencés ou reprogrammés par leur environnement.

1.2.2 La niche hématopoiétique

Les HSC sont donc soumises a une régulation par des signaux extérieurs émis
principalement par leurs cellules voisines dans la niche hématopoiétique. Ce micro-
environnement est composé par une population hétérogéne de cellules stromales de la
moelle osseuse (BMSC) comprenant des fibroblastes, des macrophages, des cellules

endothéliales et des adipocytes. (Taichman, 2005) (Figure VII).

La création de la niche hématopoiétique est enclanchée par les ostéoclastes. Leur activité
protéolytique permet une résorption de I’0os dans la région trabiculaire. (Rodan and
Martin, 1981; Roodman, 2004). Les ostéoclastes sont des cellules hématopoiétiques dont
I’expansion et la maturation est engagée par les ostéoblastes via la sécrétion de RANKL,
de M-CSF ou de la PTH (Yasuda et al., 1998). Les ostéoblastes induisent la colonisation
de la niche par les HSC en médiant des interactions cellule-cellule et en sécrétant des
molécules de signalisation. Par exemple, le ligand ANG-1 du récepteur tyrosine kinase
TIE2 exprimé par les HSC, permet une forte adhésion des HSC aux ostéoblastes dans la
niche. Cette forte adhésion a la niche favorise la quiescence des HSC empéchant ainsi la
déplétion de la population de HSC responsable de la reconstitution a long terme du

systeme hématopoiétique (Arai et al., 2004).

L’importance de la niche sur le développement du systéme hématopoiétique a été
révélée notamment par la délétion du géne encodant le facteur de transcription Runx2.
Les multiples malformations de ces souris qui meurent peu aprés la naissance
démontrent une perturbation majeure du développement osseux. De plus, le squelette de

ces animaux est totalement vide de moelle osseuse. Ces défauts sont causés par un arrét
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de la maturation des ostéoblastes (Lee et al., 1997, Ducy et al., 1997). La délétion de
Runx2 en tant que tel ne semble pas affecter I’hématopoiése, puisque I’ontogénie et le
nombre de précurseurs hématopoiétiques retrouvés dans le sac vitellin au jour E10.5 et
dans le foie feetal au jour E12.5 est similaire aux souris normales. Toutefois, ces
animaux développent une hématopoiése extra-médullaire excessive dans le foie et la rate

juste avant la naissance (Deguchi et al., 1999).

En temps normal, le processus de développement osseux coordonne la création de la
niche dans les cavités nouvellement creusées dans 1’os et le cartilage embryonnaire avec
la migration des précurseurs hématopoiétiques. Il semble donc que la migration des
précurseurs hématopoiétiques Runx2” soit perturbée a une période cruciale ou ils
auraient dii migrer vers la niche hématopoiétique de la moelle osseuse, témoignant de

I’importance de ce micro-environnement.

Niche cell _

Stem cell Progeny cell
Adhesive |
moleculex\\' @
ECM—

Basement k,
membrane —

Figure VII La niche hématopoiétique

Les cellules de la niche (vert) retrouvées sur la membrane basale signalent aux HSC (rouge) de bloquer
leur différenciation et de réguler leur division cellulaire (haut). Les HSC mitotiques peuvent se diviser de
maniére asymétrique (jaune) et se différencier lorsque la cellule fille n’est pas rattachée a la niche par des
molécules d’adhésion (bas), alors qu’elles peuvent se diviser symétriquement lorsqu’elles partagent le
méme micro-environnement que la cellule mére (centre). Adapté avec la permission de Macmillan
Publishers Ltd: [Nature] (Spradling et al., 2001), copyright (2001) Adapté a partir de (Suda et al., 2005),
Hematopoietic stem cells and their niche, Trends Immunol., 2005m Aug;26(8):426-33 avec la permission
de 1’éditeur.
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1.2.3  Le concept de division asymétrique

La division des HSC dans la niche hématopoiétique peut s’effectuer selon trois
scénarios: i) la division symétrique méne a une expansion nette de la population des
HSC, ii) la division asymétrique produit une cellule souche et une cellule différenciée ou
encore iii) la division symétrique génére deux cellules filles différenciées (Spradling et
al., 2001; Faubert et al., 2004) (Figure VII). La division asymétrique découle de la
distribution inégale de déterminants pendant la division cellulaire, que ce soit par une
localisation sélective des ARN messagers, par un transport préférentiel de protéines ou
par des mécanismes distincts de dégradation protéique (Jan and Jan, 1998a). Une étude
in vitro a permis d’estimer que 20% des progéniteurs se divisaient de fagon asymétrique.
Une fois triées par cytométrie en flux, des HSC cultivées individuellement avec
différents cocktails de cytokines furent séparées aprés la premiére division cellulaire, et
leur progéniture a permis de quantifier la fréquence des divisions asymétriques (Leary et
al., 1984; Jan and Jan, 1998b).

Les divisions asymétriques ont ét¢ bien caractérisées chez des organismes modéles
simples. Pendant le bourgeonnement de la levure, la régulation du destin cellulaire
s’effectue gréce a la protéine CDC42 (Cell Division Cycle Protein 42) qui oriente 1’axe
de division cellulaire en se localisant toujours dans la future cellule fille (Chant, 1999;
Segal and Bloom, 2001; Liakopoulos et al., 2003). Chez la drosophile, les précurseurs
neuronaux distribuent de fagon inégale dans leurs cellules filles la protéine NUMB, qui
altére la signalisation de du récepteur NOTCH. Ce dernier est normalement activé par le
ligand DELTA, puis clivé et transloqué dans noyau ot il régule des génes cibles. Cette
localisation asymétrique de Numb permet donc d’acquérir différents destins cellulaires.
(Santolini et al., 2000; O'Connor-Giles and Skeath, 2003). Les exemples de Cdc42 et de
Numb sont intéressants puisque leurs homologues humains et murins sont exprimés dans
certaines populations de la moelle osseuse, en plus d’étre surexprimés dans le tiers des
cas de leucémies pour Cdc42 et dans 90% des cas pour Numb (Faubert et al., 2004). 1l
serait intéressant d’étudier le réle que pourrait avoir ces protéines dans la régulation des

divisions asymétriques des cellules hématopoiétiques.



19

1.2.4 Les facteurs intrinséques

En plus d’étre régulées par des signaux extérieurs, les cellules hématopoiétiques sont
gouvernées par des facteurs intrinséques. Le principal médiateur de cette régulation est
le facteur de transcription, une protéine capable d’influencer grandement la transcription

des génes.

Le facteur de transcription peut agir en liant des séquences spécifiques d’ADN des
promoteurs et des enhancers grice & des domaines particuliers retrouvés dans sa
structure. Par exemple, la protéine GATA-1 posséde un motif d'environ 30 acides
aminés ou deux cystéine et deux histidine coordonnent un atome de zinc. Cette structure
en forme de doigt ainsi formée interagit avecdes séquences spécifiques de la double
hélice 'ADN (Diakun et al., 1986). Le facteur de transcription peut également médier
des interactions protéiques avec lui-méme ou avec d’autres partenaires. La spécificité de
ces interactions est dictée par D’affinité entre ces structures protéiques
tridimensionnelles. Les facteurs de transcription peuvent donc former des complexes
dont la composition change en fonction de leur expression spatio-temporelle dans la
cellule. Cette variabilité de la combinaison des facteurs de transcription est cruciale afin

d’assurer une régulation spécifique de I’hématopoiése.

Les facteurs de transcription hématopoiétiques peuvent interagir en coopération, comme
dans le cas du complexe SCL (Wadman et al., 1997; Lecuyer et al., 2002) qui sera décrit
en détail dans les prochaines sections de cette revue de littérature. Ainsi, les complexes
transcriptionnels recrutent spécifiquement des co-activateurs qui modifient la
chromatine pour la relacher et la rendre accessible en plus de faciliter le recrutement de
la machinerie basale de la transcription. Les ARNm synthétisés sont ensuite traduits en

protéines qui viendront assurer la régulation des cellules hématopoiétiques.

Ces protéines peuvent également agir en boucles d’auto-régulation, positives ou
négatives. Le facteur de transcription hémato-spécifique PU.1 est requis pour le

développement des lignées myéloides ainsi que dans la lignée des lymphocytes B. Des
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études de mutations du promoteur de PU.1 et d’essais d’empreintes in vivo (In Vivo
Footprinting) ont montré que PU.1 lie lui-méme des éléments de son promoteur, avec
SPI-B, un autre membre de la famille ETS, permettant ainsi une auto-régulation positive

dans les cellules myéloides. (Chen et al., 1995)

De plus, ces facteurs intrinséques peuvent s’antagoniser, comme dans le cas de PU.1 et
GATA. En effet, PU.1 réprime I’activation transcriptionnelle de GATA-1 essentielle a la
différenciation érythroide. L’expression ectopique de PU.1 dans les embryons de
Xenopus est suffisante pour bloquer la différenciation érythroide pendant le
développement normal, alors que I’introduction exogéne de GATA-1 dans ces mémes
embryons ou dans une lignée cellulaire myéloide abolit le blocage de la différenciation
erythroide imposé par PU.1. De ce fait, lorsqu’il est exprimé de fagon erronée dans les
précurseurs érythroides, PU.1 agit comme oncogéne vu son grand potentiel d’action en

tant qu’antagoniste (Rekhtman et al., 1999).

Les facteurs de transcription sont donc des régulateurs intrinséques de ’hématopoiése
qui agissent de fagon spatio-temporelle grace a leur potentiel multiple de former des
complexes dont la steechiométrie relative est cruciale. Par exemple, 1’expression de PU.1
a de bas niveaux permet la différenciation vers la lignée B, alors que son expression a de
hauts niveaux spécifie plutét la lignée myéloide (DeKoter and Singh, 2000). De plus, le
dosage des protéines E détermine les choix de différenciation des lymphocytes B et T.
L’augmentation du dosage de E2A favorise son homodimérisation plutét que son
hétérodimérisation avec HEB, ce qui dirige la différenciation plutét vers la lignée B

(Hoang, 2004).

Ces exemples illustrent bien qu’une différence dans la quantité d’un facteur de
transcription donné est suffisante pour changer I’équilibre vers la formation d’un autre
complexe de transactivation. La steechiométrie des facteurs de transcription aux
fonctions opposées est donc un déterminant crucial de I’homéostasie cellulaire. Les
cellules ont ainsi développé plusieurs mécanismes pour assurer la régulation des facteurs

de transcription.
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1.2.5 Modé¢le stochastique versus instructif

Les mécanismes expliquant la diversité cellulaire et les décisions prises par le systéme
hématopoiétique pour y parvenir n’ont pas encore été élucidés et sont au coeur d’un
débat. Les HSC effectuent un choix crucial a chaque division cellulaire entre 1’auto-
renouvellement et la différenciation, ce qui implique soit une conservation des propriétés
prolifératives, soit une diminution du potentiel de choix de lignée et de prolifération.
Cependant, la restriction du potentiel de lignée se fait-elle de fagon graduelle et
ordonnée a l’intérieur de la cellule ? Au contraire, I’hyper-sensibilité du systéme
hématopoiétique a des petites variations de conditions rend-elle plutét ces choix

chaotiques ?

Répondre a cette question n’est chose facile. En étudiant les cellules individuellement, la
progéniture des précurseurs multipotents semble hétérogéne et aléatoire; alors que dans
son ensemble, le systéme hématopoiétique semble se comporter de fagon trés ordonnée.
Selon I’hypothése instructive, ce sont les stimuli externes provenant de I’environnement
qui dirigent le destin cellulaire. Cependant, I’hypothése stochastique propose que le
choix de lignée serait gouverné par des événements internes et aléatoires dans la cellule

(Hoang, 2004).

L’origine du modéle stochastique repose sur les chances qu’ont ces facteurs de
transcription de s’assembler sur I’ADN dans des complexes appropriés pour activer ou
réprimer leurs génes cibles. L’instabilité dynamique des facteurs de transcription dans
une cellule engendre la diversification stochastique des types cellulaires par une
diminution de la diversité des molécules menant a la réduction de la complexité des
dynamiques cellulaires (Furusawa and Kaneko, 2001). La sécrétion de cytokines dans
I’environnement des cellules hématopoiétiques altére donc le dosage des facteurs de
transcription. Les modifications dans la composition des complexes de régulation
transcriptionnelle changer alors le destin cellulaire. Le modéle stochastique et le modéle

instructif semblent donc interreliés plutot que d’étre mutuellement exclusifs.
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Ces théories sont corroborées par des analyses globales de libraires de cDNA de cellules
primaires hématopoiétiques qui ont montré que les HSC exprimaient des marqueurs de
lignées matures (érythroides et myéloides) et que leurs niveaux diminuaient en fonction
des choix de différenciation (Billia et al., 2001). Il semble donc que les HSC expriment
tous les génes affiliés aux lignées matures a de faibles niveaux avant le choix de lignée,
mais que la différenciation consolide ou réprime les patrons de génes de chaque voie

selon le choix qui a été fait (Bruno et al., 2004).

En résumé, les HSC sont ciblées par des mécanismes de contréle qui déterminent le
destin cellulaire dans le systéme hématopoiétique. Les processus stochastiques a
Pintérieur de la cellule qui initient la différenciation des progéniteurs multipotents
peuvent étre régulés par des signaux extérieurs. Il n’est pas trés clair & quel point ces
choix deviennent irréversibles ni comment, mais ce scénario combinant 3 la fois les
modeéles stochastiques et instructifs A chaque étape de différenciation du systéme

hématopoiétique semble définitivement plausible.

1.3.  LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION DE LA FAMILLE bHLH

Les protéines bHLH font partie d’une trés grande famille de facteurs de transcription
assurant des fonctions de régulation transcriptionnelle. Ces protéines nucléaires
interviennent dans les processus d’hématopoiése, de neurogénése, de myogénese, de la
détermination du sexe ainsi que dans le développement du ceeur et du pancréas
(Weintraub, 1993; Jan and Jan, 1993; Massari and Murre, 2000; Hassan and Bellen,
2000; Vervoort and Ledent, 2001).

Ces facteurs de transcription sont caractérisés par leur domaine bHLH (basic Helix-
Loop-Helix), un domaine d’une soixantaine d’acides aminés qui comprend un domaine
basique de liaison 4 I’ADN suivi d’une région HLH comprenant deux hélices alpha
séparées par une boucle. Le HLH médie des interactions protéiques par homo- ou
hétérodimérisation avec d’autres membres de la famille bHLH. (Massari and Murre,
2000) Cette interaction entre deux HLH conjugue les domaines basiques des facteurs de

transcription pour lier une séquence spécifique sur I’ADN de six nucléotides
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(CANNTG) appelée les boites E. Ces séquences sont retrouvées dans les promoteurs,

des enhancers ou des silencers des génes cibles qu’ils régulent (Ledent et al., 2002).

Les bHLH sont séparés en sept classes majeures. La classe I regroupe des bHLH
exprimés dans plusieurs tissus et qui peuvent s’homo- ou s’hétérodimériser avec d’autres
bHLH. Elle inclut les protéines E E2A, HEB et E2-2 ainsi que Daughterless. La
spécificité de liaison a I’ADN de ces protéines se limite aux boites E (Murre et al.,
1989b). Les bHLH de classe II présentent des patrons d’expression tissu-spécifique et
incluent les membres SCL, MyoD, Myogenin, Atonal et NeuroD. A quelques exceptions
prés, ils sont incapables de former des homodiméres et s’hétérodimérisent
préférentiellement avec les protéines E pour lier des boites E canoniques et non-
canoniques (Murre et al., 1989b) (Figure VIII). La classe III inclut les membres de la
famille MYC, tel que MYC, TFE3 et SREBP-1. Ces protéines présentent un motif
leucine-zipper adjacent au bHLH (Henthorn et al., 1991; Zhao et al., 1993b) Les bHLH
de classe IV définissent une famille de molécules comprenant MAD, MAX et MXI
capables de se dimériser entre-elles ou avec les protéines MYC (Blackwood and

Eisenman, 1991; Ayer et al., 1993; Zhao et al., 1993a; Zervos et al., 1994).
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Figure VIII La structure des protéines bHLH

Structure schématique des domaines d’interaction protéique et de liaison 4 I’ADN du facteur de
transcription hémato-spécifique SCL ainsi que des protéines E ubiquitaires E2A (E47, E12), HEB et E2-2.
Adapté de Experimental Hematology, 2004 Jan;32(1):11-24, Lecuyer E et Hoang T, SCL: From the origin
of hematopoiesis to stem cells and leukemia, Copyright (2004), avec la permission de International
Society for Experimental Hematology. Reproduit avec la permission de Nature Reviews Immunology
(Engel and Murre, 2001) copyright (2001) Macmillan Magazines Ltd.
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La classe V regroupe des protéines comme Id qui agissent comme dominants négatifs
des bHLH de classe 1. Puisqu’il ne possédent pas de domaine de liaison & I’ADN, ils
titrent les protéines E en formant des complexes inactifs (Benezra et al., 1990; Ellis et
al., 1990; Garrell and Modolell, 1990). Les protéines de la classe VI sont caractérisées
par la présence d’une proline dans leur région basique. Ce groupe inclut les protéines
Hairy et Enhancer-of-split retrouvées chez la drosophile (Klambt et al., 1989; Rushlow
et al., 1989). Finalement, les facteurs de trancription bHLH de classe VII possédant un
domaine bHLH-PAS incluent les membres AHR, ARNT, HIF-la et les protéines

Singleminded et Period isolées chez la drosophile (Crews, 1998).

Des études de phylogénie ont identifié 39 geénes de bHLH différents chez
Caenorhabditis elegans, 58 chez Drosophila Melanogaster et 125 chez ’humain.
Presque tous ces génes ont ét€ classés par catégorie dans les 44 familles d’orthologues
etablies. Puisque 43 des 44 familles incluaient des génes des trois organismes étudiés, il
a €té suggéré que la diversification des génes de bHLH soit directement lide a
’acquisition de caractéres évolutifs complexes. Ainsi, I’ancétre commun de toutes ces

especes a surement possédé au moins 43 différents types de bHLH (Ledent et al., 2002).

1.4 LE COMPLEXE SCL

La régulation transcriptionnelle effectuée par les facteurs de transcription est
déterminante dans I’hématopoiése normale. L’apparition d’une leucémie résulte presque
toujours de translocations chromosomiques impliquant des facteurs de transcription
(Look, 1997). Le complexe SCL fait partie de ces régulateurs majeurs de I’expression
génique et son fonctionnement adéquat est requis pour maintenir 1’équilibre dans le

systeme hématopoiétique.
1.4.1 La composition
Le complexe SCL est composé de plusieurs facteurs de transcriptions possédant des

patrons d’expression spatio-temporels distincts, assurant une grande spécificité et

flexibilité de la régulation transcriptionnelle des génes cibles (Tableau ).
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Tableau I Description des membres retrouvés dans le complexe SCL

Facteur de transcription Nom complet Famille

SCL (TALT1) (TCL5) Stem Cell Leukemia basic Helix-Loop-Helix
E2A (TCF3) Enhancer binding factors E12/E47 bHLH

HEB (TCF12) HeLa Ebox binding protein bHLH

E2-2 (TCF4) Transcription factor 4 bHLH

LMO2 LIM-only protein 2 LIM domain

LDB-1 LIM domain-binding protein 1 LIM domain
GATA-1/2 GATA binding protein 1 or 2 Zinc finger

SP1 Specificity protein 1 Zinc finger

La formation du complexe est coordonnée par le facteur de transcription SCL qui recrute
deux protéines d’ancrage & I’ADN. L’interaction entre SCL et E2A est cruciale puisque
la liaison de SCL a I’ADN est totalement dépendante du contact protéine-protéine avec
E2A. De plus, le recrutement de E2A au complexe améne un domaine de transactivation
fonctionnel dans le complexe (Hsu et al., 1994a). GATA-1/2 et recruté de facon
indirecte au complexe grace aux protéines d’échaffaudage LMO2 et LBD-1. C’est par la
liaison de LMO2 a SCL que cette portion du complexe est recrutée (Wadman et al.,
1997).

La caractérisation moléculaire des interactions entre SCL et ses partenaires du complexe
a éte facilitée suite a la génération de plusieurs mutants ponctuels dans la région du
bHLH de SCL. En effet, un mutant de la premiére hélice du bHLH, SCL-FL, ne peut
former de liaison avec E2A, ce qui abroge tout potentiel de liaison 4 I’ADN ainsi que la
formation du complexe SCL (Lecuyer et al., 2002). De plus, un mutant de la boucle du
bHLH, SCL-M13, ne peut plus interagir avec LMO2, abrogeant ainsi la nucléation du

complexe SCL et son activité transcriptionnelle (Lecuyer et al, En préparation).

Alors que I’on croyait que les membres du complexe SCL étaient recrutés tour a tour sur

’ADN, de nouvelles évidences soulévent la possibilité que le complexe soit déja formé

dans la cellule avant son recrutement 4 la chromatine. Des nouveaux partenaires peuvent



26

y étre recrutés en fonction du contexte cellulaire, permettant ainsi la modification de
Iactivité du complexe. Des études effectuées dans notre laboratoire ont permis de
montrer que le recrutement du corépresseur ETO-2 par une interaction avec E2A ou

HEB altere Iactivité du complexe SCL (Nicolas Goardon et al., 2006) (Figure IX).

T

EBOX GATA Gene A

Figure IX Le complexe SCL comme activateur transcriptionnel

SCL fait partie d’un complexe multi-protéique avec d’autres facteurs de transcription dans les cellules
érythroides, dont GATA-1, LMO-2, LDB-1 et les protéines E, dont E2A, HEB ou E2-2. Conséquemment,
le gene cible A est régulé de fagon appropriée. Adapté de Begley CG et Green AR, The SCL Gene: From
Case Report to Critical Hematopoietic Regulator, Blood, Vol. 93 No. 9 (May 1), 1999: pp. 2760-2770
avec la permission de ’éditeur American Society of Hematology.
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1.4.2 Les genes cibles

Peu de genes cibles de SCL ont été identifiés et caractérisés jusqu’a ce jour. Le géne c-
kit a été I’'un des premiers génes cibles identifiés. Ce récepteur tyrosine-kinase est
normalement activé suite 2 la liaison de son ligand Steel Factor. Il peut ensuite
s’autophosphoryler et s’associer avec d’autres substrats, comme la Pi3K, déclenchant
ensuite une cascade de signalisation. Des études de pertes de fonction ont démontré que
la régulation du géne c-kit et de son ligand est essentielle pour le développement des
mélanocytes, des cellules germinales, des HSC et des progéniteurs hématopoiétiques
(Russell, 1979). La délétion homozygote du géne c-kit entraine I’anémie, 1’infertilité et
’albinisme, alors qu’une mutation hétérozygote cause le piébaldisme, une maladie
génétique autosomale dominante caractérisée par la décoloration partielle de la peau et
des cheveux. L’étude de la régulation transcriptionnelle du géne c-kit a montré que le
facteur de transcription SCL permet d’assembler un complexe activateur composé 2 la
fois de facteurs de transcription ubiquitaires E2A, SP1 et LDB-1 ainsi que des facteurs
heémato-spécifiques LMO2, GATA-1/2. (Krosl et al., 1998; Lecuyer et al., 2002).

Le complexe SCL contréle également 1’expression du géne de la glycophorine A (GPA),
un important marqueur de la différenciation érythroide. GPA est la protéine la plus
abondante dans les membranes des érythrocytes. Elle y induit fortement la charge
négative de la membrane des globules rouges grace 4 son domaine extra-cellulaire riche
en acide sialique fortement glycosylé. Les motifs de liaison 2 I’ADN de type boite E,
GATA et SP1 du géne Gpa sont occupés par un complexe composé de SCL, LMO?2,
GATA-1, E47, SP1 et LDB-1 qui permet son expression (Lahlil et al., 2003).

Le demier gene cible connu du complexe SCL est la protéine 4.2 (P4.2), un membre de
la famille des transglutaminases. En étant le principal constituant de la membrane des
érythrocytes, P4.2 permet la régulation de la forme et des propriétés mécaniques de la
cellule en interagissant avec le cytosquelette (Cohen et al., 1993). Des délétions
geniques ou des mutations ponctuelles dans le locus de P4.2 entrainent une anémie

hémolytique chronique due a la surabondance de globules rouges sphériques, soit la
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maladie de sphérocytose héréditaire. Le promoteur du géne P4.2 permet le recrutement
du complexe SCL grice a ses motifs de liaison a ’ADN de type boite E et GATA. Les
facteurs de transcription SCL, E47, GATA-1, LMO2 et LDB-1 permettent donc
Pexpression du gene P4.2 pendant la différenciation érythroide (Xu et al., 2003).

1.5 LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION SCL

Le facteur de transcription Stem Cell Leukemia (SCL) a tout d’abord été identifié suite &
son implication dans la leucémie T aigiie de ’enfant (T-ALL). Dans ce cancer du sang,
le géne SCL est presque toujours impliqué dans des translocations chromosomiques.
Cette modification de I’ADN résulte en 1’expression erronée de SCL dans un autre
compartiment cellulaire ot il agit comme oncogéne. L’impact de la mauvaise régulation
de ce géne dans la leucémie a donc poussé les chercheurs 4 étudier son réle dans

I’hématopoiése normale.

1.5.1 Le geéne

Le géne SCL comporte 8 exons répartis dans le génome sur environ 20 Kb. Plus
précisément, la séquence codante de SCL se retrouve dans les exons 4, 5 et 6 (Aplan et
al., 1990) (Figure X). La structure du géne SCL est trés conservée entre la souris et
I’homme, les séquences de nucléotides et d’acides aminés étant respectivement
homologues a 88% et 94% alors que les domaines bHLH sont identiques (Begley et al.,
1991; Begley et al., 1994).

Le gene SCL présente plusieurs éléments de régulation qui ont été identifiés grice a des
etudes de marquage par empreinte ou par cartographie des régions hypersensibles a la
DNase 1. Ces études ont identifié des régions actives de la chromatine associées a des
promoteurs, des enhancers ou des silencers (Leroy-Viard et al., 1994; Gottgens et al.,

1997, Fordham et al., 1999).

Plusieurs éléments en cis assurent une régulation positive du géne SCL. Chacun de ces

enhancers régule I’expression de SCL de fagon spatio-temporelle dans le compartiment
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hématopoiétique. Un premier enhancer en 3’ (+ 18/19 Kb) dirige I’expression de SCL
dans les HSC et les progéniteurs (Sanchez et al., 1999; Gottgens et al., 2002), alors que
celui en 5° (-3.2 Kb) permet ’expression de SCL dans les progéniteurs hématopoiétiques
et dans I’endothélium (Gottgens et al., 2004). De plus, quatre autres enhancers
permettent I’expression de SCL dans des compartiments non-hématopoiétiques. Trois se
retrouvent en 5’ du geéne pour diriger son expression dans I’endothélium, le
mésencéphale, le cerveau postérieur et la moelle épiniére (Sinclair et al., 1999) alors que

celui en 3’ est crucial pour une expression dans le cerveau postérieur (Gottgens et al.,
2000).

Des séquences promotrices hautement conservées entre 1’homme et la souris ont été
identifiées en 5* du géne SCL, soit dans I’exon 1a (-187, +26) et dans I’exon 1b (+209,
+353) (Aplan et al., 1990; Bockamp et al., 1995). Ces promoteurs démontrent des
activités spécifiques et distinctes en fonction du contexte cellulaire. C’est le promoteur
de I’exon 1a qui est le plus actif, grice a sa collaboration avec I’enhancer en 3’ (+18/19
Kb) qui permet de réguler I’expression de SCL dans les cellules érythrocytaires et
mastocytaires grace notamment & GATA-1. Le promoteur de I’exon 1b est plutét actif
dans les cellules myéloides et mastocytaires ol il est activé par PU.1, SP1 et SP3 (Aplan

et al., 1992b; Gottgens et al., 1997; Bockamp et al., 1997; Bockamp et al., 1998).

m v Vo Vi
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2 e P | |
i) v:i!’ﬁ_i:r'-?..’ | =) nm . ARNm
Isoforme Isoformes
pleine longueur tronquées
Figure X Structure de la géne et de ’ARNm de SCL

(Haut) Représentation de la structure du géne SCL hautement conservée chez les vertébrés. La séquence
codante de SCL se retrouve dans les exons IV, V et VI. (Bas) Modéle des différentes alternatives de
traduction de I’ARNm de SCL en plusieurs isoformes. Adapté avec la permission de Cold Spring Harbor
Laboratory Press de Calkhoven C., Miiller C., Martin R., Krosl G., Hoang T., Leutzl A., Translational
control of SCL-isoform expression in hematopoietic lineage choice, Genes and Development, Vol. 17, No.
8, pp. 959-964, April 15, 2003.
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1.5.2 La protéine

Dans une cellule, la traduction d’un ARNm s’effectue par la liaison de ribosomes en 5’
sur le codon d’initiation de la traduction (uAUG). L’ARNm de SCL a la particularité de
générer différentes isoformes, soit celle de 42 kDa de pleine longueur (pp425CL) et la
tronquée de 22 kDa (pp225CL) (Pulford et al., 1995) (Figure X). Cette génération
d’isoformes s’explique par la présence d’un uORF (upstream Open Reading Frame) qui
permet I’ouverture d’un cadre de lecture en amont de la séquence codante pour SCL. Ce
n’est donc pas un clivage protéolytique qui génére les différentes isoformes de la

protéine SCL (Calkhoven et al., 2000; Calkhoven et al., 2003).

Malgré le fait que ces isoformes exhibent toutes les deux un bHLH intact, elles divergent
par leur extrémité Nt (Amino-terminale). En effet, I’isoforme tronquée de pp225°" ne
posséde pas le domaine putatif de transactivation (Aplan et al., 1990; Begley et al.,
1991; Cheng et al., 1993b; Barton et al., 1999). Les deux isoformes peuvent donc médier
différents effets biologiques dans les processus de choix de lignée et de différenciation.
En effet, la lignée érythroide est favorisée par I’expression de pp225°‘; alors que
pp42°“ induit plutét la différenciation vers la lignée des mégacaryocytes (Calkhoven et
al., 2003).

De plus, la protéine SCL peut subir des modifications post-traductionnelles, ce qui
engendre des modifications de son activité dans les cellules hématopoiétiques. SCL est
notamment acétylé par P/CAF dans la boucle du bHLH au niveau d’un motif riche en
lysines. Cette acétylation augmente la liaison de SCL a ’ADN en plus d’inhiber
'interaction avec le co-répresseur transcriptionnel mSIN3A, favorisant ainsi la
différenciation érythroide (Huang et al., 2000). SCL peut également étre phosphorylé sur
plusieurs résidus, tel que le résidu Ser'?* par la MAP kinase ERKI, le résidu Ser'’ par la
PKA et sur le résidu Thr’° par AKT. Ces modifications post-traductionnelles augmentent
son activité en modifiant sa capacité de discrimination entre différents sites spécifiques
de liaison a ’ADN (Goldfarb et al., 1992; Cheng et al., 1993a; Prasad et al., 1995a;
Prasad et al., 1995b; Palamarchuk et al., 2005).



31

1.5.3 Le patron d’expression

La localisation tissulaire et cellulaire de SCL a tout d’abord été établie grice a 1’analyse
de I’expression des ARNm de SCL (Begley et al., 1989b; Green et al., 1991; Visvader et
al., 1991; Green et al,, 1992; Hwang et al., 1993), et ensuite par des expériences
d’immunohistochimie (Kallianpur et al., 1994). Cette premiére utilisation d’un anticorps
polyclonal a permis de caractériser sommairement le patron d’expression de SCL
pendant le développement murin ainsi que chez la souris adulte. L’intégration rétrovirale
dans le génome de la souris du géne rapporteur LacZ sous le contrdle du promoteur de
SCL a permis de mieux affiner le patron d’expression de SCL dans les différents types

cellulaires grace a la coloration de type beta-galactosidase.

Pendant I’hématopoiése primitive, SCL est exprimé dans les sites extra- (ilots sanguins)
et intra-embryonnaires (AGM). SCL est ensuite exprimé dans les précurseurs retrouvés
dans le foie feetal, ce qui correspond & I’établissement de I’hématopoiése définitive.
Chez I’adulte, SCL est donc exprimé dans les HSC et dans les progéniteurs multipotents
(Kallianpur et al., 1994; Elefanty et al., 1998; Akashi et al., 2000). Cette expression n’est
pas maintenue dans toutes les lignées hématopoiétiques puisque la différenciation des
HSC corréle avec la diminution de SCL, & I’exception de la lignée érythroide ou
Pexpression de SCL est maintenue dans les érythroblastes, les mégacaryocytes et les
mastocytes (Kallianpur et al,, 1994; Hoang et al., 1996; Elefanty et al., 1999).
L’expression de SCL peut également étre détectée dans plusieurs autres tissus. Dans le
systéme vasculaire, SCL est exprimé dans 1’endocarde du cceur ainsi que dans les
hémangioblastes et I’endothélium des ilots sanguins et des organes nouvellement
vascularisés. De plus, le systéme neurveux présente une expression de SCL dans le
mésencephale, le cerveau postérieur et la moelle épiniére lors du développement
embryonnaire (Green et al., 1992; Kallianpur et al., 1994; Sinclair et al., 1999). L’étude
du patron d’expression de SCL chez plusieurs espéces de vertébrés a révélé qu’il semble

étre hautement conservé (Barton et al., 1999; Gottgens et al., 2002).
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1.5.4 Les fonctions de SCL

Le facteur de transcription SCL est un déterminant essentiel de I’hématopoiése puisqu’il
y joue un role actif dans les trois grandes étapes (Figure II) qui caractérisent

I’hématopoiése.

SCL est essentiel a la spécification du systéme hématopoiétique
et endothélial a partir du mésoderme.

Les cellules des ilots sanguins et de ’AGM partagent une relation intime puisqu’ils
dérivent d’un précurseur commun, 1’hémangioblaste. L’existance de ce type cellulaire
primitif a été démontrée par la différenciation in vitro de cellules E.S. (Embryonic Stem
Cell). Ce systéme permet d’isoler des hémangioblastes, les BL-CFC (Blast-Colony
Forming Cell), présentant ce double potentie]l de générer deux types cellulaires
(Kennedy et al., 1997; Choi et al., 1998). De plus, ces cellules coexpriment les protéines
CD34, FLK-1, TIE2, c-KIT, GATA-2, LMO2 et RUNX-1 qui caractérisent a la fois les
cellules hématopoiétiques et les cellules endothéliales (Risau and Flamme, 1995;

Minegishi et al., 1999; Orkin and Zon, 2002).

Plusieurs études ont montré que SCL est un régulateur important pour la spécification de
’hémangioblaste a4 partir du mésoderme et par conséquent, pour les processus
d’angiogénése et d’hématopoiése. En effet, des cellules E.S. SCL” ne contribuent pas a
la formation de précurseurs BL-CFC en culture liquide (Nishikawa et al., 1998; Chung
et al., 2002). De plus, la surexpression ectopique de SCL dans des embryons de poisson
zebre cause une augmentation anormale du nombre d’hémangioblastes. Un
développement excessif du sang et de 1’endothélium se fait alors aux dépends des autres

tissus d’origine mésodermale (Gering et al., 1998; Mead et al., 1998).

Dans cette population d’hémangioblastes embryonnaires, le marqueur endothélial
précoce FLK-1 et SCL sont coexprimés. Ce récepteur tyrosine-kinase et son ligand
VEGF fonctionnent dans la méme voie génétique que SCL pour favoriser les deux

destins cellulaires. En effet, la délétion génique de Flk-/ entraine des défauts sévéres
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dans la formation de cellules endothéliales et hématopoiétiques (Shalaby et al., 1995;
Shalaby et al., 1997). De plus, la létalité des embryons VEGF"™ causée par une absence
d’érythrocytes primitifs peut étre sauvée par le transgéne Scl (Martin et al., 2004). Le
facteur de transcription SCL semble donc un régulateur crucial de la spécification du

systeéme hématopoiétique et endothélial.

SCL joue un réle crucial dans le développement
du systéme hématopoiétique.

Ce sont des études de perte de fonction qui ont permis de montrer le rdle crucial de SCL
dans I’hématopoiése, puisque la délétion de ce géne dans le génome des souris est 1étale.
Tel qu’illustré a la Figure X, les embryons sont caractérisés au jour E9.5 par absence
totale de cellules sanguines primitives et de systéme vasculaire. D'ailleurs, ces embryons
nuls pour le géne Sc sont péles, cedémateux présentent un important retard de croissance
au jour E8.75 (Shivdasani et al., 1995b; Robb et al., 1996).

Le role déterminant de SCL dans I’hématopoiése définitive a été défini par I’étude de
souris chimériques créées par I’injection de cellules E.S. ScI”". Ces cellules délétées pour
le géne Scl ne contribuent d’aucune fagon a la formation du systéme hématopoiétique
(Robb et al., 1996; Porcher et al., 1996).

e
Vv

Figure XI Phénotype de la délétion du géne SCL chez la souris

Les embryons E10.0 sauvages (a) présentent une vascularisation normale du sac vitellin (YS) et de
Pembryon, contrairement aux embryons nuls pour le géne Sc/ (b). La dissection des embryons E9.5 hors
du sac vitellin (c) montre la différence de croissance entre la progeniture normale (a droite) et les
embryons nuls pour Sc/ (gauche). Adapté avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: [Nature]
(Shivdasani et al., 1995a), copyright (1995)
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Une autre étude sur I’impact de SCL a été réalisée suite a la création d’une lignée
cellulaire de ES Scl”” dans laquelle 1’expression ectopique de SCL peut étre induite par
un traitement au tamoxiféne. La différenciation de ces cellules E.S. ScI”" ne génére pas
de cellules hématopoiétiques. Cependant, la réactivation de 1’expression de SCL dans
ces cellules en différenciation permet de sauver ’hématopoiése primitive et définitive

(Endoh et al., 2002), montrant ainsi le role essentiel ce facteur de transcription.

SCL est essentiel pendant la différenciation
pour le choix de lignée.

Le systéme hématopoiétique est caractérisé par une hiérarchie complexe de lignées
cellulaires ou chaque étape de différenciation est finement régulée. Les HSC restreignent
donc leur potentiel en formant successivement des progéniteurs multipotents, des
précurseurs de chaque lignée cellulaire et finalement des cellules matures au destin

cellulaire défini.

Afin d’étudier le role de SCL dans I’hématopoiése adulte, la délétion conditionnelle de
Scl dans le génome de la souris a permis d’éviter la létalité embryonnaire. Suite &
I'insertion de sites Lox-P entre certains exons du géne dans le génome de la souris,
I’ablation conditionnelle de Sc/ est accomplie par I’injection de PIPC (PolyInosinic-
PolyCytidylic Acid). L’induction de I’expression de la Cre-recombinase entraine donc la
delétion du gene. Ces études suggérent que SCL n’est pas nécessaire pour |’auto-
renouvellement des LT-HSC (Long-Term HSC), mais qu’il est requis plutdt pour le bon
fonctionnement de la différenciation des ST-HSC (Short-Term HSC) en érythrocytes et
en mégacaryocytes (Curtis et al., 1997; Mikkola et al., 2003; Hall et al., 2003; Curtis et
al., 2004).

Le role de SCL a également été investigué en le surexprimant dans des cellules
primaires de moelle osseuse et dans des lignées cellulaires hématopoiétiques. Ces études
ont révélé que SCL favorise la différenciation de la voie érythroide, en plus d’empécher

la différenciation vers les voies méyloides et lymphoides (Aplan et al., 1992b; Tanigawa



35

et al., 1995; Hoang et al., 1996; Condorelli et al., 1997; Elwood et al., 1998; Valtieri et
al., 1998).

De plus, ’expression d’un antisens dans des lignées cellulaires hématopoiétiques a
démontré que SCL régule la prolifération et 1’auto-renouvellement des cellules
érythroides multipotentes (Green et al., 1991). Dans une autre étude, la différenciation
érythroide de lignées cellulaires induite par I’EPO ou d’autres agents chimiques cause
une augmentation des niveaux d’ARNm de SCL. Inversement, lors de la différenciation
myéloide vers les macrophages, une diminution de SCL est observée, ce qui concorde

donc avec le rdle positif de SCL dans I’érythropoiése (Cross et al., 1994).

Bref, les roles de SCL dans la spécification et I’établissement du systéme
hématopoiétique ainsi que dans les choix de lignée pendant la différenciation corrélent
donc avec son patron d’expression décrit précédemment. La régulation de ce facteur de
transcription est donc capitale puisqu’il remplit différentes fonctions a chaque niveau de

la hiérarchie du systéme hématopoiétique.

1.6 LES PROTEINES E

1.6.1 E2A

Situé sur le chromosome 19, le géne E2a encode deux protéines bHLH distinctes, soit
E12 et E47 suite a I’épissage alternatif d’un exon qui encode la région bHLH (Murre et
al., 1989a; Trask et al., 1992; Massari and Murre, 2000). En cherchant des protéines
régulant I’expression des immunoglobulines, £72 a été identifié par le criblage d’une
librairie de cDNA provenant d’un lymphome humain des cellules B. E47 a ensuite été
découvert par un recriblage de cette méme librairie avec le cDNA d’E]2. Des études in
vitro ont ensuite montré que ces protéines E peuvent lier les boites E (CANNTG) en
homo- ou hétérodimére. (Murre et al., 1989a). Cependant, E47 le fait avec une grande
affinité, alors que E12 interagit faiblement avec cette séquence d’ADN (Sun and
Baltimore, 1991).
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Les €léments de régulation du géne E2a ont été peu étudiés, mais un promoteur putatif a
été caractérisé récemment dans la région -267, -238. Ce dernier pourrait influencer
Pactivité basale du promoteur, et donc réguler I’expression de E2A (Hata and

Mizuguchi, 2004).

E2A présente un patron d’expression plutdt ubiquitaire dans 1’organisme, notamment
dans le systéme hématopoiétique, les lignées B et T, et les muscles squelettiques. En
plus de jouer des réles important dans la neurogénése, E2A joue un role au niveau de
I’hématopoiese, ou ce facteur de transcription active ou de réprime I’expression de génes
cibles, comme les genes IgH et Rag (Schlissel et al., 1991; Sigvardsson et al., 1997; Kee
and Murre, 1998).

Tout dépendant du contexte cellulaire, les protéines E12 et E47 régulées par différents
meécanismes. Elles peuvent étre inhibées par une interaction physique avec un autre
partenaire tel que les protéines Id]l et Id4 (Benezra et al, 1990). De plus, des
modifications post-traductionnelles peuvent également affecter 1’activité des protéines
E2A. E47 peut aussi étre régulé par la phosphorylation. Ainsi, la déphosphorylation de
E47 sur certains résidus favorise son homodimérisation, ce qui modifie alors la

spécificité de son activité transcriptionnelle (Sloan et al., 1996).

L’activité de E2A peut étre altérée grice aux domaines d’activation (AD) trés
conservées qui permettent de recruter des co-activateurs et des co-répresseurs, comme
ETO, ETO-2 et MTGR1 (Aronheim et al., 1993; Quong et al., 1993; Massari et al.,
1996; Zhang et al., 2004). Ces répresseurs de la famille ETO peuvent lier les co-
répresseurs nucléaires N-CoR, Sin3A, HDAC1 et HDAC3. Griace a ce domaine
d’activation, E2A recrute des histones acétyltransférases (CBP et p300) pour modifier la

structure de la chromatine et 1’état d’expression de ses génes cibles (Qiu et al., 1998).

E2A joue un rdle crucial dans la différenciation de la lignée lymphoide. En plus d’étre
létale pour la souris, la délétion du géne E2a entraine chez I’embryon un blocage du

développement de la lignée B puisque ces lymphocytes ne procédent pas au
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réarrangement des génes d’immunoglobulines. Le développement d’autres lignées, telles
que celles des granulocytes, des macrophages, et des érythroides, semble pourtant
normal (Zhuang et al., 1994; Bain et al., 1994). Cette délétion d’E2a est haplo-
insuffisante, c’est-a-dire que la délétion d’un seul alléle entraine la réduction de la
moiti€ du nombre de lymphocytes B. E2A joue donc un rdle anti-prolifératif dans les
progéniteurs B en collaboration avec p21, un régulateur du cycle cellulaire (Herblot et

al., 2002).

De plus, 1’étude de souris transgéniques surexprimant Id1, un dominant-négatif d’E2A,
suggére que la réduction de I’expression de ce dernier est nécessaire pour qu’E2A joue
son réle crucial dans la différenciation normale des lymphocytes B (Sun, 1994). Ainsi, la
régulation médiée par E2A dans le développement des lymphocytes B se fait de fagon
dose-dépendante, puisque les bas niveaux d’E2A sont suffisants pour contréler la

croissance cellulaire, alors que des niveaux élevés favorisent la différenciation (Herblot

et al., 2002).

La maturation des thymocytes du stade pré-T est normalement associée 2 la diminution
de ’expression de SCL et LMO1/2 et 4 ’augmentation de I’expression d’E2A et HEB.
Ces deux protéines E peuvent s’hétérodimériser et réguler I’expression du géne du pTa
(Tremblay et al., 2003) qui est essentiel 4 la sélection, la prolifération et la survie des
thymocytes exprimant le -TCR (Chaffin et al., 1990; Godfrey and Zlotnik, 1993; von
Bochmer et al., 1999) Les souris nulles pour £2a montrent une trés faible cellularité
dans le thymus et un blocage de la différenciation des cellules T qui précede parfois leur
transformation en lymphome (Bain et al., 1997). Dans les leucémies T-ALL, c’est la
surexpression de SCL et LMO1 qui empéche E2A et HEB de médier leur effet pendant
la différenciation des thymocytes. (Lowsky et al., 1997; Begley and Green, 1999;
Herblot et al., 2000; Murre, 2000) E2A semble donc jouer un réle de suppresseur de

tumeur dans les thymocytes en développement.

Dans les cas de leucémies B-ALL associées aux translocations t(1;19) et t(17;19), la

fonction antiproliférative de E2A suggére que la perte d’un seul alléle peut contribuer a
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la leucémogénése, en plus de I’action anormale des protéines de fusion générées
(Herblot et al., 2002). En effet, ces translocations entre les génes E2a et Pbx ou Hlf.
Dans les deux cas, le domaine de transactivation dans la région Ct est fusionné aux
domaines de dimérisation de PBX ou HLF. Puisque ces protéines de fusion ne lient pas
les mémes séquences sur I’ADN, elles peuvent alors réguler de fagon aberrante d’autres
génes, causer une inhibition de type dominant-négatif ou encore empécher E2A de
remplir ses fonctions en dehors de la chromatine (Honda et al., 1999). Ces évidences
geénétiques et moléculaires révélent donc le réle crucial qu’E2A occupe dans la

régulation de I’hématopoiése.

1.6.2 HEB

HEB est un bHLH distinct d’E2A, méme si ces facteurs de transcription sont trés
similaires. HEB est exprimé dans une variété de tissus, dont le thymus, les muscles
squelettiques, les lignées lymphocytaires du systéme hématopoiétique ainsi que dans le

systéme nerveux central en développement (Zhang et al., 1995).

Le géne Heb continent 21 exons répartis sur une distance d’environ 370 Kb (Zhang et
al., 1995; Gan et al., 2002). Suite au clonage du cDNA de Heb (Zhang et al., 1991; Hu et
al., 1992), I’étude de ce facteur de transcription a permis de découvrir que I’épissage
alternatif et I’utilisation différentielle des exons entraine la formation de trois isoformes
(Gan et al., 2002). Des essais in vitro ont montré que HEB forme des hétérodiméres avec
des bHLH de classe I (E2A, HEB) et II (SCL, MYF3) et classe V (Id) (Zhang and Bina,
1992). HEB se lie sur des boites E des enhancers des génes TCR-o/B et CD4 contrdlant
le développement des thymocytes (Barndt et al., 1999).

Le fait que les dimeéres HEB-SCL interagissent peu avec certains génes cibles de HEB
(Doyle et al., 1994) pourrait expliquer la leucémogénése qu’entraine SCL lorsqu’il est
exprimé dans les lignées lymphocytaires, puisqu’il pourrait y agir comme régulateur
transcriptionnel négatif en formant des complexes illégitimes avec les protéines E dans

ce contexte cellulaire. Le trés haut niveau d’expression de HEB détecté dans certaines
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lignées T immortalisées corréle avec le role de ce facteur de transcription dans la
régulation transcriptionnelle des cellules T (Hu et al., 1992; Sawada and Littman, 1993;
Doyle et al., 1994; Zhang et al., 1995).

La déletion génique de Heb cause une réduction du nombre de cellules pro-B dans les
embryons murins, mais n’affecte pas 1’établissement en tant que tel de la lignée B. Ce
phénomeéne est probablement di 4 une redondance fonctionnelle entre les différentes
protéines E. De plus, I’insertion du géne Heb dans le locus du géne E2a chez la souris
permet de substituer parfaitement les fonctions de dernier dans le choix et la
différenciation de la lignée B. Ainsi, la 1étalité causée par 1’absence du géne E2a peut

étre sauvée par Heb (Zhuang et al., 1998).

L’absence de HEB ou la surexpression de SCL et LMOI1 dans la lignée T a un effet
similaire, en diminuant de 5 & 10 fois le nombre de thymocytes, dont la différenciation
est dramatiquement arrétés entre la stades DN et DP (Zhuang et al., 1996; Barndt et al.,
1999; Herblot et al., 2000) Le facteur de transcription HEB est donc un régulateur

important de certaines niveaux hiérarchiques de I’hématopoiése.

1.6.3 E2-2

Le geéne E2-2 a initialement été cloné a partir de thymocytes humains ol on y détectait
une variété d’ARNm. C’est un processus d’épissage alternatif qui permet de générer les
trois isoformes d’E2-2. Le patron d’expression de E2-2 se localise a la fois chez I’adulte
et I’embryon dans plusieurs tissus, dont le cerveau, le cceur, le placenta, les muscles

squelettiques et les poumons (Corneliussen et al., 1991b).

La caractérisation moléculaire de ce bHLH a montré que E2-2 agit en régulateur
transcriptionnel en liant préférentiellement les séquences d’ADN consensus 5'-
ACANNTGT-3' ou 5'-CCANNTGG-3' en homo- ou hétérodimére. Malgré le fait E2-2

peut lier plusieurs partenaires, un criblage double-hybride chez la levure a démontré que
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E2-2 et SCL n’interagissaient pas ensemble avec une forte affinité contrairement a ses

autres partenaires Id et MyoD (Goldfarb et al., 1996).

E2-2 a tout d’abord été identifié comme une protéine nucléaire capable de lier a4 un
élément de réponse aux glucocorticoides (GRE) dans ’enhancer du virus murin SL3-3
causant une leucémie. (Corneliussen et al., 1991b) De plus, E2-2 a aussi été identifié sur
I’enhancer Mu-E5/KE5 du géne de la chaine lourde et sur I’enhancer kappa-E2 de la
chalne légere légére des immunoglobulines (Corneliussen et al., 1991a). Par criblage
d’une librairie murine de cDNA de cerveau, E2-2 a été détecté sur un motif de type boite

E présent sur le gene Ssz2 ou il y recrute TFIID de la machinerie basale de transcription

(Pscherer et al., 1996).

De plus, la délétion génique d’E2-2 est 1étale pour la souris. Elle cause une réduction du
nombre de cellules pro-B dans les embryons murins, mais n’affecte pas 1’établissement
en tant que tel de la lignée B. (Zhuang et al., 1996; Barndt et al., 1999) La délétion
conditionnelle du géne a permis de montrer que E2-2 contrle non seulement le
développement des cellules B, mais également la différenciation des cellules T puisque
ces cellules étaient sous-représentées (Bergqvist et al., 2000). E2-2 apparait donc un

facteur de transcription important dans ’hématopoiése.

1.7 LES AUTRES MEMBRES DU COMPLEXE

1.7.1 LMO?2 et LDB-1

Les facteurs de transcription LMO2 et LDB-1 font partie de la famille des protéines a
domaine LIM. Un fragment d’ADN de 70 kb encodant Lmo2 a été cloné dans un site de
translocations systématiquement impliqué dans les leucémies T-ALL [t(11;14)(p13q11)]
(Royer-Pokora et al., 1991). Ldb-1 a été cloné par un criblage de protéines nucléaires
capables d’interagir avec le domaine LIM, qui ont été ensuite identifiées chez la souris
(Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996; Jurata and Gill, 1997; Bach et al., 1997) Un
groupe a finalement cloné ’homologue humain grice a I’analyse d’une banque de

donnees d’EST (Express Sequence Tags) suivi d’un criblage d’une librairie de cDNA
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crano-faciale (Semina et al., 1998) Ainsi, le cDNA de Ldb-1 long de 1953 bp encode des

protéines d’environ 375 acides aminés.

LMO?2 est une petite molécule riche en cystéines qui peut médier des interactions
protéiques spécifiques, sans toutefois pouvoir lier ’ADN directement (Dawid et al.,
1998). LMO2 comprend deux domaines LIM1 et LIM2 responsables de la création
d’une interface d’interaction protéique (Schmeichel and Beckerle, 1994). En plus
d’interagir avec LDB-1 avec son domaine LIM1 (Jurata et al., 1996; Deane et al., 2003),
LMO?2 peut interagir avec différentes protéines, dont les protéines GATA (Osada et al.,
1995; Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996; Visvader et al., 1997; Wadman et al.,
1997; Ono et al., 1997; Bach et al., 1997; Valge-Archer et al., 1998).

LMO2 joue un role d’adaptateur qui permet d’assembler de larges complexes
protéiques, comme dans le complexe SCL ou il fait le pont entre SCL et GATA-1/2
(Feuerstein et al., 1994; Arber and Caroni, 1996; Wadman et al., 1997; Dawid et al.,
1998). Dans le complexe, LDB-1 semble agir en homodimére pour aider LMO2 dans
son r6le d’adaptateur (Jurata et al., 1996).

LMO?2 partage le méme patron d’expression que SCL dans les sites primitifs de
’hématopoiése et dans les lignées hématopoiétiques adultes. En effet, il est exprimé
dans les lignées érythroides et myéloides ainsi que dans le systéme nerveux central, les
poumons, les reins, le foie et la rate, mais pas dans le thymus (Foroni et al., 1992;
Warren et al., 1994; Brady et al., 1995; Dong et al., 1996; Silver and Palis, 1997;
Delassus et al., 1999; Manaia et al., 2000). Comme LMO2, LDB-1 est exprimé dans le
foie feetal et dans les lignées érythroides (Visvader et al., 1997).

La perte de fonction de Lmo2 entraine le méme phénotype que la délétion de Sc chez les
souris, soit une mort embryonnaire au jour E9-10. Cet effet majeur sur I’érythropoiése
primitive est donc consistant avec la grande affinité avec laquelle SCL et LMO2
interagissent physiquement. De plus, les cellules E.S. nulles pour Lmo2 ne contribuent &

aucune lignée hématopoiétique dans la souris chimérique, montrant I’effet crucial de
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LMO2 sur I’hématopoiése adulte, méme si LMO2 n’influence pas I’angiogénése en tant
que tel (Warren et al., 1994; Osada et al., 1995; Yamada et al., 1998; Yamada et al.,
2000).

La délétion conditionnelle de LMO2 a toutefois révélé que LMO2 n’est pas essentiel
chez I’adulte pour maintenir la lymphopoiése. En effet, ces souris ne présentent aucun
défaut dans le développement lymphocytaire, contrairement aux données des leucémies
T-ALL ou LMO2 a un réle tumoral. En plus d’étre un partenaire d’interaction avec SCL
dans le complexe, LMO2 est collabore avec ce dernier dans les cas de leucémies T-ALL.
Lorsqu’il est exprimé de fagon erronée suite 4 des translocations chromosomiques, il agit
alors comme oncogéne en perturbant la différenciation des lymphocytes (Rabbitts, 1998;
Murre, 2000). L’expression erronée de LMO2 et la formation de nouveaux complexes
illegitimes reprogramme la régulation des génes cibles, ce qui affecte particuliérement la
transition DN2-DN3 des cellules T en différenciation (McCormack et al., 2003). Ces
données concordent avec les défauts majeurs observés uniquement dans les lignées T
des souris transgéniques surexprimant LMO2 (Larson et al., 1994; Larson et al., 1995;

Neale et al., 1995).

Des ¢tudes de surexpression de LMO2 et LDB-1 dans des lignées proérythroblastes
montrent que ces protéines ont un effet dominant négatif sur le développement
érythrocytaire puisqu’ils empéchent la différenciation. Ces données concordent avec la
diminution de ces génes lors de la différenciation érythroide normale, suggérant qu’ils

aient un role dans le maintien des précurseurs érythroides a un stade immature (Visvader

et al., 1997).

Finalement, LDB-1 est également associé¢ dans des complexes multi-protéiques dans des
compartiments cellulaires autres que le systéme hématopoiétique. En effet, LDB-1 est
associ¢ avec LMO4, CTIP et BRCA1 pour former un complexe répresseur du géne
Brcal dans les tissus mammaires (Sum et al., 2002). Ces protéines 4 domaine LIM

remplissent donc des fonctions cruciales dans plusieurs types cellulaires.
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1.7.2 GATA-1/2

GATA-1 et GATA-2, des partenaires du complexe SCL, sont des facteurs de
transcription de la famille des protéines a doigt de zinc. Ce domaine permet de médier
des interactions ADN-protéines sur des sites de liaison consensus T/A GATA T/A

retrouvés dans les régions régulatrices de certains génes (Martin and Orkin, 1990).

Ces protéines sont principalement exprimés dans le systéme hématopoiétique (Ohneda
and Yamamoto, 2002). L’expression de GATA-2 précéde celle de GATA-1 dans la
hiérarchie des différentes populations de cellules hématopoiétique. Ainsi, GATA-2 est
détecté dans les cellules souches et les progéniteurs non-différenciés. Son expression
diminue par la suite dans les précurseurs des lignées myéloides, érythrocytaires et
meégacaryocytaires lorsque GATA-2 commence & y étre exprimé. Les cellules matures
de ces lignées y expriment donc fortement GATA-2 (Simon et al., 1992; Ohneda and
Yamamoto, 2002; Perry and Soreq, 2002).

Le r6le important de GATA-2 dans I’hématopoiése primitive a été démontré par sa
délétion génétique chez la souris, causant de graves défauts hématopoiétiques précoces.
En effet, ces embyrons meurent vers le jour E10-11 des suites d’une anémie causée par
la diminution drastique du nombre de globules rouges primitifs. GATA-2 semble donc
nécessaire aux progéniteurs hématopoiétiques et aux HSC pour leur maintien et leur

prolifération de.(Tsai et al., 1994; Tsai and Orkin, 1997).

Des études d’ablation génétique dans les souris et les analyses de cellules E.S. nulles
pour le géne de Gata-1 ont montré que ce facteur de transcription est essentiel a la survie
de progéniteurs érythrocytaires et de leur différenciation terminale (Pevny et al., 1991;
Simon et al., 1992; Weiss et al., 1994; Weiss and Orkin, 1995; Pevny et al., 1995;
Ohneda and Yamamoto, 2002). De plus, la surexpression de GATA-1 dans les HSC et
dans des lignées cellulaires provoque la perte de la capacité d’auto-renouvellement des

HSC et une différenciation exclusive vers la lignée érythroide et mégacaryocytaires
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(Visvader et al., 1992; Shivdasani and Orkin, 1996; Shivdasani et al., 1997; Iwasaki et
al., 2003).

Ainsi, GATA-1 semble donc jouer donc un réle important dans le choix de lignée et
dans I’érythropoiése définitive, tout comme SCL. La présence de ce partenaire est donc
essentielle au bon fonctionnement du complexe SCL en médiant des interactions
protéiques avec plusieurs partenaires et en servant de point d’encrage supplémentaire sur

la chromatine.

1.8  ENRESUME...

L’hématopoiése est un systéme hiérarchique ou I’établissement, le maintien, la
prolifération et la différenciation des cellules souches, des progéniteurs et des différentes
lignées matures sont finement régulés. La régulation du systéme hématopoiétique est
assurée par une combinaison de signaux environnementaux et de facteurs de
transcription exprimés de fagon spatio-temporelle. Pour cibler ’expression de certains
genes, le facteur de transcription hémato-spécifique SCL assure la nucléation d’un
complexe transcriptionnel avec ses partenaires E2A, LMO2, LDB-1 et GATA-1/2. La
perturbation de P’intégrité du locus et du patron d’expression de SCL et de ses
partenaires entraine malheureusement la transformation maligne des cellules et
Papparition de leucémies. Ces mécanismes moléculaires assurant la régulation de

’hématopoicse doivent donc étre maintenus a tout prix.
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RATIONALISATION DU PROJET

Le systéme hématopoiétique est un modéle de choix pour étudier les mécanismes et les
effecteurs de la régulation de ’expression génétique. Des années d’efforts ont permis
d’approfondir les connaissances sur SCL, un facteur de transcription essentiel pour la
spécification et le développement du sytstéme hématopoiétique ainsi que le choix de
lignée pendant la différenciation. Puisque les domaines de transactivation et de liaison a
’ADN de SCL ne sont pas essentiels, la fonction de nucléation qu’assure SCL entre des
protéines d’ancrage a ’ADN (E2A et GATA) et des protéines d’échaffaudage (LMO?2 et
LDB-1) apparait donc capitale. (Aplan et al., 1997; Chervinsky et al., 1999; Porcher et
al., 1999; O'Neil et al., 2001; Juarez et al., 2005)

La caractérisation des mécanismes de régulation du facteur de transcription SCL est la
thématique dans laquelle s’inscrit de mon projet de maitrise. Les modifications de la
structure de la chromatine, la régulation transcriptionnelle du géne et les diverses
modifications post-traductionnelles de la protéine sont déja connues pour réguler SCL.
Une hypothése émergente implique que D’interaction physique entre les facteurs de
transcription nécessaires a la formation du complexe permet leur régulation mutuelle.
Cette régulation intrinséque affecterait donc leur stabilité, leur dégradation et les
mécanismes de transport responsables de leur distribution spatio-temporelle. Je propose
donc d’examiner les interactions physiques entre SCL et ses partenaires de dimérisation:
les protéines E E2A et HEB. Le réle crucial de I’interaction avec E2A est notamment
illustré par SCL-FL, un mutant de la premiére hélice du bHLH ayant perdu la capacité
de former le complexe sur la chromatine puisqu’il est incapable d’interagir avec E2A
(Lecuyer et al., 2002). L’abrogation de I’interaction avec E2A ou 1’absence de ce dernier
corréle avec la diminution des niveaux protéiques de SCL. Mes travaux ont donc permis
de découvrir un nouveau ménanisme de régulation du facteur de transcription
hématopoiétique SCL par les protéines E, E2A et HEB. Les prochains chapitres
s’attarderont & décrire et analyser les résultats que j’ai obtenus pendant les trois années

que j’ai consacrées au développement de ce projet.



CHAPITRE 2
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Le manuscrit suivant synthétise et commente les résultats que j’ai obtenus dans le cadre
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ABSTRACT

SCL/TALI, a basic helix-loop-helix transcription factor (bHLH), is essential for the
development of erythroid cells. SCL requires heterodimerization with E proteins,
members of a bHLH subfamily, to bind DNA and activate transcription. Strikingly, we
show here that this heterodimerization is essential to stabilize the SCL protein and to
direct its nuclear localization. Proteomic analysis of SCL partners in erythroid
progenitors reveal marked differences among E proteins as HEB and E2A are more
abundant than E2-2. Consistent with this differential abundance, E2A and HEB strongly
enhance SCL protein while the effect of E2-2 is minimal. Finally, E2A or HEB
deficiency causes a reduction in SCL protein levels in developing fetal liver cells,
associated with decreased red cell production. Together, our data unravel an essential
role of E protein heterodimerization in establishing SCL levels in hematopoietic cells

and setting the production of erythroid cells.
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INTRODUCTION

The generation of blood cells is governed by a highly coordinated process of multi-
lineage differentiation from pluripotent hematopoietic stem cells (HSCs) and committed
progenitors. Due to their differential spatio-temporal expression and combination,
transcription factor complexes act as key regulators at important check-points between
cell proliferation and differentiation (Nicolas Goardon et al., 2006). Therefore,
transcription factors must be finely regulated to allow for the timely activation or
repression of specific gene expression programs. Transcription factors of the bHLH
family are crucial regulators of hematopoiesis, neurogenesis, and myogenesis
(Weintraub, 1993; Jan and Jan, 1993; Massari and Murre, 2000; Hassan and Bellen,
2000; Vervoort and Ledent, 2001). These factors are either expressed ubiquitously
(HEB, E2A) or present a tissue-specific distribution (SCL, MyoD). SCL is expressed in
hematopoietic stem cells, as well as multipotent, erythroid, and megakaryocytic
progenitors (Kallianpur et al., 1994; Elefanty et al., 1998; Akashi et al., 2000) and SCL
deficiency disrupts the formation of erythrocytes and megakaryocytes (Robb et al.,
1995; Vyas et al., 1999; Mikkola et al., 2003; Hall et al., 2003), while SCL
misexpression in the lymphoid lineage driven by chromosomal rearrangements cause
thymocyte differentiation arrest (Larson et al., 1996; Herblot et al., 2000) and induce
leukemia (Aplan et al., 1992a; Larson et al., 1996; Lecuyer and Hoang, 2004). Thus, the
regulation of SCL levels is an important determinant of cell fate decision in the
hematopoietic system. Much effort has been dedicated to studying the transcriptional
regulation of the SCL locus, revealing the existence of complex regulatory sequences
that drive SCL expression in adult stem cells and fetal brain in vivo (Green et al., 1992;
Gottgens et al., 2002). The determinants of erythroid expression have been defined in
vitro (Lecointe et al., 1994; Leroy-Viard et al., 1994; Courtes et al., 2000) but not in

vivo. Finally, the post-transcriptional regulation of SCL is largely unexplored.

SCL has been shown to drive the transcription of erythroid genes (Lahlil et al., 2003; Xu

et al., 2003; Nicolas Goardon et al., 2006) and this function requires the nucleation of a
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multiprotein complex largely mediated by the HLH domain of SCL (Hsu et al., 1994b;
Porcher et al., 1999; Lecuyer et al., 2002). The role of E2A, a member of the E protein
family, in this complex is essential in transcription activation and in setting the
expression levels of endogenous SCL target genes in erythroid progenitors (Lecuyer et
al.,, 2002; Lahlil et al., 2003). What is the contribution of E2A at the molecular and
subcellular levels remains to be clarified. It was first shown that SCL does not bind
DNA on its own and requires heterodimerization with E2A for high affinity association
to DNA via E boxes (Hsu et al., 1991). However, later reports indicate that the SCL
complex can be tethered to DNA by GATA sites and GC boxes in the absence of E
boxes (Lecuyer et al., 2002; Lahlil et al., 2003; Xu et al., 2003), raising the possibility
that E2A has other functions. Indeed, we have previously shown that within the SCL
complex, E2A brings its transactivation domain (Lecuyer et al., 2002; Lahlil et al., 2003)
and a truncated mutant in which the bHLH domains are intact is dominant negative over
wild type E2A. Nonetheless, E2A deficiency does not mirror SCL deficiency in
hematopoiesis (Zhuang et al., 1994).

E proteins include E12 and E47, both encoded by the E2a gene, HEB and E2-2 (Quong
et al., 2002), all of which are expressed in hematopoietic progenitors (Nicolas Goardon
et al., 2006). In the present study, we provide evidence that both E2A and HEB have a
critical function in setting SCL protein levels in erythroid progenitors, thus defining

erythroid lineage outcome in vivo.



51

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mice : E2A-/- and HEB-/- mice were kindly provided by Dr. Y. Zhuang (Duke
University Medical Center, Durham, NC, USA) and bred in C57BI6/J background for
more than ten generations. Heterozygous animals were crossed to get homozygous
knockout mice, and all the litters were genotyped by PCR as described (Zhuang et al.,
1992; Bain et al., 1994). Animals were maintained under pathogen-free conditions

according to institutional animal care and use guidelines.

DNA constructs : The MSCVneo SCL plasmids was described previously (Hawley et
al.,, 1994; Calkhoven et al., 2003). The pRC-CMV_SCL was kindly given by Dr IR
Kirsch (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) (Aplan et al., 1992b),
MSCVpgk EGFP from Dr G Sauvageau (Institute for Research in Immunology and
Cancer, Montreal, QC, Canada) (Kroon et al., 2001). The expression vectors for
pcDNA1_E47(rat) and pcDNA1_E12(rat) were generously provided by Dr J Drouin
(Clinical Research Institute of Montreal, Montreal, QC, Canada) (Nelson et al., 1990).
The pcDNA3_HEB was created by subcloning a Smal derived HEB cDNA fragment of
pSM_HEB received from Dr DR Littman (Skirball Institute of Biomolecular Medicine,
New York, New York, USA) (Sawada and Littman, 1993). For the constructs
MSCVneo GFP, and pcDNA3.1(-) GFP, the GFP cDNA was prepared from
pBSGFP_NoMSC kindly provided by Dr. S. Meloche (Institute for Research in
Immunology and Cancer, Montreal, QC, Canada) with EcoRI and BamHI. The
MSCVneo and pcDNA3.1(-) plasmids were respectively digested with BglII and EcoRI
or BamHI and EcoRI before ligation with the cDNA.

Cell culture and transfection : Cultures were maintained in Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in a humidified incubator at 37°C in 5% CO,. The
cells were passaged with trypsin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). BOSC cells were
plated at 300 000 cells/ml whereas NIH 3T3 and COS cells were plated at 100 000
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cells/ml. After 24 h, calcium phosphate was used to transfect different expression
vectors. The following moming, the cells were washed twice with room temperature
phosphate buffered saline (PBS) and medium was changed. Protein extraction was done
36 h following the transfections. For primary hematopoietic cells, foetal livers cells from
E14.5 embryos were dissected, disaggregated into single-cell suspensions in IMDM

containing 10% FCS and later washed in phosphate-buffered saline PBS.

Hematopoietic Colony Assay : Hematopoietic colonies were obtained by plating fetal
liver cells from day E14.5 embryos at 2x10* cells/mL in IMDM supplemented with 1%
methylcellulose (Fluka, Rokonka, NY, USA), 10% FCS, 200 pg/mL transferrin, 2%
BSA, 5 ng/mL IL-3, 10 ng/mL TPO (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) and 2.5x10""* M
Mono Ethylen Glycol. IL-3, SF, EPO and IL-11 were derived from media conditioned
by COS cells transfected with corresponding expression vectors and titrated against a
recombinant source. After 7 days of culture, erythroid (BFU-E) and myeloid (CFU-

GM) colonies were scored and their frequencies were calculated per 10 000 cells.

RNA Preparation, cDNA Synthesis and PCR Amplification : Total RNA was
prepared as described before (Chomczynski and Sacchi, 1987), using tRNA as carrier
for ethanol precipitation. First-strand cDNA synthesis was performed as described
(Herblot et al., 2000), except for the modified DNAse treatment. The reaction was done
in a final volume of 20 pL of 1X React 2 buffer, 50 units of DNAsel, 15 units of
RNAsin combined with 2.5 units of restriction enxymes (EcoRI, Avall, Hinfl, Sacl,
Taql and Mscl) (all from Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to remove the plasmids used
to transfect the cells that coprecipitated with the RNA. SyberGreen quantitative PCR
was performed on a MX3000 apparatus (Stratagene, La Jolla, CA, USA) according to
the manufacturer’s instructions. To amplify the SCL and the internal controls S14 and
GFP, one pL of the cDNA sample was added in the PCR mixture containing
respectively 0.2, 0.4 and 0.5 uM of each specific 5’ and 3” primers (Biocorp, Montreal,
QC, Canada), Rox passive dye (1/13380) and 10 pL of Brilliant SYBR Green QPCR
Core Reagent Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) in a final volume of 20 pL. Forty

cycles of amplification were performed, followed by 38 cycles of denaturation-annealing
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steps. Amplification plots and dissociation curves were analyzed with the MX3000
(Stratagene, La Jolla, QC, Canada ) and Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA)

Softwares. The primer sequences for are the following:

(hSCL Fw) tccctatgttcaccaccaac (hSCL_Rv) gatgtgtggggatcagett
(hS14_Fw) ggcagaccgagatgaatcctc  (hS14_Rv) caggtccaggggtcttggtee
(GFP_Fw) gtaaacggccacaagttcag (GFP_Rv) cttgaagaagtcgtgctgct

Immunofluorescence and Microscopy : Transfected BOSC cells were detached using
trypsin, fixed for 20 min in 500 pL f Bouin's, washed in PBS, and spread onto
gelatinized slides by cyto-centrifugation. For indirect immunofluorescence analysis,
cells were blocked for 1 h and then labeled for 2 h with primary antibodies. After 3
washes in PBS, cells were labeled for 1 h with solution containing the secondary
antibodies conjugated with FITC or Cy3. Following PBS washes and Hoechst
counterstaining, cells were mounted with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) and analyzed by confocal microscopy. Images were analyzed using Zeiss
LSM Image Examiner 2.50 (Carl Zeiss, Jena, Germany) and Adobe Phoposhop 5.0
(Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA) softwares.

FACS analysis : Fetal liver cells were labelled with phycoerythrin-conjugated murine
Ter119 antibody (Pharmingen, Mississauga, On, Canada) in staining buffer (PBS + 2%
FCS). A LSR II apparatus (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) was used to assess to
analyse the fluorescence of stained cells. Dead cells were excluded by adding 1 pg of

propidium iodide/ml prior to detection.

Protein extraction : The nuclear extracts were prepared as described previously (Poulin
et al., 1997). Transfected cells were harvested using cold PBS and gently spun down.
The supernatant was removed, and the cells were resuspended in buffer A (10 mM Tris-
HCl pH 8.0, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA and 0.1 mM EGTA). The cells were left on ice
for 15 min to swell, and then Nonidet P-40 was added to a final concentration of 0.66%.

The cells were then vortexed for 30 sec and centrifuged at 12 000 rpm. The supernatant
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was subsequently kept as cytoplasmic extract, and the pellet of nuclei was resuspended
in buffer C (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 400 mM NaCl, 0.1 mM EDTA and 0.1 mM
EGTA). The nuclei were then shaken for 1 h at 4°C. The supernatant was kept at -70°C
after a centrifugation at 13000 rpm at 4°C. Buffer T used to extract and
immunoprecipitate the **S-labelled proteins contained 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM
NaCl, 5 mM EDTA pH 8.0 and 1% Triton-X, wheras buffer N used for cycloheximide
extraction was composed of 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5%
deoxycholate, 0.1% SDS and 1% Nonidet P-40. After 30 min of lysis, the dishes were
tilted to collect the extracts, followed by a centrifugation step of 20 min at 13 000 rpm at
4°C. The supernatant was then subjected to immunoprecipitation. To recover both
soluble and insoluble proteins, transfected cells were lysed in diluted Laemmli buffer
(58.3 mM Tris-HCI pH 6.8, 1.6 % SDS, 5% glycerol, 38.3 mM b-mercaptoethanol)
heated at 100°C. The dishes were scraped with policemen and the recovered lysates
were centrifuged for 20 min at 13 000 rpm at 4°C. The supernatants were kept at -70°C.
Total protein extracts of fetal liver mice cells (E14.5) were obtained by resuspending the
cells in RIPA buffer (10 mM Tris pH 8.0, 140 mM NaCl, 1% Triton X-100, lmM EDTA
pH 8.0, 0.1% deoxycholate, 0.1% SDS) and keep it on ice for 15 minutes. Following a
20 min centrifugation at 13 000 rpm at 4°C, the supernatants was kept at -70°C. All the
lysis buffers contained a cocktail of inhibitors composed of 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), 100 pg/mL pepstatin A, 10 pg/mL aprotinin, 1 pg/mL leupeptin, 1
mM DTT, 1 pg/mL antipain, 1 pg/mL chymostatin).

Western-blot : The concentrations of protein extracts were determined by Bradford
staining (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Proteins were then separated on
sodium dodecyl sulfate-PAGE (SDS-PAGE) and transferred on poly(vinylidene
difluoride) (PVDF) membranes (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). The
following immunodetection was revealed by means of ECL Plus (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA). The signal was quantified with Multi-Gauge
(Fujifilm, Tokyo, Japan), Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) and Graph Pad Prism
4 (San Diego, CA, USA) softwares.
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Immunoprecipitations : Following the protein extraction, an aliquot of extract was kept
as an input, and the samples were precleared for 30 min at 4°C with formalin-fixed
Staphylococcus aureus (Staph A) (Pansorbin, Calbiochem-Novabiochem International,
La Jolla, CA, USA). The immunoprecipitations were performed overnight at 4°C with
500 mg of total extracts, and 10 pg of specific antibody against SCL (5ug BTL73 and
Spg 2TL136) or control Ig in a final volume of 1 mL in buffer T. Immune complexes
were then recovered with Staph A for 30 min at 4°C and washed 3 times with buffer T.
The proteins were then eluted in Laemmli buffer and boiled in glycerol at 110°C for 10
min and migrated on SDS-PAGE. Specific signal was then revealed by western-blot or
fluorography.

Tandem Affinity Purification : The tandem affinity purification (TAP) tag was cloned
in frame at the C-terminal end of a cDNA encoding full-length SCL within the MSCV
retroviral vector. Alternatively, the TAP fragment was cloned in an empty MSCV vector
as a negative control for SCL complexes purification. Retroviruses carrying these
constructions were used to infect TF-1 cells, as described above. After 1 week of G-418
selection, the nuclear proteins were extracted as previously described (Krosl et al., 1998)
and dialysed against IPP 100G buffer (10 mM Tris pH8, 100 mM NaCl, 0.1% Triton
100X, 10% glycerol). Nuclear extracts were then subjected to purification with a
protocol adapted from Seraphin’s lab and Coulombe’s lab (Rigaut et al., 1999; Jeronimo
et al.,, 2004). Briefly, SCL-tap nuclear extract and its negative control TAP were
immobilized on IgG beads in IPP 100G buffer for 1 hour at 4°C. The TEV protease was
added overnight to allow release of bound complexes. In the second affinity purification,
the complexes were recover upon binding to calmodulin beads (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) in CBB 100G buffer (10mM Tris pH8, 100mM NaCl 1mM Immidazole,
ImM Mg acetate, 2mM CaCl,, 0.1% Triton, 10% glycerol, 10mM B-mercaptoethanol).
After several washes, the bound proteins were eluted with CEB 100 buffer (10mM Tris
pH8, 100mM NaCl, I1mM Immidazolem 1mM Mg acetate, 2mM EGTA, 10mM B-
mercaptoethanol). One tenth of the TAP eluates was separated by SDS-PAGE and
transferred on PVDF membranes for western blotting with anti-SCL (BTL-73) antibody

in order to confirm the presence of SCL in the final elution. The remaining TAP eluates
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were run in sodium dodecyl sulfate (SDS) gel and silver stained. The major bands were
cut-off from the gel and subjected to in-gel tryptic digestion. The resulting peptides were
separated, ionized and identified by HPLC-ESI-MS/MS analysis.

S Protein Labeling : Transfected BOSC cells were washed two times and starved of
methionine and cysteine for 30 min in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
lacking these nutrients containing 10% dialyzed Fetal Calf Serum (FCS) (MP
Biomedicals, Irvine, CA, USA). The medium was then replaced and *°S-labeled
methionine and cysteine (300 nCi/mL) (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA) were then
added to the medium. The cells were incubated for 7 min in a humidified incubator at
37°C in 5% COz in air. After two washes with cold PBS, the proteins were extracted in
buffer T and immunoprecipitated as described above. The gels were stained with
Coomassie blue, soaked with Amplify (Amersham Biosciences, Piscataway, CA, USA),
dried and detected by fluorography. In vitro translated SCL and SCL-FL were labelled
with *°S-methionine with the TNT coupled reticulocyte lysate system from Promega
(Madison, WI, USA). The IVT’s were then subjected to SDS-PAGE and the dried gels
were then detected by fluorography.

Cycloheximide-Chase : The transfected cells were treated with cycloheximide (100
pg/mL) (Sigma, Milwaukee, WI, USA) for the indicated time periods, washed twice
with cold phosphate-buffered saline (PBS) and instantaneously frozen on liquid
nitrogen. Afterward, the dishes were placed on ice and upon thawing, the proteins were
extracted with buffer N as described above. The supernatant was then subjected to

western-blot analysis.

Antibodies : The membranes were blocked and the antibodies were diluted in 5% dried
milk in TBST (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20), except for
the immunofluorescence assays (PBS with 10 % (blocking) or 1% (antibodies) of NGS).
The mouse monoclonal antibodies SCL(BTL73) and SCL(2TL136) were generously
provided by Dr D. Mathieu (Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier, France).
SCL(BTL73) was diluted 1/1000 for western-blot, 1/100 for immunofluorescence and 5
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pg of both SCL antibodies were used for immunoprecipitations. The E2A(YAE) sc-416
mouse polyclonal antibody, E47(N-649) sc-763X rabbit polyclonal antisbody, E2A(E12)
sc-349 rabbit polyclonal antibody, HEB(A20) sc-357 rabbit polyclonal antibody,
GFP(FL) sc-8334 rabbit polyclonal antibody and RNA Pol. II (N-20) sc-899 rabbit
polyclonal antibody were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). For western-blot, E2A(YAE) and GFP(FL) were diluted at 1 pg/mL, E47(N-647)
at 0.4 pg/mL and HEB(A20) and RNA Pol. II (N-20) at 0.2 pg/mL. For the
immunoflurorescence, E2A(E12) was diluted at 0.6 pg/mL. The mouse antiserum for
PTP-1D/SHP2 MAD # 610622 and SC35 # 5556363 from BD Biosciences Pharmigen
(San Jose, CA, USA) were used for western-blot at dilution of 0.1 pg/mL. The a-
Tubulin monoclonal mouse antibody from Sigma (Milwaukee, W1, USA) was used for
western-blot at dilution of 1/10 000. For Western-blots, the secondary antibodies goat
against mouse [gG(H+L)-HRP Conjugate (170-6516) and goat against rabbit [gG(H+L)-
HRP Conjugate (170-6515) from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) were
diluted at a concentration of 1/50 000. As for the immunofluorescence assays, the
secondary FITC-conjugated goat anti-mouse IgG(H+L) (115-095-100) and Cy3-
conjugated goat anti-rabbit antibodies (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA) were diluted 1/100 and 1/300. For the FACS analysis, the
phycoerythrin-conjugated murine Ter119 antibody (Pharmingen, Mississauga, On,
Canada) was diluted at 1/500 in staining buffer (PBS + 2% FCS).
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RESULTS

2.1 The coexpression of E proteins is essential for SCL

Transcription activation by the SCL complex critically depends on the capacity of SCL
to nucleate a large complex on DNA (Lahlil et al., 2003) and a mutant that fails to
interact with E2A (SCL-FL) is also transcriptionally inactive. To define the importance
of the interaction of SCL with E2A, expression vectors encoding these two proteins
were cotransfected in three different cell lines, NIH-3T3, BOSC and COS cells, and
protein levels were assessed by Western blotting (Figure 1A). In the absence of E2A,
SCL protein levels were at the limit of detection of the assay. However, when E2A was
cotransfected, SCL protein levels increased by 8.9, 3.5 and 7.6 fold in all three cell lines,
respectively, indicating that the effect of E2A was not cell type-specific. Furthermore,
E2A did not influence the expression levels of GFP which was co-delivered with SCL as
a control. These observations indicate that E2A specifically and significantly increased

SCL protein levels.

E2A, a member of the E protein family that also includes HEB and E2-2, codes for two
isoforms, E47 and E12, by alternative splicing. As shown in Figure 1B, the coexpression
of E47, E12 or HEB increased at least 20 times SCL protein levels of. In comparison,
the outcome observed with E2-2 was much more modest. Since the interaction between
SCL and E2-2 is of low affinity, these results suggest that SCL protein levels are
modulated by its heterodimerization with these E proteins, a hypothesis that we directly
addressed using the SCL-FL mutant. This mutant harbours a point mutation in the first
helix of the HLH, and disrupts SCL interaction with E2A. Both wild type and the SCL-
FL mutant were efficiently translated in vitro (Figure 1C). However, when co-
transfected with E2A, the mutation also disrupts the capacity of E2A to increase SCL
protein levels. Together, our results indicate that the heterodimerization between SCL

and E proteins governs their capacity to enhance SCL protein levels.
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All E proteins are expressed in hematopoietic cells (Nicolas Goardon et al., 2006). We
therefore assessed which of these proteins are found in a complex with SCL in TF-1
cells, by co-immunoprecipitation with a monoclonal antibody against SCL (data not
shown) and by mass-spectrometry identification of proteins that co-purify with a TAP-
tagged SCL. As shown in Figure 1 D, HEB, E2A and E2-2 were identified by mass
spectrometry analysis, albeit with noticeable differences. Both the coverage and the
number of peptides recovered were highest for HEB, and lowest for E2-2. These results
suggest that heterodimerization partners that directly associate with SCL in the TF-1
progenitor cell line follow this order: HEB, E2A and E2-2.

2.2 Post-translational regulation of SCL by E2A

To determine whether or not increased protein levels are a consequence of increased
translation, we monitored SCL biosysnthesis by in vivo protein radiolabelling with **S-
labelled methionine and cysteine for a short period of time (7 min), followed by
immunoprecipitation with the monoclonal anti-SCL antibody. In parallel, we also
immunoprecipitated SCL in the absence of radiolabelling as a control. As shown by
Western blotting in Figure 2A, SCL protein levels at steady-state show the same
modulation by E2A whether in the input, or in the immunoprecipitated proteins.
Furthermore, the anti-SCL  antibody immunoprecipitates SCL and co-
immunoprecipitates E2A without bringing down GFP, indicating its specificity. In
parallel, immunoprecipitated proteins that were pulse-labeled by *°S incorporation were
resolved on an SDS gel and exposed to a Phospholmager screen. Surprisingly, despite
differing steady-state protein levels, the radio-labeling of SCL was not affected by E2A,
indicating that E2A does not increase SCL biosynthesis.

To evaluate a potential influence on SCL transcription, we analyzed SCL mRNA levels
by quantitative RT-PCR (Figure 2B) and by semi-quantitative RT-PCR (data not shown)
and show that the mRNA levels of SCL are not significantly increased in the presence or
in the absence of E2A.
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To check if E2A was not simply releasing a sequestered pool of SCL protein already
present in the cell, we used a technique that allows for the extraction of all insoluble
proteins. As shown in Figure 2C, the total protein levels of SCL remained very low in
the absence of E2A and increased 5.9 times on coexpression, consistent with the view
that the effect of E2A was not due to a higher release of SCL from an intracellular pool
(Figure 2C). Finally, the MSCV-LTR has three putative binding sites for the E2A-SCL
heterodimer. To strictly rule out the possibility that the SCL-E2A heterodimer may
increase LTR-dependent transcription, we placed the GFP gene directly under the
control of the LTR in the MSCV vector. As shown in Figure 2C, E2A caused a dramatic
increase in SCL protein levels as expected, while the variations in GFP levels were not
significant. Together, our data are consistent with the view that E2A specifically
increases the steady state levels of SCL without affecting its biosynthesis, and this effect

requires direct protein-protein interaction.

23 E2A has a dual effect on the stability and the cellular localization of SCL

The above observations suggest that the physical interaction between E2A and SCL
could protect SCL from degradation processes that would otherwise deplete its total pool
in the cell. To address this question, we determined the half.life of the SCL protein in
the presence or absence of E2A through cycloheximide-chase. As shown in F igure 3A,
the half life of the SCL protein increased from 6 h to 17 h on co-delivery of E2A
Furthermore, the lower isoform p40 appeared to be more unstable than p42, with a half-
life of 2.6 h. Nonetheless, this isoform was also stabilized in the presence of E2A as its
half-life increased to 10 h. Together, our results indicate that the interaction between
SCL and E2A stabilizes the SCL protein.

To address the possibility that this interaction may also result in more efficient nuclear
localization, we determined the effect of E2A on SCL protein levels in the nucleus and
the cytosol. The relative purity of these fractions is confirmed by the the enrichment for
tubulin in the cytoplasmic fraction and for RNA polymerase II and the SR protein SC35

in the nuclear fraction. As observed above with nuclear SCL, cytoplasmic SCL is
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particularly low in the absence of E2A and increased when its partners is coexpressed
(Figure 3B). Surprisingly, we found that the coexpression of E2A not only raises the
protein levels of SCL in both fractions, but that it also increased by 4.1 fold the nuclear
localization of SCL. The nuclear/cytoplasmic distribution of SCL was further confirmed
by immunofluorescence assays on transfected cells. When SCL is expressed alone, the
fluorescence signal is very faint and it is detected mostly in the cytoplasm. The signal
becomes distributed to the nucleus upon its coexpression with E2A, where both signals
perfectely merge (Figure 4). Our observations therefore suggest that SCL
heterodimerization to E2A results in more efficient nuclear localization and stabilization

of the protein

2.4 E2A and HEB regulate SCL protein levels in vivo and erythroid

lineage outcome.

SCL is essential for the development of the erythroid lineage. Furthermore, our
proteomic analyses of the SCL complex in erythroid cells indicate that both E2A and
HEB are recruited to the complex (Nicolas Goardon et al., 2006). To investigate the
importance of E2A and HEB on SCL levels and SCL function in vivo, we analyzed mice
that are E2A or HEB-deficient. These mice do not come to term and we therefore
analyzed the fetal liver at 14.5 d.p.c., which is the first site of definitive erythropoiesis
during embryonic development. Western-blot analysis of protein extracts from fetal
livers showed a 60% decrease in SCL levels in E2A and HEB knock-out mices (Figure
5).

This decrease in SCL is not due to an imbalance in the cellular composition since the
percentage of Terl119+ erythroid cells in the fetal liver does not show significant
variation between wild-type, heterozygous and knock-out littermates (Figure 6A). In
contrast, the fetal liver was smaller and the total number of erythroid cells per embryo
showed a 2 to 6 fold reduction when compared to wild type embryos. To determine
whether the decrease in erythroid cell output is due to an intrinsic defect in erythroid

progenitors or a non-cell autonomous defect, we quantified the frequency of
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hematopoietic progenitors in the fetal livers, through methylcellulose culture (Figure
6B). E2A deficiency significantly impaired the frequency of erythroid progenitors
(BFU-E) in the fetal liver without affecting the frequency of granulocyte macrophage
progenitors (CFU-GM).

Together, our data indicate that E2A deficiency impairs SCL protein levels and the
generation of erythoid progenitors, causing a quantitative reduction in erythroid cell

output without affecting their maturation to TER119 positive cells.
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DISCUSSION

In the present study, we provide evidence that E proteins influence the fate of the SCL
protein and erythroid lineage outcome. We show that the interaction between SCL and

E2A or HEB is essential for SCL expression and function in the developing embryo.

Transcription factors of the bHLH family have been shown to determine cell fate. Thus,
SCL is essential for the formation of erythroid cells (Robb et al., 1995; Mikkola et al.,
2003; Hall et al., 2003), MyoD for muscle development (Weintraub et al., 1991) and
E2A for B lineage cells (Zhuang et al., 1996, Murre, 2000). SCL determines erythroid
cell fate by driving the expression of erythroid genes such as glycophorin A (Lahlil et
al., 2003), band 4.2 (Xu et al., 2003) and globin genes (Elefanty et al., 1997; Goardon et
al., 2002), as well as cell cycle genes (Nicolas Goardon et al., 2006), in addition to
specifying cell survival (Martin et al., 2004). SCL therefore, fulfills the role of a master
regulator of the erythroid lineage. The regulation of SCL expression is therefore critical
in shaping the erythroid lineage and has been investigated intensively at the
transcriptional level (Lecointe et al., 1994; Leroy-Viard et al., 1994; Gottgens et al.,
2000; Courtes et al., 2000; Gottgens et al., 2002). Whether or not SCL is regulated at the
post-transcriptional level remains to be documented. SCL requires interaction with E2A
to bind DNA at specific E boxes (Hsu et al., 1991) However, previous work suggests
that SCL can regulate transcription in the absence of direct DNA binding, via the
nucleation of a large transcription complex that is tethered to DNA by GATA sites and
GC boxes (Lecuyer et al., 2002; Lahlil et al., 2003; Xu et al., 2003). In this context, SCL
still requires heterodimerization with E proteins, since a mutant that is unable to form
heterodimers also fails to activate transcription (Lecuyer et al., 2002). Here we show that
E proteins are essential heterodimers that stabilize the SCL protein in vivo. Furthermore,
heterodimerization with E proteins also increases SCL nuclear localization. These
observations are reminiscent of the heterodimerization of MyoD with E2A (Lingbeck et
al., 2005) and suggests that post-translational regulation via protein-protein interaction

may be more general than anticipated in gene expression and cell fate determination.
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Not all E proteins are equal dimerization partners, and the specificity of interaction has
been attributed to residues within the HLH. Indeed, E2-2 has low affinity for SCL and
associates with higher affinity to Id2 and MyoD (Goldfarb et al., 1996). Consistent with
this low affinity interaction, the recovery of E2-2 in our proteomics analysis of tandem
affinity purified SCL was lower than that of E2A and HEB, and the enhancing effects of
E2-2 on SCL protein was also much lower. Furthermore, although the effects of HEB,
E12 and E47 on SCL protein were indistinguishable, there were mild differences in their
abundance as assessed by mass spectrometry analysis and biological outcome. Indeed,
the relative abundance of E2A in complex with SCL was somewhat lower than that of
HEB, and the deficiency in E2A also had a more modest effect on TER119 cells. This
difference is likely to reflect the relative expression of E2A and HEB in the erythroid
lineage. Finally, in the absence of E2A or of HEB in fetal liver cells, some SCL protein
was still detected and erythropoiesis still takes place in the fetal liver, albeit at reduced
levels, while the absence of SCL causes a complete deficiency in erythroid lineage cells.
These observations are in good agreement with our proteomics analysis, indicating that
both E2A and HEB associate with SCL in erythroid cells and probably have overlapping

and redundant functions as SCL partners.

Transcription regulation by SCL requires the nucleation of a multiprotein complex that
functions in an all or nothing fashion, through a mechanism that we refer to as
coincidence detection, in which the simultaneous presence of all partners is essential for
transcription to occur (Lecuyer et al., 2002; Lahlil et al., 2003). In this complex, each
protein partner contributes specific functions, GATA factors tether the complex to DNA,
SCL and LMO?2 are required for protein-protein interaction and E2A or HEB contribute
their activation domains. The present study unravels a novel role for the E2A/HEB

transcription factor in stabilizing the SCL protein and favoring its nuclear localization.
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FIGURES

Figure 1. E2A and HEB are essentials partners for SCL. (A) Effect of E2A on the
protein levels of SCL. NIH 3T3, BOSC and COS cells were transfected with the
indicated expression vectors (10 pg each in 10 cm culture dish). Nuclear extracts (10 pg)
were immunoblotted with the antibodies shown on the right. (B) Effect of different E
proteins. Nuclear extracts (10 pg) of transfected NIH 3T3 cells were immunoblotted as
above. Arrows point to specific signal, the star in the E2A(YAE) panel indicate the
remaining signal of the previous E2A (E12) blot. (C) Effect of E2A on the SCL-FL
mutant. The SCL-FL mutant harbours point mutations in helix 1 which disrupt its ability
to interact with E2A. Immunoblotting was performed with 20 pg of nuclear extracts
from transfected NIH 3T3. SCL and SCL-FL were in vitro translated with of **S- Met,
resolved by SDS-PAGE and revealeded by autoradiography.

Figure 2. E2A does not perturb the biosynthesis of the SCL protein. (A) Effect of
E2A on the biosynthesis of SCL. BOSC cells were transfected with the indicated
expression vectors (10 pg each in 10 cm culture dish). For radiolabelling, cells were
incubated with *°S-labeled amino acids. In parallel, control cells were transfected
without radiolabelling. The lysates were immunoprecipitated with the antibodies as
shown (IP), resolved by SDS-PAGE and detected by autoradiography (left panel) or by
Western-blot with the indicated antibodies (right panel). Arrows point to specific
signals. (B) Effect of E2A on SCL RNA level. BOSC cells were transfected with the
indicated expression vectors and analyzed for SCL expression by quantitative RT-PCR.
Data shown are normalized to the levels of co-transfected GFP and the endogenous S14
levels. (C) Effect of E2A on total protein levels of SCL. Hot Laemmli buffer extracts of
BOSC (10 pg) transfected with the indicated expression vectors (10 pg in 10 cm culture
dish) were immunoblotted with the antibodies as shown. (D) Specificity of the effect of
E2A. The coexpression of E2A has no effect on a control protein (GFP) cloned in the
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same expression vector as SCL. Transfection, nuclear extracts (10 pg) and

immunoblotting as in Figure 1B.

Figure 3. E2A stabilizes and affects the cellular distribution of SCL. (A) Effect of
E2A on the half-life of SCL. BOSC cells were transfected with the indicated expression
vectors and treated with cycloheximide (100 pg /mL) for the indicated times. Nuclear
extracts (10 pg) were immunoblotted with the antibodies as shown. (B) Effect of E2A
on the localization of SCL. Total, cytoplasmic and nuclear extracts of transfected BOSC
(20 pg) were immunoblotted as in panel A. SC35 and RNA Pol. II served as nuclear
markers and Tubulin as a cytoplasmic marker of the fractionation. The signal of SCL

was normalized on GFP levels before calculating of the nuclear-cytoplasmic ratio.

Figure 4. Coexpression of E2A increases SCL nuclear localization. (A) BOSC cells
transfected with the indicated expression vectors (1750 ng each in 60 mm culture dishes)

were subjected to immunofluorence assays with the indicated antibodies.

Figure 5. In vivo disturbance of SCL levels in E2A and HEB knock-out mice. (A)
E2A and HEB genetic deletion perturbs the protein levels of SCL. Fetal livers from
E14.5 embryos were dissected and disaggregated into single-cell suspensions. The cells
were lysed with RIPA buffer and 50 pg were immunoblotted with the indicated
antibodies. (B) SCL protein levels were normalized to those of PTP-1D and the median

of the control group (+/+) was taken as 1.

Figure 6. E2A and HEB deficiency perturbs erythroid lineage cells. (A) Decrease in
Ter119+ cells per embryo caused by E2A and HEB deficiency. Single-cell suspensions
from E14.5 fetal livers were quantified for the number of Terl 19+ by flow cytometry
analysis. (B) Specific decrease in erythroid (BFU-E) colonies caused by E2A deficiency
(left). Granulocyte macrophage (CFU-GM) colonies were not affected (right).
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DISCUSSION

L’hématopoiese est un systéme hiérarchique ou 1’auto-renouvellement, la différenciation
et 'arrét de la prolifération des cellules souches hématopoiétiques (HSC) sont des
processus gouvernes par une combinaison de signaux environnementaux et de facteurs
de transcription tissu-spécifiques. Le facteur bHLH hémato-spécifique Stem Cell
Leukemia (SCL) fait partie de cette famille de régulateur clé de I’hématopoiése
(Shivdasani et al., 1995a; Robb et al., 1996; Mikkola et al., 2003). En effet, I’expression
erronée dans le compartiment lymphoide de ce facteur de transcription suite a des
translocations chromosomiques est 1’une des étapes menant a la transformation
leucémique des cellules T (Begley and Green, 1999). Normalement, 1’expression de
SCL est limitée aux HSC, aux progéniteurs multipotents ainsi que dans la lignée
érythroide dans les érythroblastes, les mégakaryocytes et les mastocytes. SCL y assure
un role dans la spécification et 1’établissement du systéme hématopoiétique ainsi que
dans les choix de lignée pendant la différenciation érythrocytaire et mégacaryocytaire
(Kallianpur et al., 1994; Elefanty et al., 1998; Akashi et al., 2000). La régulation de ce
facteur de transcription est capitale, mais la connaissance de ces différents mécanismes

demeure encore tres superficielle.

De nombreuses études avaient entrepris de décrire les différents mécanismes de
régulation de SCL, tant au niveau transcriptionnel, traductionnel que post-traductionnel.
La présente étude vient suggérer 1’existence d’un nouveau mode de régulation du facteur
de transcription bHLH SCL par ses partenaires d’interaction E2A et HEB. Ainsi, la
coexpression des protéines E2A et HEB augmente les niveaux protéiques de SCL. Cette
augmentation de la stabilit¢ de SCL corréle avec une augmentation de sa localisation
nucléaire. Ce mécanisme de régulation entre partenaires d’un méme complexe
transcriptionnel semble également présent dans les souris. La délétion génique d’E2a et
Heb induit une diminution sévére des niveaux protéiques de SCL, une diminution de la

population érythroide et de leurs progéniteurs dans le foie feetal embryonnaire. Ce travail
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constitue donc la premiére étude sur la fonction régulatrice des protéines E, notamment

E2A et HEB, sur le facteur de transcription SCL.

3.1 La régulation transcriptionnelle

Les différences phénotypiques observées entre chacunes des lignées hématopoiétiques
sont dues en grande partie a des différences dans 1’expression de certains génes. Les
cascades de signalisation induites par des cytokines ou autres événements intra-
cellulaires entrainent la formation dans le noyau de complexes de facteurs de
transcription responsables de 1’activation spécifique de programmes génétiques. Ces
complexes s’associent spécifiquement sur les promoteurs ou sur les enhancers dans les
régions accessibles de la chromatine. Selon le ratio des différents cofacteurs activateurs
ou inhibiteurs liés par ces complexes, la machinerie de base de transcription est & son
tour recrutée sur le promoteur. La polymérisation de ribonucléotides en ARN messager
complémentaire & I’ADN génomique est assurée par I’ARN polymérase II en
collaboration avec ses nombreux partenaires d’initiation de la transcription dont TBP et
les TAF (Pugh, 2000). L’ARNm peut également subir différentes modifications par

épissage alternatif d’exons.

SCL joue un role crucial dans la hiérarchie hématopoiétique. La régulation
transcriptionnelle de ce géne au niveau de ses séquences régulatrices, promoteurs,
enhancers et silencers a été étudiée in vitro et in vivo, par transgeneése. De nombreuses
études portant sur les éléments de régulation du géne Sc/ ont permis d’identifier des
séquences promotrices en 5’ du géne Scl, soit dans I’exon 1a (-187, +26) et dans I’exon
1b (+209, +353) possédant des activités spécifiques et distinctes en fonction du contexte
cellulaire (Aplan et al., 1990; Bockamp et al., 1995). De plus, plusieurs éléments en cis
assurent une régulation positive de I’expression du géne Sc/ dans le compartiment
hématopoiétique. Le promoteur de 1’exon la est notamment activé grice a sa
collaboration avec un enhancer en 3’ (+18/19 Kb) qui permet de réguler I’expression de
Scl dans les cellules érythroides et mastocytaires grice 8 GATA-1 (Gottgens et al.,
1997). De plus, un enhancer en 5’ (-3.2 Kb) dirige I’expression de Sc/ dans les
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progéniteurs hématopoiétiques et dans 1’endothélium (Gottgens et al., 2004). Des études
effectuées au laboratoire sur le promoteur de 1’exon 1a nous ont permis d’observer que
I’expression de SCL dans la lignée érythroide était régulée par OTX-1, un membre de la
famille bicoide & homéodomaine, ainsi que par la protéine a doigt de zinc GATA-1
(Martin et al., En préparation). Le promoteur de ’exon 1b est, quant a lui, plutét actif
dans les cellules myéloides et mastocytaires ou il est activé par PU.1, SP1 et SP3 (Aplan
et al., 1992b; Gottgens et al., 1997; Bockamp et al., 1997; Bockamp et al., 1998).
Comme nous venons de le voir, plusieurs éléments de régulation assurent 1’expression
appropriée de SCL pour permettre a celui-ci d’activer spécifiquement des patrons de

genes impliqués dans différents aspects de 1’hématopoiése.

Malgré le fait qu’une grande partie de la régulation de SCL se fasse de fagon
transcriptionnelle, 1’effet de E2A sur les niveaux protéiques de SCL n’est pas dd a une
augmentation des niveaux d’ARNm de SCL lorsqu’ils sont coexprimés de maniére
ectopique dans un systéme hétérologue (Figure 2). Ce systéme a comme avantage
principal d’éviter les mécanismes endogénes de régulation transcriptionnelle de SCL. De
plus, méme si le vecteur dans lequel SCL est cloné présente des sites de liaison putatifs
pour le dimere SCL-E2A, E2A ne semble pas étre en mesure d’augmenter la
transcription de I’ARNm. Ces résultats m’ont donc amenée a investiguer 1’effet d’E2A

au niveau de la régulation traductionnelle.

3.2 La régulation traductionnelle

Un des mécanismes utilisés par les eucaryotes pour réguler 1’expression des genes est le
contréle de la traduction. La régulation traductionnelle est importante puisqu’elle joue
un réle critique dans la croissance cellulaire, la prolifération et le développement. Ce
mode de régulation permet une réponse rapide aux besoins cellulaires sans passer par la

transcription (Gingras et al., 1999).

Cette régulation traductionnelle peut étre effectuée a chacune des étapes, soit pendant

I’initiation, 1’élongation et la terminaison. Cependant, celle-ci se fait principalement
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pendant 1’initiation lors du recrutement des ribosomes sur le codon d’initiation d’un
ARNm donné. En effet, les éléments de régulation en cis de ’ARNm permettent de
moduler efficacement la traduction grace aux séquences flanquant le codon d’initiation,
a la structure secondaire du 5’-UTR, les cadres de lecture ouverts en amont (uORF,
upstream Open Reading Frames), les sites de liaison spécifiques & certaines protéines
régulatrices, les motifs d’oligopyrimidines (TOP) adjacents & la coiffe m7GpppX de
I’ARNm ainsi que les sites internes d’entrée des ribosomes (IRES, Internal Ribosome
Entry Sites) (Pelletier and Sonenberg, 1985; Cigan et al., 1988; Kozak, 1989; Jackson
and Kaminski, 1995; Hentze and Kuhn, 1996; Belsham and Sonenberg, 1996).

L’initiation de la traduction consiste donc en plusieurs étapes séquentielles catalysées
par les protéines elF (Eukaryotic Initiation Factor). Tout d’abord, le complexe ribosomal
80S préexistant se dissocie, grace a liaison de elF6 a la sous-unité 60S et a la liaison de
elF3 et eIF1A a la sous-unité 40S. La deuxiéme étape consiste en la liaison du complexe
elF2-GTP-Met-tRNA a la sous-unité 40S pour former le complexe de pré-initiation 43S.
Grice a la collaboration des elF4 et a I’hydrolyse d’ATP, ce complexe peut alors se
déplacer progressivement vers 1’extrémité 3’ et se lier sur le 5’UTR (upstream translated
region) de ’ARNm. Un complexe initiateur 48S est alors formé sur le codon de départ.
Les facteurs d’initiation associés au complexe sont alors relachés grace a [’activité
GTPasique d’elF2 lui-méme activé par elF5. La sous-unité 60S est alors recrutée,

permettant ainsi le début de 1’élongation du polypeptide (Gingras et al., 1999).

La régulation traductionnelle des isoformes de plusieurs facteurs de transcription tels
que GATA-1, C/EBPa et C/EBPP est capable d’affecter la prolifération et la
différenciation de manicre décisive. Ces derniéres recrutent différentiellement des
protéines de remodelage de la chromatine et de facteurs de transcription (Calligaris et
al., 1995; Kowenz-Leutz and Leutz, 1999; Calkhoven et al., 2000; Pedersen et al., 2001).
Ainsi, la régulation de la traduction des ARNm encodant les facteurs de transcription

cruciaux pour I’hématopoiese est importante pour maintenir I’homéostatie cellulaire.
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Or, SCL n’échappe pas a ce type de régulation. Plusieurs isoformes de tailles différentes
sont produites a partir d’un méme ARNm contenant 1’entiére séquence codante de SCL
(Pulford et al 1994). Les isoformes de pleine longueur ou encore tronquées dans
I’extrémité amino-terminale sont exprimées différentiellement dans les différentes
lignées hématopoiétiques et influencent la spécification et la différenciation de certaines
lignées. En effet, au cours de la différenciation érythroide, les régulateurs de I’initiation
de la traduction eIF2 et elF4E sont activés résultant en 1’augmentation de la traduction
d’isoformes plus courtes de SCL (Calkhoven et al., 2003). De plus, I’expression
ectopique d’isoformes pleine longueur de SCL dans des lignées cellulaires ou des
cellules primaires montre respectivement une forte augmentation du marqueur
mégacaryocytaire CD41a ainsi qu’une augmentation du nombre de colonies poussant en
milieu semi-solide. Ces données indiquent donc que les longues isoformes favorisent
préférentiellement la mégacaryopoiése contrairement aux isoformes tronquées de SCL

(Calkhoven et al., 2003).

Des résultats obtenus dans notre laboratoire ont permis de révéler que I’EPO qui induit
la différenciation érythroide cause une augmentation de la traduction de ’ARNm de
SCL. En effet, I’induction de SCL correle avec la liaison d’eIF4E et elF4G ainsi que
I’association des ribosomes sur la coiffe de ’ARNm de SCL (Lahlil et al.,, En
préparation). Par contre, mes résultats montrent que I’effet d’E2A sur SCL ne se fait pas
par une augmentation de la traduction (Figure 2). Cette observation m’a amenée a

considérer que I’effet des protéines E pourrait se faire au niveau post-traductionnel.

33 Les modifications post-traductionnelles

Les facteurs de transcription subissent de nombreuses modifications chimiques qui
peuvent étre cotraductionnelles et se produisent alors que la traduction se poursuit
encore et que le peptide naissant est encore attaché au ribosome. Ensuite, les
modifications post-traductionnelles proprement dites ont lieu soit dans la cellule, dans
les organelles ou hors de la cellule. Elles consistent en I’ajout ou le retrait de différents

groupements  chimiques (acétylation, amidation, biotinylation, carboxylation,
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hydroxylation, méthylation, phosphorylation, sulfatage), d’acides gras (acylation,
glypiation, isoprénylation, S-acylation, myristoylation), de glucides simples ou
complexes (c-mannosylation, poly-ADP-ribosylation, acétylglucosamination) ou encore
de polypeptides (ubiquitination, sumoylation, neddylation). Ces modifications
covalentes sont des méthodes simples et efficaces employées par la cellule pour modifier
les propriétés et la conformation des protéines. Ces modifications post-traductionnelles
peuvent servir (1) a la régulation de l'activité des protéines, (2) a leur étiquettage pour
qu'elles soient reconnues par des partenaires métaboliques ou par des systémes de
dégradation, (3) a les ancrer dans une membrane, (4) a les faire participer a des cascades
de signalisation, (5) a leur adressage pour qu'elles se rendent au bon endroit dans la
cellule, (6) a définir une identité immunologique, etc. Il est également possible de
considérer le clivage protéolytique comme un éveénement post-traductionnel important

dans la régulation de 1’activité d’un facteur de transcription (Mann and Jensen, 2003).

La phosphorylation de SCL a été observée sur les sérines 122 et 172, grace a ’activité
catalytique d’ERK-1 et de la PKA. Cette phosphorylation altére 1’affinité de SCL envers
ses différents sites de liaison a I’ADN. La phosphorylation de SCL peut notamment étre
induite dans des précurseurs érythroides suite a une stimulation a I’EPO (Cheng et al.,
1993a; Wadman et al., 1994; Prasad and Brandt, 1997; Tang et al., 1999). Dans des
thymocytes immatures exprimant le pré-TCR, 1’expression ectopique de Notch3 induit
I’expression et la phosphorylation de SCL de fagon aberrante, ainsi que la prolifération
de ces cellules. Celle-ci est dépendante de I’activité de SCL et semble passer par
I’expression de la cycline D1, un géne cible impliqué dans la régulation du cycle
cellulaire. Cette régulation de I’activité de SCL par phosphorylation passe par la voie de

signalisation d’ERK qui se trouve en aval du pré-TCR (Talora et al., 2005).

Il a aussi été montré que SCL peut s’associer avec des co-activateurs ou co-répresseurs
transcriptionnels, comme p300 et P/CAF. L’association de P/CAF a SCL entraine son
acétylation sur un motif riche en lysines dans la région de la boucle, ce qui augmente la
liaison de SCL a I’ADN tout en diminuant son affinité pour son co-répresseur mSin3A.
Cette acétylation de SCL aussi été montré pour promouvoir la différenciation érythroide

(Huang et al., 2000).
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Comme nous venons de le voir, I’activité de SCL peut étre régulée par différentes
modifications post-traductionnelles. Il est donc possible d’imaginer qu’E2A pourrait
permettre le recrutement de nouveaux partenaires qui modifieraient covalemment SCL.
Cependant, aucune modification dans le poids moléculaire de SCL n’est visible par
western-blot (Figure 1). Pour obtenir une réponse plus sensible, la technique d’analyse
par spectrométrie de masse suite a une purification de la protéine SCL permettrait de
révéler les modifications post-traductionnelles de SCL en comparant les diffférents
temps de vol (TOF, Time-of-Flight) des peptides SCL avec des bases de données. Cette

avenue reste donc a étre explorée...

3.4  Les interactions protéiques

L’activité d’un facteur de transcription peut également étre régulée grace aux protéines
avec lesquelles il interagit. Selon le contexte cellulaire, la présence de cofacteurs peut
moduler I’activité des facteurs de transcription en permettant une synergie entre les
différents partenaires. A 1’opposé, il arrive parfois que des partenaires de haute affinité
agissent en dominant-négatifs en séquestrant le facteur de transcription en question hors
d’un complexe. Lorsque SCL est surexprimé dans les thymocytes en différenciation, ce
bHLH peut également réprimer 1’activité transcriptionnelle des dimeres E2A-HEB. En
effet, la présence de SCL affecte le dosage des protéines E, empéchant ainsi 1’expression
du géne pTa qui est essentiel a la différenciation des thymocytes (Tremblay et al.,
2003). Les protéines Id jouent également ce réle dominant-négatif puisqu’elles ne sont
composées que d’un domaine bHLH qui vient titrer les autres bHLH de classe I et 11
hors de leurs cibles sur I’ADN (Rivera and Murre, 2001). La régulation des bHLH est
donc trés importante pour favoriser la survie, de la prolifération, de la différenciation de

nombreuses lignées hématopoiétiques.

En caractérisant les interactions entre les partenaires du complexe SCL, j’ai pu montrer
que la coexpression d’E2A est essentielle pour détecter la protéine SCL. De plus, E2A
semble causer cet effet grace a son interaction avec SCL puisque les niveaux protéiques

d’un mutant ponctuel de SCL incapable d’interagir avec E2A ne sont pas influencés par
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E2A (Figure 1). A la lumiére de ces résultats, nous pouvons émettre I’hypothése selon
laquelle D’interaction physique entre les facteurs de transcription nécessaires a la
formation du complexe SCL permet leur régulation mutuelle. L’augmentation de la
stabilité du facteur de nucléation d’un complexe transcriptionnel essentiel a la régulation
de génes hématopoiétiques par la présence de ses partenaires permettrait une utilisation
trés efficace des ressources dans la cellule ainsi qu’une augmentation de ’efficacité du

complexe.

De plus, les deux isoformes du géne E2a, E12 et E47 ainsi que HEB permettent
d’augmenter les niveaux protéiques de SCL (Figure 1). Cet effet était quelque peu
prévisible puisque les protéines E2A et HEB sont trés homologues tant au niveau
structurel que fonctionnel (Vervoort and Ledent, 2001; Ledent et al., 2002) assurant leur
redondance fonctionnelle. En effet, ’insertion du géne Heb dans le locus du géne E2a
chez la souris permet de substituer parfaitement les fonctions de ce dernier dans le choix
et la différenciation de la lignée B ainsi que de sauver la létalité associée a 1’absence du
géne E2a (Zhuang et al., 1998). Nous avons cependant noté que la coexpression d’E2-2
n’avait aucun effet sur SCL. Ceci pourrait s’expliquer par une faible affinité
d’interaction entre ces deux facteurs de transcription. En étudiant 1’affinité entre
différents bHLH par criblage double-hybride chez la levure, il a été possible de montrer
qu’E2-2 se liait avec une affinité beaucoup plus forte avec 1d2 et MyoD qu’avec SCL.
IIs ont réussi a augmenter I’affinité de SCL pour E2-2 en mutant certains résidus
conservés chez les partenaires de fortes interactions (Goldfarb et al., 1996).
Contrairement & E2A et HEB, E2-2 n’a peut-étre pas un grand rdle & jouer envers les
niveaux protéiques de SCL in vivo, puisqu’il est trés faiblement détecté par
spectrométrie de masse lors de la purification par affinité en tandem (TAP) de SCL,
contrairement a8 E2A et HEB (Figure 1). Bref, les protéines E2A et HEB semblent avoir

un effet spécifique sur les niveaux protéiques de SCL grace a leur interaction physique.
3.5 La stabilité protéique

La cellule a développé un mécanime de dégradation spécifique de certaines protéines

afin de moduler leur temps d’action en fonction du contexte cellulaire. Le protéasome



88

268 dégrade spécifiquement les protéines poly-ubiquitinées. L'ubiquitine est une petite
protéine de 76 acides aminés qui est ajoutée sur des résidus lysines ou a I’extrémité
amino-terminale des protéines cibles. En se liant successivement sur la lysine K48 de
I’extrémité carboxy-terminale de la précédente, elles forment une longue chaine qui
permet l'accostage de la protéine sur des sites de reconnaissance localisés sur la particule
régulatrice du protéasome 26S. La protéine est ensuite déroulée par des ATPases avant
d’étre dégradée (Welchman et al., 2005; Devoy et al, 2005) Le processus
d'ubiquitination est effectué par trois complexes enzymatiques, en commengant avec une
enzyme activatrice E1, une enzyme de conjugaison E2 qui fournit 'ubiquitine et une
ligase E3 qui permet 1’association a la cible et la spécificité d’action. De plus, une
enzyme E4 semble faciliter I'allongement de la chaine poly-ubiquitine (Hershko et al.,
1983).

La régulation du facteur de transcription NFkB est un exemple classique de régulation
fonctionnelle par ubiquitination et dégradation par le protéasome. En effet, NFkB est
normalement maintenu dans le cytoplasme par son association avec le répresseur IkB.
Suite a un signal pro-inflammatoire approprié, IkB est phosphorylé le rendant apte a
’'ubiquitination. Suite a la dégratation de ce répresseur par le protéasome, NFkB peut
alors migrer vers le noyau et lier spécifiquement 'ADN (Magnani et al., 2000). Le
protéasome vient donc jouer un grand r6éle au niveau du contrle des facteurs de

transcription.

Moduler la stabilité des facteurs de transcription est 1’un des parameétres essentiels
permettant d’assurer la régulation appropriée des génes cibles. Mon étude montre que la
dimérisation entre E2A et SCL permet d’augmenter la demi-vie du facteur de
transcription hémato-spécifique SCL, et ce plus particuliérement pour 1’isoforme p40
comparativement a p42 (Figure 3). Cette modulation de la stabilité entre partenaires d’un
méme complexe est trés intéressante puisque SCL est le facteur de nucléation du

complexe, ce qui permet donc d’en moduler I’activité transcriptionnelle.
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A premiére vue, nous pouvons émettre I’hypothése qu’E2A protégerait SCL de la
dégradation par le protéasome. En effet, la dimérisation entre SCL et E2A pourrait
permettre de cacher certains sites sensibles a des modifications post-traductionnelles qui
favoriseraient la dégradation de SCL. Cette interaction pourrait également modifier la
conformation tri-dimensionnelle de SCL. En effet, il a déja été montré que SCL
nécessite la présence d’E2A pour lier I’ADN malgré le fait qu’il posséde un domaine de
liaison & I’ADN (Lecuyer et al, 2002). Cette interaction pourrait causer des
changements allostériques dans cette région de la protéine pour lui permettre de remplir

sa fonction de liaison 4 I’ADN.

De plus, la présence d’E2A pourrait permettre le recrutement d’autres protéines au sein
du complexe qui viendraient moduler la stabilité de SCL. Ainsi, la différence de stabilité
observée entre les isoformes p40 et p42, qui ne différent que par I’extrémité amino-
terminale, pourrait peut-étre s’expliquer par la capacité de p42 a recruter des partenaires
différents de p40. Des essais de criblage double-hybride chez la levure ont montré que
SCL peut lier la sous-unité p44 du facteur basal de transcription TFIIH (Zhao and Aplan,
1999). L’activité E3 ubiquitine-ligase de la sous-unité p44 a déja été montrée chez la
levure pour réguler la réponse trancriptionnelle suite 4 un dommage a I’ADN (Takagi et
al., 2005). I serait donc possible que les niveaux protéiques trés bas de SCL en absence
d’E2A soient di a une ubiquinitation de SCL par p44 causant sa dégradation par le
protéasome. Cependant, I’interaction entre SCL et p44 n’est pas affectée par la présence
d’E2A (Zhao and Aplan, 1999), mais ce dernier pourrait affecter le recrutement de

cofacteurs nécessaires a la dégradation de SCL.

Plusieurs techniques pourraient nous aider a identifier ces nouveaux partenaires qui
aideraient a augmenter la stabilité de SCL en présence d’E2A. Des études d’interactions
protéiques par criblage double-hybride chez la levure ou encore de purification d’affinité
en tandem (TAP) permettraient d’identifier ces nouveaux partenaires. De plus, suite a
des analyses in silico de bases de données, des candidats potentiels pourraient étre

confirmés par immunoprécipitation ou encore par pull-down.
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Nous sommes présentement a vérifier si les niveaux protéiques de SCL sont protégés par
E2A d’une dégradation par le protéasome. En traitant les cellules transfectées avec des
inhibiteurs du protéasome, tel que le MG132 ou la lactacystine, il sera possible de
vérifier I’accumulation de SCL par western-blot en absence de E2A. Le rdle potentiel du
protéasome dans la stabilité de SCL est une éventualité tout a fait possible. Suite a4 un
stimuli angiogénique d’hypoxie dans une lignée de cellules endothéliales, il a déja été
montré que SCL subit une phosphorylation par la MAPK sur la sérine 122, suivi d’une
poly-ubiquitination entrainant sa dégradation par le protéasome (Tang et al., 2002). De
plus, le réle stabilisateur d’E2A sur les niveaux protéiques d’un autre bHLH de classe 11,
soit le facteur de transcription MyoD a été montré récemment. La coexpression de
bHLH de classe I permettait également d’augmenter significativement la demi-vie de
MyoD en empéchant sa dégradation par le protéasome. (Lingbeck et al., 2005) Comme
SCL et MyoD sont tous les deux des facteurs de trancription bHLH d’expression tissu-
spécifique, il est fortement probable que le protéasome régule les niveaux protéiques de

SCL et que le role d’E2A en soit de protéger contre ce mécanisme de dégradation.
3.6  Le transport intra-cellulaire

Les cellules eukaryotes sont équipées de machineries responsables du transport d’une
vaste quantité de molécules entre le cytoplasme et le noyau. La circulation des protéines
et des complexes ARN-protéines est essentielle pour qu’ils puissent s’acquitter de leurs
taches normales dans la cellule. Des récepteurs de transport nucléaire transloquent leur
cargo a travers les pores nucléaire (NPC, Nuclear Pore Complex), des méga-structures
protéiques. Les protéines transportées par cette machinerie nucléo-cytoplasmique sont
identifiées par les signaux de localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localization Signal).
Ces signaux consistent généralement en une courte séquence retrouvée n’importe ol
dans la séquence de la protéine (souvent entre 4 et 8 acides aminés) souvent riche en
acide aminés chargé positivement (lysine, arginine) et parfois en prolines. Le transport
nucléaire actif débute par la fixation de la protéine possédant un NLS sur la protéine
adaptatrice importine—a, qui peut alors reconnaitre son récepteur, l'importine—f8 ainsi

que la protéine RanGDP (Weis, 1998; Dingwall and Laskey, 1998; Gorlich, 1998). Ce
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complexe se fixe ensuite sur une séquence riche en phénylalanine et glycine des
nucléoporines situées a ’interface cytoplasmique du NPC. Aprés avoir été transporté
dans le nucléoplasme, le complexe récepteur-adaptateur est libéré du cargo par un
mécanisme allostérique grace a la liaison de RanGTP facilitée par RanGEF (Ran-GTP

Exchange Factor) (Nakielny and Dreyfuss, 1999).

Les protéines destinées a sortir du noyau portant une courte séquence d’export nucléaire
(NES, Nuclear Export Signal) riche en leucine ou autre résidus hydrophobiques sont
reconnues par les exportines en fixant le RanGTP. Le processus d'exportation s'effectue
selon des principes qui sont trés proches de ceux des processus d'importation. Dans le
cytoplasme, le complexe se fixe 8 RanGAP (Ran-GTPase Activating Protein) qui
hydrolyse RanGTP en RanGDP et P;. Ceci entraine la dissociation du complexe et le
relarguage du cargo dans le cytoplasme. Le transport nucléaire est donc une suite
d'importation et d'exportation de protéines qui sont gouvernées par un gradient de

RanGDP / RanGTP entre le cytoplasme et le noyau. (Nakielny and Dreyfuss, 1999)

Les expériences que j’ai réalisées dans le cadre de mon projet m’ont permis de montrer
que la localisation subcellulaire de SCL est influencée par la coexpression d’E2A. En
effet, SCL est exprimé a de trés faibles niveaux dans le cytoplasme, alors qu’il se
retrouve fortement exprimé dans le noyau en présence d’E2A (Figure 3 et 4). Il n’est pas
impossible d’imaginer que la présence d’E2A pourrait stabiliser les niveaux protéiques
de SCL en I’excluant d’un compartiment cellulaire ou il pourrait se lier & des partenaires
favorisant sa dégradation. Il a déja été démontré que SCL posséde un signal de
localisation nucléaire (NLS) putatif dans son domaine basique (Goldfarb and
Lewandowska, 1994). Lorsqu’il est trés fortement exprimé dans une lignée cellulaire
hétérologue, la délétion de ce domaine empéche SCL de se localiser dans le noyau. De
plus, la coexpression de son partenaire d’hérétodimérisation E2/5, une autre isoforme du
geéne E24, permet de restaurer la présence de ce mutant dans le noyau (Goldfarb and
Lewandowska, 1994). Le méme phénoméne a déja été observé dans le cas de MyoD et
E2A. En plus d’éviter une dégradation par le protéaome, MyoD peut étre également

transporté au noyau grice a son interaction avec E2A, particuliérement lorsque son NLS



92

est muté. (Lingbeck et al., 2005) Ces données suggerent donc que la dimérisation des
facteurs de transcription bHLH pourrait s’établir dans le cytoplasme, avant leur
localisation dans le noyau. Pour caractériser un peu plus le mécanisme de transport de
SCL vers le noyau, il serait possible de traiter les cellules avec différents inhibiteurs de
certaines voies de transport, tel que la leptomycine B (LMB) qui inhibe le transport par
la voie CRM-1 (Fornerod et al., 1997; Stade et al., 1997).

3.7  Les implications in vivo

Les résultats que j’ai obtenus dans le cadre de mon projet de maitrise contribuent donc
continuer la réflexion sur I’importance de la fonction de SCL. Comme nous I’avons vu
précédemment, SCL joue un réle clé dans la nucléation d’un complexe d’activation
transcriptionnelle composé a la fois des facteurs de transcription ubiquitaires E2A, SP1
et LDB-1 ainsi que des facteurs hémato-spécifiques LMO2 et GATA-1/2. (Krosl et al.,
1998; Lecuyer et al., 2002) Plusieurs genes cibles de SCL ont été identifiés jusqu’a ce
jour, soit les protéines érythrocytaires GPA et P4.2 ainsi que le récepteur tyrosine-kinase

des HSC c-Kit (Cohen et al., 1993; Lahlil et al., 2003).

La découverte d’un phénoméne de régulation du facteur de transcription SCL par son
partenaire d’interaction E2A ameéne un nouvel aspect quant a la fonction de SCL. En
effet, I’effet d’E2A dans la relocalisation au noyau et la stabilisation des niveaux
protéiques de SCL révele a quel point I’interdépendance entre les facteurs de
transcription d’un méme complexe est cruciale. Ce niveau supplémentaire de régulation
entre facteurs de transcription permet donc d’assurer une régulation de I’expression des
genes cibles de maniére encore plus spécifique. En effet, I’absence d’un des membres du
complexe pourrait empécher le facteur principal de nucléation du complexe d’étre

retrouvé dans les cellules, méme si ce dernier devrait normalement étre exprimé.

La perte de contrdle de 1’expression de SCL suite a des translocations chromosomiques
qui causent son expression dans un compartiment cellulaire erroné est associée avec le

développement de leucémies de type T-ALL (Begley et al., 1989a). L’expression de
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SCL dans la lignée lymphoide pourrait donc titrer E2A et HEB et empécher leur homo-
ou hétérodimérisation, perturbant ainsi leur activité de régulateur transcriptionnel (Murre
et al., 1989b). Dans ce cas, le mécanisme de stabilisation et de relocalisation au noyau
du facteur de transcription SCL par les protéines E, E2A et HEB, est néfaste puisqu’il
entraine une boucle de rétro-action positive de I’effet de SCL, ce qui pourrait mener
ultimement a la transformation néoplasique de ces cellules. Il est également possible
qu’il n’y ait des leucémies seulement dans le compartiment T ou la concentration d’E2A
et HEB est trés haute, ce qui permet d’exprimer SCL a un niveau élevé, entrainant ainsi

un effet leucémogénique.

Ce mécanisme moléculaire de régulation de SCL par E2A ou HEB semble également
retrouvé chez la souris. En effet, la délétion d’E2A et de HEB dans le génome des souris
entraine une diminution des niveaux protéiques de SCL dans les cellules du foie feetal
(Figure 5), dont le nombre de progéniteurs et de cellules érythroides matures est diminué
significativement (Figure 6). La dépendance de la présence des protéines E E2A et HEB
pour réguler la stabilité et la localisation subcellulaire de SCL pourrait expliquer la
diminution de précurseurs hématopoiétiques et possiblement la 1étalité observée au stade
embryonnaire. Une anémie sévére causée par une diminution de SCL dans les
précurseurs hématopoiétiques empécherait donc [’embryon de poursuivre son

développement.

Afin de caractériser la 1étalité embryonnaire associée a la délétion génique d’E2A et de
HEB, j’ai commencé une étude préliminaire des embryons issus de croisement de souris
hétérozygotes pour ces genes a différents jours de développement embryonnaire. Lors de
la dissection des embryons, j’ai pu observer un phénotype n’ayant jamais été décrit
jusqu’a ce jour. En effet, les embryons E2a™ présentent un développement anormal de la
queue caractérisée par une forme en tire-bouchon (Figure 7). De plus, les souris
doublement hétérozygotes pour E2a et Heb présentent plusieurs torsions au niveau de la

queue, ce qui lui donne une forme en tire-bouchon.
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Ces phénotypes sont trés intéressant & la lumiére d’une récente publication démontrant
I’expression de SCL dans les os pendant le développement embryonnaire ainsi que chez
adulte méme s’il n’est pas essentiel a la spécification des cellules souches
embryonnaires vers la lignée ostéogénique (Pimanda et al., 2006). De plus, je viens tout
juste de commencer & étudier les populations de précurseurs hématopoiétiques dans le
foie foetal et dans la moelle osseuse de ces embryons par cytométrie en flux, ce qui
permettra d’observer le profil de la différenciation érythroide et ’anémie de ces

embryons.

Figure 7 Phénotype anormal de la queue des embryons E2a™ et les souris E2a™ Heb""

Les embryons E16.5 nuls pour le géne E2a présentent une quene en forme de tire-bouchon (A et C)
comparativement aux embryons sauvages (B et D). Les souris doublement hétérozygotes pour les génes
E2a et Heb présentent une queue tordue en plusieurs endroits (E) contrairement aux souris sauvages (F).
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A 1a lumiére de mes résultats sur la stabilisation et la localisation de SCL par certaines
protéines E, nous pouvons imaginer que la supression d’E2A dans ces embryons
réduirerait les niveaux protéiques de SCL, ce qui altérerait la différenciation érythroide
et entrainerait la mort de I’embryon & cause d’une anémie sévére. De plus, cette
réduction de SCL engendrerait non seulement un déréglement de I’expression de ses
genes cibles dans le systéme hématopoiétique, mais aussi dans la lignée ostéogénique
provoquant une perturbation du développement des os de la queue. Il a déja été montré
qu’une surexpression inappropriée de SCL dirigée par les éléments de régulation du
geéne Sil entraine non seulement une leucémie T-ALL en collaboration avec LMO1
(Breit et al., 1993), mais aussi une perturbation du développement d’autres tissus dérivés
du mésoderme. En effet, ces souris présentent une perte anormale des poils ainsi qu’une
déformation des vertébres de la queue (Aplan et al., 1997). La surexpression de SCL
pourrait alors empécher la formation de complexes en titrant des partenaires dans des
complexes incomplets ou non fonctionnels, causant un phénotype similaire a la
diminution de SCL dans les cellules de la lignée ostéogénique. Il serait donc trés
intéressant de poursuivre 1’étude des embryons dépourvus d’E2A, des souris doublement
hétérozygotes pour E2A et HEB, en plus d’étudier I’effet de la délétion conditionnelle
de SCL dans la lignée ostéogénique chez la souris. La régulation de SCL est donc
cruciale chez la souris, tant pour les lignées hématopoiétiques que pour les lignées

ostéogéniques.
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CONCLUSION

En cherchant a mieux caractériser les différents mécanismes de régulation du facteur de
transcription SCL, j’ai découvert que ’interaction physique entre SCL et les protéines E
E2A et HEB est non seulement nécessaire a la nucléation du complexe SCL, mais que
cela permettait une régulation intrinséque de la stabilité, de la dégradation et de la
distribution spatio-temporelle de SCL. De plus, cette influence des protéines E est
également observée in vivo dans les cellules hématopoiétiques d’embryons murins ou la
perte des alléles E2A ou HEB entraine une diminution des niveaux protéiques de SCL
ainsi qu’une diminution du nombre de progéniteurs et de cellules érythroides en plus de
causer un probléme au niveau du développement de la queue de ces embryons. Ces
observations m’ont donc permis de révéler un nouveau mécanisme de régulation du
facteur de transcription SCL, un régulateur essentiel de I’hématopoiése et possiblement

de I’ostéogéncse.
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ANNEXE 8

Autorisation d’utilisation de matériel pour la Figure VII.
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ANNEXE 9

Autorisation d’utilisation de matériel pour la Figure VIII.

Journal: Experimental Hematology, 32(1): 11-24

Auteurs: Lecuyer E, Hoang T.

Titre: SCL: from the origin of hematopoiesis to stem cells and leukemia.
Matériel utilisé: Adaptation de la Figure 2A

o ’%;sﬁ

Date: 21 November 2005
Our ref: FCR/DesrosiersUniversityOfMontrealRS11-05

Dear Ms. Desrosiers:

PUBLICATION DETAILS: Figure 2A from EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, 32(1): 11-24
© 2004 the International Society for Experimental Hematology

As per your letter dated November 16, 2005, we hereby grant you permission to reprint the
aforementioned material at no charge in your thesis subject to the following conditions:

1. If any part of the material to be used (for example, figures) has appeared in our publication
with credit or acknowledgement to another source, permission must also be sought from that
source. If such permission is not obtained then that material may not be included in your
publication/copies.

2. Suitable acknowledgment to the source must be made, either as a footnote or in a reference
list at the end of your publication, as follows;

“Reprinted from Publication title, Vol number, Author(s), Title of article, Pages No., Copyright
(Year), with permission from the International Society for Experimental Hematology.”

3. Reproduction of this material is confined to the purpose for which permission is hereby
given.

4. This permission is granted for non-exclusive world French rights only. For other languages
please reapply separately for each one required. Permission excludes use in an electronic form.
Should you have a specific electronic project in mind please reapply for permission.

5. Should your thesis be published commercially, please reapply for permission.

Yours sincerely,
Richard F. Schneider for Elsevier



144

ANNEXE 10

Autorisation d’utilisation de matériel pour la Figure VIIL
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ANNEXE 12
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