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SOMMAIRE 

Le gène SCL a été identifié par l'analyse de la translocation de la leucémie 

lymphoblastique aiguë de type cellulaire T (T-ALL). Ce gène est activé dans -30% 

des cas de T-ALL. La protéine SCL est un facteur de transcription de la famille 

d'hélice-boucle-hélice. Son ablation chez des souris transgéniques SCL mène mène à 

l'absence d'hématopoïèse et à la mort de ces souris. 

Le patron d'expression de SCL est parallèle à celui de c-Kit, le récepteur du 

facteur Steel (SF). La perturbation d'expression de c-Kit mène à une 

hématopoïèse défectueuse. Dans ce mémoire, nous avons étudié la relation entre 

ces deux gènes. 

Nous avons utilisé la lignée hématopoïétique CD34+  TF-1 dont la survie 

requiert le SF, l'interleukine-3 (IL-3) ou le facteur de croissance des granulocytes 

et des macrophages (GM-CSF). Nous y avons introduit un ADN complémentaire 

de SCL dans l'orientation antisense, ainsi, nous avons abaissé le niveau protéique 

de SCL et son activité de liaison à l'ADN dans les clones antisense. 

Les clones antisense survivent et prolifèrent normalement sous le GM-CSF 

et l'IL-3. Pourtant, ces clones sont apoptotiques sous le SF. L'expression d'ARN 

messager de c-Kit est considérablement diminuée dans les clones antisense. Son 

expression et la réponse au SF sont rétablies lorsque j'ai réintroduit l'ADN 

complémentaire de SCL dans la clone antisense. 

Nous avons aussi utilisé une sonde contenant deux boîtes E dérivée du 

promoteur c-Kit. Les essais de retard sur gel ont démontré une liaison spécifique 

de SCL avec cette sonde. Les essais de transactivation ont indiqué que la protéine 

SCL et ces deux boîtes E sont requises à la transactivation. 

Finalement, l'expression ectopique de c-Kit dans la clone antisense SCL est 

suffisante à rétablir la survie cellulaire à la réponse au SF. 
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Les résultats présentés dans ce mémoire suggèrent que le gène c-Kit serait 

un gène cible de SCL et fournissent un mécanisme moléculaire par lequel SCL 

favorise l'hématopoïèse et la leucimogénèse. 
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1. 	 H é m at o p oï è s e 

L' h é m at o p oï è s e e st l e pr o c e s s u s d e f or m ati o n d u s a n g d ur a nt t o ut e l a vi e 

d' u n i n di vi d u. Ell e s e c ar a ct éri s e p ar u n a ut o-r e n o u v ell e m e nt, u n e diff ér e n ci ati o n et 

u n e m at u r ati o n c o n st a nt s d e c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s d a n s l e s 

diff ér e nt e s li g n é e s d e diff ér e n ci ati o n ér yt hr oï d e, m a st oï d e, l y m p h oï d e ( d e t y p e 

c ell ul air e T et B), gr a n ul o c yt air e, m o n o c yt air e et m é g a k ar y o c yt air e, e n p a s s a nt p ar 

d e s st a d e s i nt er m é di air e s d e pr é c ur s e ur s r n ulti et u ni p ot e nti el s (r e v u e p ar Or ki n. 

1 9 9 5 ). C h e z l e s m a m mif è r e s, d u r a nt l' e m b r y o g é n è s e, l' h é m at o p oï è s e s e 

d é v el o p p e e n p h a s e s s u c c e s si v e s. L e s pr e mi èr e s c ell ul e s s a n g ui n e s a p p ar ai s s e nt 

d a n s l e s îl ot s s a n g ui n s d u s a c vit elli n a u j o ur e m br y o n n air e 7. 5 c h e z l a s o uri s et a u 

j o ur 1 5 à 1 8 c h e z l' h o m m e. C' e st l' h é m at o p oï è s e pri miti v e o u e m br y o n n air e. 

E n s uit e, l' h é m at o p oï è s e d éfi niti v e s e m et e n pl a c e d a n s l e f oi e f o et al a u j o ur 1 1 

c h e z l a s o uri s et a u j o ur 3 5 à 4 2 c h e z l' h o m m e. A p artir d e l a n ai s s a n c e, l a m o ell e 

o s s e u s e d e vi e nt et r e st e l' or g a n e pri n ci p al d' h é m at o p oï è s e d ur a nt t o ut e l a vi e 

( M o or e et al. 1 9 7 0; T a v a s s oli et al. 1 9 9 1; et Z o n et al. 1 9 9 5). 

L e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s s o nt d éri v é e s d u m é s o d er m e v e ntr al. C e s 

c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s s e diff ér e n ci e nt e n s uit e e n pr é c ur s e ur s 

m ulti p ot e nti el s. L e d é v el o p p e m e nt h é m at o p oï éti q u e s e d é r o ul e e n ét a p e s 

s u c c e s si v e s: l a s p é cifi c ati o n d' h é m at o p oï è s e à p artir d u m é s o d er m e v e ntr al, 

l' e x p a n si o n/ m ai nti e n d e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s, l a s él e cti o n d e l a 

li g n é e, l a diff ér e n ci ati o n et fi n al e m e nt, l a m at ur ati o n d e l a li g n é e h é m at o p oï éti q u e 

( r e v u e p a r O r ki n. 1 9 9 5 ). A u c o u r s d e c e p r o c e s s u s, l e s c ell ul e s p e r d e nt 

pr o gr e s si v e m e nt l e ur c a p a cit é d e s' a ut o-r e n o u v el er et d e pr olif ér er. S e ul e s, l e s 

c ell ul e s T, B et l e s m a cr o p h a g e s c o n s er v e nt l e ur c a p a cit é d e pr olif ér er. L e s 

c h er c h e ur s o nt e s s a y é d e tr o u v er d e s g è n e s q ui p o urr ai e nt ori e nt er d e s c ell ul e s d u 

m é s o d er m e v e ntr al v er s u n d e sti n h é m at o p oï éti q u e, c o m m e d a n s l e c a s d e M y o D 

( L a s s er et al. 1 9 8 6) d a n s l e d é v el o p p e m e nt m u s c ul air e et d e n e ur o D ( V al g e-

Ar c h er et al. 1 9 9 4) d a n s l e d é v el o p p e m e nt n e ur o n al. M ai s j u s q u' à pr é s e nt, p ar mi 

u n e di z ai n e d e c a n di d at s i m pli q u é s d a n s l' h é m at o p oï è s e, s e ul l e g è n e S C L ( St e m 

C ell L e u k e mi a) s e m bl e êtr e i m pli q u é d a n s l a pr o d u cti o n d e t o ut e s l e s li g n é e s 
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h é m at o p oï éti q u e s ( P or c h er et al. 1 9 9 6). L e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s et 

l e s pr é c ur s e ur s m ulti p ot e nti el s s e m ai nti e n n e nt et pr olif èr e nt e n r é p o n s e à 

diff ér e nt s f a ct e ur s d e cr oi s s a n c e h é m at o p oï éti q u e s c o m m e l e f a ct e ur St e el, 

l'i nt erl e u ki n e- 1 (I L- 1), l'I L- 3, l'I L- 6 et l e f a ct e ur d e cr oi s s a n c e d e s gr a n ul o c yt e s et 

d e s m a cr o p h a g e s ( G M- C S F) ( Willi a m s et al. 1 9 9 2). L e s c ell ul e s s o u c h e s 

h é m at o p oï éti q u e s s e tr a n sf or m e nt e n pr é c ur s e ur s bi et u ni p ot e nti el s, pr olif èr e nt, 

s e diff ér e n ci e nt, d e vi e n n e nt d e s c ell ul e s m at ur e s ( s a uf l e s pr é c ur s e ur s d e 

l y m p h o c yt e s B et T q ui s e diri g e nt v er s l a r at e et l e t h y m u s a v a nt l a m at ur ati o n) q ui 

s er o nt fi n al e m e nt li b ér é e s d a n s l a cir c ul ati o n s a n g ui n e. L e s f a ct e ur s d e cr oi s s a n c e 

a gi s s e nt s ur diff ér e nt e s li g n é e s: l e f a ct e ur d e cr oi s s a n c e d e s gr a n ul o c yt e s ( G-

C S F) et d e s m a cr o p h a g e s ( M- C S F) et l' ér yt hr o p oi éti n e s o nt s él e cti v e m e nt a ctif s 

s ur l e s li g n é e s gr a n ul o c yt air e, r n o n o c yt air e, et ér yt hr o c yt air e r e s p e cti v e m e nt 

( Willi a m s et al. 1 9 9 2). A d éf a ut d e f a ct e ur s d e cr oi s s a n c e h é m at o p oï éti q u e s, l e s 

c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s m e ur e nt p ar a p o pt o s e ( Willi a m s et al. 1 9 9 0 b; R aj ott e et 

al. 1 9 9 2; C à c er é s- C ort e s et al. 1 9 9 4). 

2. 	 A p o pt o s e 

L e t er m e d' a p o pt o s e a ét é pr e mi èr e m e nt utili s é p ar K err, W ylli e et C urri e e n 

1 9 7 2 ( K err et al. 1 9 7 2) p o ur d é crir e l e m é c a ni s m e d' a ut o d e str u cti o n c ell ul air e p ar 

o p p o siti o n a u p h é n o m è n e d e n é cr o s e. D ur a nt l' a p o pt o s e, l a t aill e c ell ul air e e st 

di mi n u é e, l e n o y a u d e vi e nt c o n d e n s é, m ai s l a c ell ul e r e st e i m p er m é a bl e à l' e ntr é e 

d e s c ol or a nt s t el s q u e l e bl e u d e Tr y p a n. A l a p h a s e t ar di v e, l e n o y a u et l a c ell ul e 

d e vi e n n e nt f r a g m e nt é s, et l e s d é b ri s s o nt e n s uit e p h a g o c yt é s p a r l e s 

m a cr o p h a g e s ( W ylli e et al. 1 9 8 0 a). D a n s l a pl u p art d e s c a s, l' a p o pt o s e i m pli q u e 

l' a cti v ati o n d' e n d o n u cl é a s e et u n cli v a g e d e l' A D N d o u bl e- bri n a u x sit e s 

i nt er n u cl é o s o m a u x. D e s fr a g m e nt s d' A D N m ulti pl e s d' e n vir o n d e 1 8 0 p air e s d e 

b a s e s o nt al or s g é n ér é s ( W ylli e et al. 1 9 8 0 b; Ar e n d s et al. 1 9 9 0). Ai n si, l' a p o pt o s e 

p e ut êtr e r é v el é e p ar u n e é c h ell e d' A D N a pr è s mi gr ati o n s ur g el ( Ar e n d s et al. 

1 9 9 0). 
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L'apoptose est impliquée dans une variété de processus physiologiques et 

pathologiques. Elle joue un rôle crutial dans le développement 

musculosquelettique durant la morphogénèse (Hinchcliffe et al. 1974). Dans le 

système reproductif, l'involution du canal de Müller chez le mâle, ou sa persistence 

et son développement chez la femelle, sont dus à l'apoptose ou à l'absence 

d'apoptose respectivement (Price et al. 1977). L'apoptose joue aussi un rôle 

important dans le développement neuronal (Oppenheim et al. 1988; Martin et al. 

1988). 

Dans le système hématopoïétique, l'apoptose pourrait être impliquée dans 

trois domaines (revue par Koury. 1992): 1) le déplacement du site de 

l'hématopoïèse du sac vitellin au foie foetal, puis à la moelle osseuse. Durant la 

vie postnatale, elle pourrait être impliquée dans la diminution du nombre de 

cellules de la moelle osseuse observée lors du veillissement. 2) la sélection de 

cellules T et B appropriées durant le développement du système immunitaire. 

L'apoptose est impliquée dans la sélection clonale dans le thymus (Smith et al. 

1989; Shi et al. 1989; McConkey et al. 1989) et le nodule lymphoïde (Liu et al. 

1989). L'absence d'apoptose est associée à la survie prolongée de cellules B 

infectées par le virus Epstein-Barr (Geogory et al. 1991) ou de cellules B malignes 

exprimant le gène BCL-2 (Vaux et al. 1988; Hockenbery et al. 1990). 3) l'atrophie 

des cellules et tissus hormono-dépendants. Les cellules T en développement 

deviennent apoptotiques quand elles sont privées d'interleukine 1 (McConkey et al. 

1990) ou d'interleukine 2 (Duke et al. 1986). L'apoptose s'installe dans les lignées 

cellulaires spécifiques de type B lors du retrait d'interleukine 3 (IL-3) (Rodringuez-

Tarduchy et al. 1990) ou interleukine 6 (Sabourin et al. 1990). 

L'apoptose est un programme de mort cellulaire intrinsèque qui peut être 

contrôlé par l'environnement, soit par une interaction cellulaire directe, soit par 

l'intermédiaire de l'apparition ou de la disparition des médiateurs solubles. Par 

exemple, l'apparition des hormones glucocorticoïdes entraîne la mort programmée 

chez les thymocytes immatures. Le retrait de certains facteurs de croissance mène 

à l'apoptose chez certaines cellules hématopoïétiques. Leur apparition peut 

supprimer ce phénomène d'apoptose. Dans le système hématopoïétique, il a été 
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démontré que l'érythropoïétine (EPO) (Koury et al., 1990; Spivak et al., 1991), l'IL-

3 (Rodriguez-Tarduchy et al., 1990; Williams et al., 1990), le facteur de croissance 

des granulocytes et des macrophages (Williams et al., 1990), et le facteur Steel 

(Câcerés-Cortes et al. 1994) peuvent supprimer l'apoptose des cellules dont la 

survie dépend de ces facteurs. 

Les molécules impliquées dans la transduction du signal de l'apoptose ou 

de la suppression d'apoptose des cellules hématopoïétiques sont devenues de 

plus en plus connues. Parmi lesquelles, la famille du gène bc1-2 et des caspases 

jouent un rôle critique dans la régulation de l'apoptose. Le gène bc1-2 a été 

premièrement identifié par l'analyse de la translocation des cellules du lymphome 

folliculaire B humain (Bakhshi et al., 1985; Tsujimoto et al., 1985; Cleary et al., 

1986). L'expression excessive du bc1-2 dans les souris transgéniques reproduit les 

caractéristiques de la maladie humaine (McDonell et al., 1989; McDonell and 

korsmeyer, 1991). BcI-2 possède la propriété de maintenir la survie cellulaire au 

lieu de stimuler sa prolifération (Vaux et al., 1988; Hockenbery et al., 1990). Il a 

été désormais démontré que le gène bc1-2 assure la viabilité cellulaire par la 

suppression d'apoptose dans une variété de conditions suggérant son rôle 

d'inhibiteur ubiquitaire de la mort programmée déclenchée par des voies multiples. 

BcI-2 appartient à une famille des gènes dont les représentatifs dans les 

mammifères sont: bcl-x (Boise et al., 1993), mcl-1 (Kozopas et al., 1993), bax 

(Oltvai et al., 1993), A1 (Lin et al., 1993), bak (Chitenden et al., 1995), bad (Yang 

et al., 1995). Les membres des homologues d'espèses différentes contiennent le 

ced-9 des nématodes Caenorhabditis elegans et quelques homologues viraux 

(Hengartner et al., 1992; Cleary et al., 1986; Neilan et al., 1993; Rao et al., 1992). 

Ces membres contiennent trois régions conservées : les régions d'homologie du 

bc1-2 1, 2 et 3 (BH1, BH2, BH3), qui sont requises à la suppression d'apoptose et 

aux interactions protéiques. 

Les transcrits du bcl-x sont épissés en formes longue et courte (bc1-xL  et 

bcl-x). Le produit de la forme longue sert à inhiber l'apoptose, tandis que celui de 

la forme courte antagonise l'inhibition de la mort déclenchée par les protéines bcl-

xi_ et bc1-2 (Boise et al., 1993). L'expression du mc1-1 induit un délai de l'apoptose 
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provoquée par l'expression aberrante du gène c-myc (Reynolds et al., 1994). Bak, 

dans la plupart des cas, accélère la mort cellulaire (Kiefer et al., 1995). Bad 

stimule l'apoptose (Yang et al., 1995). Le ced-9 est une substution du bc1-2 dans 

les nématodes (Vaux et al., 1992). 
A part la famille bc1-2, la famille des caspases joue également un rôle 

essentiel dans la régulation d'apoptose des voies multiples. Le produit du gène 
ced-3 des C. Elegans est requis à la mort cellulaire; son clonage moléculaire 

prouve qu'il est l'homologue de la convertase de l'interleukine-1 p des mammifères 

(ICE, Yuan et aL, 1993). L'hybridation croisée a démontré 10 homologues du ICE 

classés en trois groupes selon leur homologie (Alnemri et al., 1996). Ces produits 

sont des kinases de cystéine, contenant des séquences à la liaison et à la catalyse 
des substrats. Ils clivent les substrats après l'acide aspartique, et sont ainsi 

appelés caspases (aspases de la cystéine) (Alnemri et aL, 1996). Ces protéases 

fonctionnent en cascades dans l'apoptose induite par le facteur de nécrose de la 

tumeur (TNF) ou par le ligand de l'antigène Fas (revue par Nagata., 1997). 
A part les gènes de la famille bc1-2 et ceux des caspases, l'échec de la 

régulation négative de gène c-myc en réponse à la déprivation de IL-3 accélère 

l'apoptose (Askew et al. 1993). De plus, l'expression excessive du gène p53 (type 

sauvage) induit l'apoptose chez une variété de types cellulaires, y compris les 

cellules hématopoïétiques (Yonish-Rovach et al. 1991). 

Un déséquilibre entre la survie et la mort cellulaire pourrait participer à la 
pathogénèse de certaines maladies hématologiques, telle que la leucémie 

myéloïde chronique (CML) (Carlesso et al. 1994; Spooncer et al. 1994). La 

transfection de cellules myéloïdes murines avec le gène p210 bcr-abl ou le gène 

p160 v-abl a démontré que l'expression du gène abl est associée à une réduction 

de l'apoptose et à une réponse proliférative accélérée au facteur de croissance à 
faible dose. Ces deux mécanismes pourraient être responsables de 
l'augmentation de la croissance et du développement de la leucémie chez les 

cellules CML. Le phénomène d'apoptose est aussi observé dans la 13-thalassémie 

(Anémie de Cooley) (Yuan et al. 1993). Les érythroblastes meurent d'apoptose au 

lieu de survivre jusqu'à la maturation. 
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3. 	 F a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n 

L e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n f or m e nt u n e cl a s s e d e pr ot éi n e s d o nt l e r ôl e 

e s s e nti el e st l a r é g ul ati o n d e l' e x p r e s si o n d e s g è n e s ( L at c h m a n. 1 9 9 1; 

R o s e nt h al. 1 9 9 4). P ar d e s i nt er a cti o n s dir e ct e s o u i n dir e ct e s a v e c l' A D N, l e s 

f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n i niti e nt et sti m ul e nt ( o u d a n s c ert ai n s c a s, i n hi b e nt) l a 

t r a n s c ri pti o n d u g è n e et e nt r aî n e nt ai n si l a f o r m ati o n d' A R N m e s s a g e r 

c orr e s p o n d a nt. L e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n s o nt di vi s é s e n f a ct e ur s d e 

tr a n s cri pti o n g é n ér a u x ( G T F s, g e n er al tr a n s cri pti o n f a ct or s) et f a ct e ur s d e 

tr a n s cri pti o n s é q u e n c e- s p é cifi q u e s. L e s d er ni er s s e li e nt à d e s él é m e nt s a p p el é s 

pr o m ot e ur s o u s é q u e n c e s a m plifi c atri c e s. L e s G T F s s o nt a s s e m bl é s a v e c l' A R N 

p ol y m ér a s e II p o ur f or m er l e c o m pl e x e d e pr éi niti ati o n ( PI C) ( R o e d er. 1 9 9 1). C e 

c o m pl e x e f or m e s ur l e c or d u pr o m ot e ur ( q ui e st s o u v e nt u n e b oît e T A T A sit u é e à 

3 0 p air s d e b a s e e n a m o nt d u sit e d'i niti ati o n d e tr a n s cri pti o n). L e s f a ct e ur s d e 

tr a n s cri pti o n s é q u e n c e- s p é cifi q u e s m o d ul e nt l a f or m ati o n d u PI C p ar c o nt a ct er 

dir e ct e m e nt l a pr ot éi n e ci bl e d a n s PI C o u aff e ct er i n dir e ct e m e nt c e c o m pl e x e p ar 

l e s c o- a cti v at e ur s ( Kr aj e w s k a. 1 9 9 2). A v a nt l'i niti ati o n d e l a tr a n s cri pti o n d' u n g è n e, 

l a pr ot éi n e T B P ( T A T A b o x bi n di n g pr ot ei n) s e li e l a s é q u e n c e T A T A, p ui s, l e s 

pr ot éi n e s T A F ( T B P- a s s o ci at e d f a ct or s) s o nt li é e s à l a T B P et ell e s f or m e nt l e 

f a ct e ur d e tr a n s cri pti o n T FII D. L e T F II D r e cr ut e l e s a utr e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n 

g é n ér a u x, l' A R N p ol y m ér a s e II et st a bili s e nt l e PI C. L e s T A F s i nt er a gi s s e nt a v e c 

l e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n s é q u e n c e- s p é cifi q u e s et tr a n s m ett e nt l e ur s eff et s d e 

tr a n s a cti v at e ur s à l a m a c hi n eri e tr a n s cri pti o n n ell e. A p art l'i niti ati o n, l e s f a ct e ur s d e 

tr a n s cri pti o n i nfl u e n c e nt a u s si l' él o n g ati o n. L' A R N p ol y m ér a s e II p a u s e à pl u si e ur s 

e n dr oit s e n a v al d u sit e d'i niti ati o n d e tr a n s cri pti o n, c et eff et e st c o ntr ôl é p ar l e s 

f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n ( D u a n et a L, 1 9 9 5). L e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n 

p o s s è d e nt d e s d o m ai n e s di sti n ct e s r e s p o n s a bl e s à l a li ai s o n à l' A D N, à l a li ai s o n 

a u li g a n d ( e. g. l e s h or m o n e s st ér oï d e s), à l a l o c ali s ati o n n u cl é air e et a u x 

i nt er a cti o n s pr ot éi n e- pr ot éi n e c o m m e di m éri z ati o n et tr a n s- a cti v ati o n ( Wil s o n. 

1 9 9 6). S el o n l e s m otif s str u ct ur a u x d u d o m ai n e d e li ai s o n à l' A D N, 8 0 % d e s 
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les facteurs de transcription séquence-spécifiques et transmettent leurs effets de 

transactivateurs à la machinerie transcriptionnelle. A part l'initiation, les facteurs de 

transcription influencent aussi l'élongation. L'ARN polymérase II pause à plusieurs 

endroits en aval du site d'initiation de transcription, cet effet est contrôlé par les 

facteurs de transcription (Duan et al., 1995). Les facteurs de transcription 

possèdent des domaines distinctes responsables à la liaison à l'ADN, à la liaison 

au ligand (e.g. les hormones stéroïdes), à la localisation nucléaire et aux 

interactions protéine-protéine comme dimérization et trans-activation (Wilson. 

1996). Selon les motifs structuraux du domaine de liaison à l'ADN, 80% des 

facteurs de transcription sont classés en quatre familles différentes: famille 

d'hélice-tour-hélice (HTH), de doigt de zinc, de zipper de leucine, d'hélice-boucle-

hélice (HLH) (Athanasios.1995). Typiquement, le domaine de liaison à l'ADN est 

formé d'acides aminés chargés positivement adjacents à l'hélice I. Ce domaine se 

lie spécifiquement et solidement à des segments double-brin d'ADN dans les 

promoteurs ou séquences amplificatrices. Certains facteurs de transcription 

requièrent l'homo ou l'hétérodimérisation pour générer un domaine de liaison à 

l'ADN fonctionnel (Krajewska. 1992). Les motifs structuraux impliqués dans la 

dimérisation comprennent souvent des domaines de zipper de leucine ou des 

domaines d'hélice-boucle-hélice. Quelques autres domaines facilitent les 

interactions directes avec le PIC ou avec les protéines intermédiaires. Par former 

des hétérodimères avec les protéines inhibitrices qui ne lient pas l'ADN, les 

facteurs de transcription potentiellement actifs pourraient être prévenus à la liaison 

au promoteur ou aux séquences amplificatrices. Souvent, des facteurs de 

transcription forment des complexes. Dans ces complexes, plusieurs facteurs 

interagissent pour réguler la transcription. Le domaine de transactivation sert de 

médiateur de ces associations coopératives (Athanasios. 1995). 

La phosphorylation exerce un rôle très important pour les facteurs de 

transcription. La phosphorylation influence leurs capacités de translocation 

nucléaire (Jans et al., 1995), de liaison à l'ADN (Li et al., 1992) et leurs activités de 

transactivation (ou transrepression) (Marais et al., 1993, Ofir et al., 1990). Cette 
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phosphorylation est souvent déclenchée par la phosphorylation et l'activation 

d'une cascade de kinases à partir du récepteur membranaire sous des stimuli 

extracellulaires différents. Ces stimuli différents déterminent quels sont les 

membres de facteurs de transcription à phosphoryler, quelles sortes d'homo, 

d'hétéro ou d'oligodimères à former et quelles séquences cibles intranucléaires à 

lier (Darnell Jr et al., 1994). Certains kinases pourraient induire la 

déphosphorylation et ainsi influencer la fonction de certains facteurs de 

transcription (Boyle et al., 1991). Le facteur de transcription peut aussi agir lui-

même comme kinase et phosphoryle un autre facteur de transcription dans le 

complexe de préinitiation (Dikstein et al., 1996). 

La liaison au ligand est critique pour le fonctionnement des facteurs de 

transcription de la superfamille de récepteur nucléaire (Mangelsdorf et al., 1995). 

Ces récepteurs présentent un domaine central de liaison à l'ADN (DBD, DNA 

binding domain) et un C-terminal contenant un domaine de liaison au ligand (LBD, 

ligand binding domain). La liaison du ligand au récepteur induit un changement 

allostérique qui facilite le complexe hormone-récepeur à se translocaliser et/ou à 

se lier à haute affinité à l'ADN et à moduler la transcription (Mangelsdorf et al., 

1995). Par exemple, la liaison d'hormone glucocorticoïde à son récepteur 

provoque la translocation du complexe hormone-récepteur du cytoplasme au 

noyau où ce complexe se lie à l'ADN et stimule la transcription des gènes 

inductibles par glucocorticoïdes. Le récepteur de l'hormone thyroïdienne, au lieu 

de loger dans le cytoplasme, se localise dans le noyau et se lie à l'ADN en 

présence ou en absence du ligand. Pourtant, en absence du ligand, il fonctionne 

comme un represseur. La liaison au ligand lui a converti en un activateur et stimule 

la transcription des gènes inductibles par des hormones thyroïdiennes (Cooper. 

1993) 

La translocalisation nucléaire des facteurs de transcription est souvent 

dépendante d'une séquence spéciale appelée la séquence de localisation 

nucléaire (NLS, nuclear localization sequence). La NLS contient souvent des sites 

de phosphorylation. La phosphorylation ou la déphosphorylation de ces sites 
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influencent l'activité de translocation nucléaire (Jans et al., 1995). Certains 

facteurs de transcription forment des hétérodimères. La présence d'un facteur de 

transcription favorise la localisation de son partenaire correspondant (Sawa et al., 

1996). Le retrait de la NLS peut convertir un facteur de transcription en une 

protéine cytoplasmique. Pourtant, il pourrait être redirigé dans le noyau après 

l'hétérodimérisation avec son partenaire doté d'une séquence NLS (Goldfarb et al., 

1992, 1994). 

Dans le système hématopoïétique, les facteurs de transcription jouent un 

rôle dans toutes les étapes de l'hématopoïèse: de l'établissement du destin 

hématopoïétique à partir du mésoderme ventral à la sélection, la différenciation et 

la maturation d'une lignée spécifique (revue par Orkin. 1995). Une dizaine de 

facteurs de transcription sont impliqués dans l'hématopoïèse. Ces facteurs ont été 

identifiés par l'analyse de translocations chromosomiques de leucémie humaine 

ou par leur liaison à des éléments de régulation cis de gènes spécifiques aux 

lignées hématopoïétiques (revue par Shivdasani et al. 1996). Parmi ces facteurs 

de transcription, le facteur SCL de la famille bHLH est critique à la production des 

cellules hématopoïétiques de toutes les lignées. Il servirait à établir le destin 

hématopoïétique des cellules ventro-mésoderniales, à former et à maintenir les 

précurseurs immatures (Porcher et al. 1996). Ce gène est supposé agir aussi dans 

la différenciation érythrocytaire tardive (Aplan et al. 1992). De nombreuses études 

ont mis en évidence le rôle de plusieurs facteurs de transcription dans le 

processus d'hématopoïèse. La protéine Rbtn2 qui possède 2 domaines LIM (dont 

le nom est dérivé des gènes Lin-11, Is1-1 et Mec-3 et qui contient le motif C-X2-C-

X17_19-H-X2-C-X2-C-X7_11-(C)-X8-C riche en cystéin& fonctionne à un stade très 

précoce de l'hématopoïèse. Son ablation chez la souris cause la mort due à une 

anémie sévère (Warren et al. 1994). Le facteur GATA-1, membre de la famille à 

doigt de zinc, est critique à la survie et à la maturation terminale des précurseurs 

érythroïdes (Weiss et al. 1994; Pevny et al. 1995; Weiss et al. 1995). Un autre 

facteur de la même famille GATA-2, est important pour l'érythropoïèse et pour la 

production des précurseurs d'autres lignées (Tsai et al. 1994; Chen et al. 1993). 
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D e pl u s, l a pr ot éi n e C- m y b i nfl u e n c e l e s pr é c ur s e ur s d' ér yt hr o c yt e s et d' a utr e s 

li g n é e s ( M u c e n s ki et al. 1 9 9 1 ). E n o ut r e, A M L - 1 e st i m pli q u é d a n s l e 

d é v el o p p e m e nt d éfi nitif d e s li g n é e s h é m at o p oï éti q u e s, y c o m p ri s l e s 

m é g a k ar y o c yt e s ( O k u d a et al. 1 9 9 5 ). P a r aill e u r s, l' a bl ati o n d u f a ct e u r d e 

tr a n s cri pti o n P U. 1 m è n e à l' a b s e n c e d e m o n o c yt e s, d e gr a n ul o c yt e s, et d e 

l y m p h o c yt e s T et B c h e z l a s o uri s ( S c ott et al. 1 9 9 4). L a d éfi ci e n c e d u g è n e E K L F 

pr o d uit u n s y n dr o m e t h al a s s é n ni q u e ( N u e z et al. 1 9 9 5; P er ki n s et al. 1 9 9 5). L e 

d é v el o p p e m e nt n or m al d e s m é g a k ar y o c yt e s r e q ui ert l a f o n cti o n d u f a ct e ur d e 

tr a n s cri pti o n N F- E 2 ( S hi v d a s a ni et al. 1 9 9 5). H o x 1 1 e st criti q u e à l a s pl é n o g é n è s e 

( D e ar et al. 1 9 9 5). A u m oi n s ci n q g è n e s s o nt i m pli q u é s d a n s l e d é v el o p p e m e nt 

l y m p h oï d e: l k ar o s, E 2 A, O ct- 2, T C F- 1 et L E F- 1 (r e v u e p ar S hi v d a s a ni et al. 1 9 9 6). 

C e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n p e u v e nt s' a s s o ci er p o ur f or m er d e s c o m pl e x e s 

( V al g e- Ar c h er et al. 1 9 9 4; V V a d m a n et al. 1 9 9 4) o u d e s h ét ér o di m èr e s, s e li er à 

l' A D N et e x er c er l e ur f o n cti o n ( H s u et al. 1 9 9 4). 

4. 	 S C L 

4. 1. O ri gi n e d u g è n e S cl 

L e g è n e S cl ( St e m C ell L e u k e mi a ) a ét é i d e ntifi é p a r l' a n al y s e d e l a 

tr a n sl o c ati o n r é ci pr o q u e d e s c hr o m o s o m e s 1 et 1 4, t( 1; 1 4) ( p 3 3; q 1 1) d e l a li g n é e 

c ell ul air e l e u c é mi q u e D U. 5 2 8 ( B e gl e y et al., 1 9 8 9 a, 1 9 8 9 b). C ett e li g n é e c ell ul air e 

e st d éri v é e d' u n p ati e nt d e l e u c é mi e l y m p h o bl a sti q u e ai g u ë d e t y p e c ell ul air e T ( T-

A L L). Ell e e st c a p a bl e d e s e diff ér e n ci er e n c ell ul e s m y él oï d e et l y m p h oï d e. L e 

p oi nt d e r u pt u r e d u c h r o m o s o m e 1 4 a li e u d a n s l e l o c u s d e l a c h aî n e 8 d u 

r é c e pt e ur d e s c ell ul e s T, e ntr e l e s s e g m e nt s d e l a r é gi o n d e di v er g e n c e ( D) d e l a 

c h aî n e 8, D 3 1 et D 6 2. D 6 2 e st tr a n sl o c ali s é a u c hr o m o s o m e 1 a b err a nt al or s q u e 

D 8 1 r e st e d a n s l e br a s l o n g d u c hr o m o s e 1 4. Ai n si, u n s e g m e nt d' A D N d e 1 0 K b 
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e ntr e D 8 1 et D 8 2 e st r etir é. S ur l e c hr o m o s o m e 1, l a r é gi o n 3 n o n tr a d uit e d u g è n e 

S C L e st r o m p u e et a cti v e l' e x pr e s si o n d u g è n e S C L. 

L e g è n e S C L 

1 k b 
5'  

	
3' 	 1- 1 

Q 
	

‘re 

I a I b I I a H b I I I 	 I V V H L H - V I 

— 7 k b 	 — 1 6 k b — 6 k b 

t( 1; 1 4) 

t( 1; 7) 

Q 
	

t ( 1; 3) 

Fi g ur e 9: L e s p oi nt s d e r u pt ur e s ur l e g è n e S C L. L e s p oi nt s d e r u pt ur e d e l a 
tr a nsl o c ati o n t ( 1; 1 4) s e sit u e nt d a ns o u à 3' d u g è n e S C L. C e u x d e l a tr a nsl o c ati o n t ( 1; 3) et 
t ( 1; 7) s e sit u e nt à l a r é gi o n 5' et 3' d u g è n e S C L. 

P ar l a s uit e, d e u x a utr e s gr o u p e s d e c h er c h e ur s o nt i d e ntifi é l e g è n e S C L 

e n ét u di a nt l a tr a n sl o c ati o n t( 1; 1 4) ( p 3 2; q 1 1) d e l a T- A L L. S el o n c e s diff ér e nt s 

a ut e ur s, l e g è n e S C L e st a u s si a p p el é T C L 5 ( T- c ell l e u k e mi a/l yr n p h or n a 5) ( Fi n g er 

et al., 1 9 8 9) o u T A L 1 ( T- c ell a c ut e l e u k e mi a) ( C h e n et al., 1 9 9 0 a). L a pr é s e n c e d e 

m otif s si g n a u x d e r e c o m bi n ai s o n ( h e pt a m èr e, n o n a m èr e s é p ar é s d' u n e s p a c e d e 

1 2 o u 2 3 n u cl é oti d e s) d a n s d e u x c hr o m o s o m e s n or m a u x et u n e a d diti o n d e 

n u cl é oti d e s d a n s l' e xtr e mit é N d e s c hr o m o s o m e s a b err a nt s s u g g èr e nt u n e 

i m pli c ati o n a b e r r a nt e d e l a r e c o m bi n a s e V ( D ) J d a n s l e m é c a ni s m e d e l a 

tr a n sl o c ati o n ( B e gl e y et al., 1 9 8 9 a, 1 9 8 9 b; Fi n g er et ai., 1 9 8 9; C h e n et al., 1 9 9 0 a). 

P ar l a s uit e, n e uf a utr e s c a s d e tr a n sl o c ati o n t( 1; 1 4) t o u c h a nt l e l o c u s S C L o nt ét é 

c ar a ct éri s é s. S e pt c a s sit u e nt l e p oi nt d e r u pt ur e d a n s l a r é gi o n 5' n o n tr a d uit e et 

l e s d e u x a utr e s c a s l e sit u e nt à diff ér e nt e s di st a n c e s d a n s l a r é gi o n 3. Ai n si, l a 

d ér é g ul ati o n d e l' e x pr e s si o n d u g è n e S C L e st u n e m a nif e st ati o n c o m m u n e d e l a T-

A L L ( A pl a n et al., 1 9 9 0 a; B er n ar d et al., 1 9 9 0, 1 9 9 2, 1 9 9 3; C h e n et al., 1 9 9 0 b; Xi a 

et al., 1 9 9 2). L a tr a n sl o c ati o n t( 1; 1 4) e st tr o u v é e d a n s 3 % d e s c a s d e T- A L L 
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infantile (Carroll et al., 1990). A part cette translocation t(1;14), deux autres types 

de translocation: t(1;7) (p32;q35) et t(1;3) (p34;q21) impliquent aussi le gène SCL. 

Dans le premier cas, le locus TCRI3 est translocalisé à 35 Kb dans la région 3 du 

gène SCL (Fitzgerald et al., 1991). Dans le deuxième cas, l'expression du gène 

SCL serait maintenant placée sous le contrôle d'éléments du promoteur ou de 

séquences amplificatrices (enhancer) situés sur le chromosome 3 (Aplan et al., 

1992c). 

L'expression aberrante du gène SCL dans plusieurs cas de T-ALL est 

causée par un autre événement de recombinaison chromosomique. Il s'agit d'une 

délétion spécifique à un site du chromosome 1 qui entraîne la perte d'un fragment 

d'environ 90 Kb entre le locus SIL (SCL interrupting locus) et le locus SCL (Brown 

et al., 1990; Aplan et al., 1990b) (Fig10). 

Ia Ib IIa 	IIb III 	IV V 	HLH-VI 

1 
Le locus SIL 
	

Le locus SCL 
Le point de rupture dans le locus SCL 

—90kb 

Q Le point de rupture dans le locus SIL 

Figure 10: La délétion entre le locus SIL et le locus SCL. La délétion entraîne la perte d'un 
fragment d'environ 90Kb entre le locus SCL et le locus SIL. Les points de rupture du locus SCL 
précèdent l'exon Ia ou l'exon Ib. 

La délétion SIL/SCL est l'anormalie chromosomique la plus fréquente dans 

la T-ALL avec une fréquence de 6% à 26% (Brown et al., 1990; Bernard et al., 

1991; Aplan et al., 1992a; Borkhardt et al., 1992; Bash et al., 1993; Breit et al., 

1993; Janssen et al., 1993; Kikuchi et al., 1993). Le point de rupture du locus SIL 

est constant, mais ceux du locus SCL sont variables. La plupart de ces points se 

situent dans la région 5' non traduite du gène, dans l'intron qui précède l'exon lb 

(Type A/TALdi) ou en amont de l'exon la (Type B/TALd2) (Macintyre et al., 1992; 
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Breit et al., 1993; Janssen et al., 1993). Cette délétion génère une jonction de la 

région régulatrice 5 du SIL et le gène SCL, qui cause l'expression aberrante du 

gène SCL dans la T-ALL (Bernard et al., 1991; Aplan et al., 1992a). La déletion se 

produit préférentiellement dans les lignées CD3-  et CD3+ cc/13 + de la T-ALL et 

s'accompagne d'une délétion du gène TCR-8 dans une ou deux allèles. Cette 

déletion ne se produit pas dans les lignées TCRy8+ de la T-ALL. Cette différence 

est probablement attribuable au fait que l'état de méthylation du locus SCL diffère 

dans ces deux groupes de T-ALL (Breit et al., 1993, 1994). 

L'expression du gène SCL dans la T-ALL infantile a été étudiée. Dans 37 

cas étudiés, 10 possèdent le réarrangement du gène SCL et 13 présentent son 

expression. L'expression monoallélique est observée dans les cellules 

leucémiques de tous les patients possédant un réarrangement du SCL. Chez les 

patients manquant un réarrangement détectable, la transcription du gène SCL 

présente un patron d'expression monoallélique ou biallélique. Ainsi, l'activation du 

SCL dans ce dernier cas pourrait être due à une altération des séquences 

régulatoires en cis ou à des changements dans des facteurs qui contrôlent la 

transcription du SCL en trans (Bash et al., 1995). 

Dans la T-ALL chez l'adulte, la fréquence d'expression ectopique du gène 

SCL reste incertaine. Au cours d'une étude, on a détecté l'activation du gène SCL 

par la déletion SIL/SCL dans plusieurs échantillons de patients adultes (Macintyre 

et al., 1992). Pourtant, dans une autre série de 33 patients adultes atteints de T-

ALL, la déletion SIL/SCL n'est pas détectable. Dans ce groupe, la fréquence 

d'expression du gène en absence d'anormalie chromosomique n'est pas connue. 

L'altération du locus SCL n'est pas trouvée dans d'autres types de néoplasie de 

type cellulaire T comme les lymphomes T non-Hodgkiniens, les lymphomes T 

cutanés, les leucémies aiguëes lymphoblastiques de type cellulaire B ou encore 

avec des antigènes myéloïdes (Bernard et al., 1990; Bash et al., 1993; Kikuchi et 

al., 1993). Un cas de leucémie de type cellulaire B avec une translocation t(1;14) 

impliquant le gène SCL a été rapporté (Bernard et al., 1993). Une autre étude a 
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d ét e ct é u n r é arr a n g e m e nt d u l o c u s S C L d a n s u n e li g n é e d e m él a n o m e ( Fi n g er et 

al., 1 9 8 9). P o urt a nt, d a n s u n e gr a n d e s éri e d e 1 2 0 t u m e ur s pri m air e s h u m ai n e s, y 

c o m pri s d e s m él a n o m e s, d e s l e u c é mi e s l y m p h oï d e s, m y él oï d e s et d e s t u m e ur s 

s oli d e s, il n' y a p a s d' é vi d e n c e d e r é arr a n g e m e nt i m pli q u a nt S C L ( R o c h m a n et al., 

1 9 9 2). C e s r é s ult at s s o nt d' aill e ur s a p p u y é s p ar l e f ai bl e ni v e a u d' e x pr e s si o n d u 

g è n e S C L, o b s er v é d a n s c e s t u m e ur s. Ai n si, l e r é arr a n g e m e nt/tr a n sl o c ati o n a v e c 

l' a cti v ati o n d u g è n e S C L s e pr o d uit r ar e m e nt d a n s l e s a utr e s l e u c é mi e s et l e s 

m y él o m e s. 

4. 2. St r u ct u r e et e x p r e s si o n d u g è n e S C L 

L e g è n e S C L h u m ai n e st l o c ali s é s ur l e br a s c o urt d u c hr o m o s o m e 1, d a n s 

l a b a n d e 3 d e l a z o n e 3 ( 1 p 3 3). Il e st c o m p o s é d e h uit e x o n s q ui s o nt di stri b u é s 

s ur u n e l o n g u e ur d e pl u s d e 1 6 K b d' A D N ( Fi g 1 1). 

l e s îl ot s C p G 	 b H L H 

VI 

1 6 K b, 1 p 3 3 

Fi g ur e 1 1. L a str u ct ur e d u g è n e S C L. L e s e x o n s d u g è n e S C L s o nt di stri b u é s d a n s 
u n e l o n g u e ur d' A D N d e pl u s d e 1 6 K b d a n s l a r é gi o n 1 p 3 3. 

P ar mi l e s h uit e x o n s (l a, l b, Il a, 1 1 b, Ill, I V, V, VI et l e p s e u d o- e x o n i 7 7), l e s 

e x o n s I V, V, VI c o d e nt p o ur l a pr ot éi n e S C L q ui c o nti e nt u n e r é gi o n h éli c e- b o u cl e-

h éli c e b a si q u e ( b H L H) h a ut e m e nt c o n s er v é e d a n s diff ér e nt e s e s p è c e s( Fi g 1 1). L a 

pl u s gr a n d e h ét ér o g é n éit é s e tr o u v e d a n s l a r é gi o n 5 n o n tr a d uit e d e s A D N s 

c o m pl é m e nt air e s. Di v er s tr a n s crit s d u g è n e S C L s o nt g é n ér é s à c a u s e, s oit d e 

diff ér e nt sit e s d'i niti ati o n d e l a tr a n s cri pti o n, s oit d e diff ér e nt e s utili s ati o n s d e s ci n q 

e x o n s n o n c o d a nt s. L e s d e u x sit e s d'i niti ati o n pri n ci p a u x s e tr o u v e nt d a n s l' e x o n l a 

et l b, l e tr oi si è m e s e sit u e d a n s l' e x o n I V ( A pl a n et al., 1 9 9 0 a; B er n ar d et a/., 1 9 9 0; 

B e gl e y et al., 1 9 9 4). L a tr a n s cri pti o n e st i niti é e d a n s l e s li g n é e s c ell ul air e s 
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multipotentielles HEL et K562 dans les exons la et lb, tandis qu'elle est initiée 

seulement dans l'exon lb dans les lignées cellulaires T Jurkat et HSB-2. Dans la 

lignée lynnphoblastique, DU.528, le site d'initiation se trouve dans l'exon IV. Des 

études ont aussi démontré que l'utilisation des deux promoteurs la et lb dépend de 

la lignée cellulaire. Ils sont tous deux actifs dans les cellules ou les lignées 

cellulaires érythroïdes. Le promoteur la est aussi utilisé dans les cellules 

mégakaryocytaires et granulocytaires, mais est inactif dans les cellules T. 

L'inactivation du promoteur la dans les cellules T est probablement due à 

l'absence du facteur de transcription GATA-1 dans l'environnement intracellulaire 

(Bockamp et ai., 1995). Par ailleurs, le promoteur lb est utilisé dans les cellules 

lymphoïdes T et B et d'autres lignées cellulaires (Aplan et al., 1990a; Mouthon et 

al., 1993). Dans la translocation t(1;14) où le point de rupture se situe en aval de la 

région codante du gène SCL, la transcription est initiée dans l'exon IV. Cette 

initiation est observée aussi dans quelques cas de T-ALL exempts d'altération 

évidente du locus SCL et dans un cas de T-ALL avec une translocation t(1;14) où 

le point de rupture se situe dans la région 5 non traduite du gène SCL (Aplan et 

al., 1990a; Bernard et al., 1992). L'analyse de la séquence de l'exon la à l'exon Ill 

a démontré que cette région est riche en guanosine et cytidine. Ceci permet la 

formation d'un îlot CpG qui est une région génomique impliquée dans la régulation 

du gène. Cette région n'est pas nnéthylée dans les lignées cellulaires exprimant 

SCL, mais est méthylée dans les lignées cellulaires n'exprimant pas SCL. Ainsi, 

cette région et son état de méthylation semblent jouer un rôle important dans la 

régulation de l'expression du gène SCL. De plus, elle est atteinte dans la plupart 

des aberrations chromosomiques touchant le gène SCL (Aplan et al., 1990a; 

Bernard et al., 1990; Chen et al., 1990a; Breit et al., 1993). Ces observations 

suggèrent que la translocation chromosomique ne se produit pas aléatoirement, 

mais survient avec préférence dans des régions actives transcriptionnellement. De 

plus, les exons non codants sont également utilisés de façon différente dans 

diverses lignées cellulaires. L'analyse des ADNs complémentaires de différentes 

lignées cellulaires T, Jurkat, et HSB-2 et de deux lignées érythroides HEL et K562, 
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révèle la présence de différents transcripts générés par la combinaison des exons 

non-codants avec des exons codants suivante: (1) la+11a+111, (2) la+111, (3) 

lb+11b+111, (4) lb+111, (5) 111. Un autre transcrit spécial est généré par la jonction 

directe de l'exon la avec l'exon V et VI. Enfin, un dernier transcrit mineur est 

généré par la combinaison du pseudo-exon y 77 avec l'exon VI (Aplan et al., 

1990a). Bien que la région 5 des ADNs complémentaires soit variable, la région 3' 

des transcrits est plutôt constante, et contient une longue région non-codante. 

Dans la région 3' non-codante de l'ADNc du gène SCL humain, il existe beaucoup 

de codons d'arrêt avec quelques motifs TTATTTAT. Ces motifs se retrouvent dans 

les ARNs messagers codant pour des cytokines (Caput et al., 1986) et serviraient 

à déstabiliser les ARNs messagers cytoplasmiques (Schibler et al., 1983). On note 

aussi, un signal de polyadénylation AATAAA à une distance de 20 nucléotides du 

côté 5' de la queue de poly(A). L'ADN complémentaire complet du gène SCL 

humain a une longueur d'environ 4.2Kb (Aplan et al., 1990a). Le gène SCL murin 

possède une grande homologie avec le gène SCL humain, soit 88% d'homologie 

dans la séquence en nucléotide et 94% d'homologie dans la séquece protéique. 

Les régions hélice-boucle-hélice basiques chez ces deux espèces sont identiques 

(Begley et al., 1991) de même que celle des oiseaux, et 73% d'homologie est 

observée avec celle de la drosophile (Doodwin et al., 1992; Varterasian et al., 

1993). 

Chez l'homme, à l'extrémité 5' de l'exon la et lb, on note la présence de 

boîtes TATA et CCAAT, de sites de reconnaissance SP-1, et d'un site potentiel de 

liaison AP-1. En amont de l'exon la, il existe un site proximal et un site distal de 

liaison aux facteurs de transcription GATA (TTATCT et TTATCG respectivement) 

(Aplan et al., 1990a; Lecointe et al., 1994). Les sites GATA (le site proximal en 

particulier) et SP-1 sont requis pour générer l'activation complète du promoteur la 

du gène SCL humain dans les cellules érythroïdes (Lecointe et al., 1994). 

L'expression du gène SCL a été premièrement identifiée dans une lignée 

lymphoblastique bipotentielle DU.528 d'un patient atteint de T-ALL. Les sondes 

dérivées du chromosome 1 et 14 ont détecté un transcrit de fusion aberrant, 
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d'environ 2 Kb. Ce transcrit n'est pas observé dans le cerveau, le foie, le placenta, 

le thymus, ni dans les lymphocytes activés et les diverses tumeurs de cellules B. 

Curieusement, dans la moëlle osseuse, un autre transcrit de taille différente est 

détecté (Begley et al., 1989b). L'étude suivante a examiné son expression dans 

cinq lignées cellulaires: 730-3 et TALL-101, les lignées dérivées de T-ALL; Peer, la 

lignée cellulaire T y418+; Jurkat, la lignée T al3+ et 697, la lignée leucémique de 

type cellulaire pré-B. Un transcrit de 5.4 Kb et possiblement deux transcrits (2.2 Kb 

et 2.6 Kb) de faible niveau d'expression sont détectés dans les lignées Jurkat et 

TALL-101. Tandis que la lignée cellulaire 730-3 exprime fortement les transcrits de 

2.2 et 2.6 Kb (Finger et al., 1989). Une troisième étude confirme la présence d'un 

transcrit de plus de 4Kb (dont la migration sur gel coïncide avec celle de l'ARN de 

28S) dans la moêlle osseuse, dans la lignée myéloïde K562 et la lignée DU.528, 

mais dans cette dernière lignée, le transcrit prédominant est d'environ 2 Kb. Dans 

les tissus normaux, l'expression du transcrit complet se présente dans le foie 

foetal et la moelle osseuse après la chimothérapie. Le foie adulte, le cerveau 

(l'hippocampe), le thymus et les cellules T activées sont négatifs. Dans deux cas 

de leucémie myéloïde sur trois et un cas de T-ALL, le transcrit de SCL a été 

détecté dans les tissus malins, alors qu'il était absent dans des tumeurs 

épithéliales et de cellules T et B. En ce qui conçerne les lignées cellulaires, le 

transcrit est présent dans la lignée K562, deux lignées cellulaires DU.528 et HSB 2 

(CD7+, CD3-, CD4-, CD8-  ), deux lignées dérivées du médulloblastome et une 

lignée dérivée du carcinome du poumon (Begley et al., 1989c). Une autre étude 

révèle la présence de deux transcrits de 5.0/4.8 Kb dans certaines lignées 

cellulaires dérivées de T-ALL (Chen et al., 1990). De plus, il a été démontré qu'un 

transcrit de 5 Kb est présent dans les lignées T Kd, CEM, la lignée leucémique 

érythoïde/mégakaryocytaire HEL et la lignée K562, mais est absent dans la lignée 

Tile, les cellules leucémiques myéloïdes et les cellules lymphoïdes B (Bernard et 

al., 1990). 

Dans le système hématopoïétique humain, SCL est transcrit dans le foie 

foetal, les précurseurs CD34f/CD38+, les précurseurs érythroïdes et 
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mégakaryocytaires et les granulocytes basophiles. Le transcrit est absent dans les 

précurseus CD34+/CD38-, les cellules granulocytaires de la moêlle osseuse 

(myélocytes, métamyélocytes et polymorphes), les lymphocytes, les monocytes, 

les neutrophiles et les eosinophiles du sang périphérique. De plus, SCL est 

exprimé dans les lignées cellulaires HEL, K562, la lignée pluripotentielle UT-7, la 

lignée bipotentielle (érythroïde/mégakaryocytaire) TF-1, les lignées 

érythroïdes/mégakaryocytaires CMK, Daml, Meg-01, la lignée cellulaire pré-B 

Nalm-6, et dans les lignées de T-ALL exempte d'un réarrangement génique. 

D'ailleurs, le transcrit est observé dans les échantillons de leucémie de type M4 

(selon la classification de FAB) et de T-ALL (Mouthon et al., 1993; Green et 

a/.,1992; Hoang et al., 1996). Les lignées leucémiques myéloïdes, lymphoïdes B, 

les lignées du stroma de la moêlle osseuse, les cellules synoviales primaires et les 

fibroblastes dermaux primaires n'expriment pas SCL (Green et al., 1991b). 

En utilisant un anticorps anti-SCL humain, les chercheurs ont localisé la 

protéine SCL dans le noyau des cellules des lignées HEL, K562, Jurkat, CEM, 

RPMI 8402 et DU.528. La protéine est également présente dans le cytoplasme de 

cellules en mitose. Aucune expression n'a été notée dans d'autres lignées T, B, ou 

myéloïdes. Dans le système hématopoïétique, la protéine nucléaire se présente 

dans le foie foetal dans les précurseurs érythroïdes et mégakaryocytaires mais est 

absente dans les monocytes, les neutrophiles, les cellules lymphoïdes et les 

hépatocytes.Enfin, l'expression de SCL est observée dans une souspopulation 

d'endothélium des grands vaisseaux de l'amygdale, de la rate; dans certaines 

cellules endothéliales du thymus, du placenta, du rein; dans quelques 

macrophages du poumon, de l'amygdale, du rein, du cérébellunn; dans le muscle 

lisse de l'utérus et dans les endothéliums en culture de la veine ombilicale 

(Lecointe et al., 1995; Hwang et al., 1993). 

Chez la souris, le transcrit du gène SCL est détectable dans les précurseurs 

hématopoïétiques pluripotentiels, mais persiste seulement dans les cellules 

érytrhoïdes, mégakaryocytaires et mastoïdes en maturation (Brady et al., 1995). 

Le niveau d'expression est le plus élevé dans les précurseurs bipotentiels 
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érythroïde/mégakaryocytaire (E/Meg, ou burst-forming units çî)BFUete-E/Meg), mais 

est aussi détectable dans les précurseurs érythoïdes unipotentiels à un stade 

précoce (E, ou BFU-E) et avancé (E1, pro-érythoblaste ou CFU-E). Son niveau 

diminue dans les cellules rouges en maturation terminale. Le messager est 

présent, mais à un niveau plus bas dans les précurseurs des neutrophiles et des 

macrophages et disparait dans ces lignées cellulaires au cours de la maturation 

terminale (Hoang et ai.,1996). Le transcrit est aussi observé dans le foie, et la rate 

foetaux, dans quelques lignées myéloïdes, dans une minorité de lignées B, dans 

toutes les lignées érythroïdes, dans les lignées mastoïdes et dans les mastocytes 

normaux dérivés de la rate. Chez l'adulte, le transcrit n'est pas détectable dans le 

thymus, le coeur, le foie, les nodules lymphatiques, les testicules, le muscle lisse, 

les fibroblastes et les cellules synoviales. Durant le développement du cerveau, 

l'expression du gène SCL est observé dans le métencéphale, le mésencéphale, le 

diencéphale et possiblennent dans le cerebellum au jour 14.5 de l'embryon (Green 

et al., 1991b,1992). Une autre étude a rélevé la présence de la protéine SCL par 

l'utilisation d'anticorps anti-SCL dans des embryons post-implantation, et aux 

stades néonatal et adulte. La protéine SCL est détectable au jour 7.5 post-coïtal, 

approximativement 24h avant la formation des structures hématopoïétiques, soit 

dans des sites embryonnaires ou extra-embryonnaires. L'expression est ensuite 

localisée dans les îlots sanguins du sac vitellin puis dans le foie foetal et la rate. 

Ce patron d'expression est parallèle à celui de la localisation de l'activité 

hématopoïétique dans divers sites au cours du développement. La protéine est 

détectable dans les érythoblastes de la rate foetale et adulte; dans les cellules 

myéloïdes, mégakaryocytaires de la rate et de la moelle osseuse; dans les 

mastocytes de la peau et dans les cellules rares du thymus foetal et adulte. Aussi, 

SCL est observé dans les précurseurs endothéliaux des îlots sanguins, et dans les 

cellules endothéliales et les angioblastes de quelques organes au cours de la 

vascularisation. En outre, SCL est exprimé dans le système nerveux et 

squelettique au cours du développement (Kallianpur et al., 1994). 
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Bref, dans les tissues murins et humains, l'expression de SCL est restreinte 

au système hématopoïétique. Ce gène est exprimé dans les cellules érythroïdes, 

mégakaryocytaires, mastoïdes, myéloïdes précoces et les précurseurs commis 

(CD34+/CD38+). Il est exprimé le long des sites d'hématopoïèse embryonnaire. De 

plus, il est exprimé dans les systèmes nerveux et squelettiques au cours du 

développement. Finalement, il est exprimé dans les endothéliums vasculaires de 

quelques organes. 

4.3. Protéine SCL 

Le produit du gène SCL est homologue à des protéines impliquées dans le 

contrôle de la différenciation et de la prolifération cellulaire. Il s'agit d'une famille de 

protéines dotées d'une région hélice-boucle-hélice (HLH) (Begley et al., 1989c; 

Chen et al., 1990a) et qui comprend plus de 60 membres. La région hautement 

homologue est restreinte à un domaine d'environ 60 acides aminés qui ont le 

potentiel de former deux hélices cl amphipathiques séparées d'une boucle (Murr et 

al., 1989). La plupart des protéines hélice-boucle-hélice possèdent aussi des 

acides aminés basiques (appelés bHLH) du côté amino-terminal du domaine HLH 

qui seraient responsables de la reconnaissance de séquences spécifiques de 

l'ADN. On croit que les protéines HLH seraient des facteurs de transcription 

puisqu'elles sont capables de se lier in vitro à des motifs d'ADN(la boîte E: 

CANNTG), trouvés dans des séquences amplificatrices de la transcription chez les 

eucaryotes. En plus, in vivo, plusieurs études suggèrent que ces protéines bHLH 

contrôlent la transcription (Beckmann et al., 1990; Blackwell et al., 1990a, 1990b; 

Braun et al., 1990; Brennan et al., 1990; Carr et al., 1990; Davis et al., 1990; 

Gregor et al., 1990; Henthorn et al., 1990; Hu et al., 1990; Lassar et al., 1989; 

Murr et al., 1989a, 1989b). Parmi les membres de cette famille, notons entre autre, 

les produits des gènes achaete-scute chez la drosophile, et chez les organismes 

supérieurs: twist, daughter-less, c-, N- et L-myc, les protéines du groupe MyoD 

impliquées dans la différentiation musculaire, et les protéines E12 et E47 (Benezra 
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et al., 1990; Murre et al., 1989a). Les protéines E12 et E47 se lient aux séquences 

amplificatrices des immunoglobulines sous forme d'homodimère. Cet homodimère 

est stabilisé par des interactions protéine-protéine impliquant les hélices 

amphipathiques des domaines HLH. Les produits du gène E2A (E47 ou E12) 

peuvent aussi former des complexes hétérogènes, probablement des 

hétérodimères, avec d'autres membres de la famille HLH (e.g. MyoD1). Ces 

hétérodimères lient aussi les séquences de la boîte E avec une forte affinité. La 

famille des protéines HLH peut se diviser en trois classes: A, B et C (Murr et al., 

1989b). La classe A contient les protéines qui sont largement exprimées dans 

divers tissus et cellules. Les protéines de la classe B sont exprimées d'une faCon 

lignée- ou histo-spécifique. Les protéines de la classe C présentent une structure 

en tandem du domaine bHLH avec un motif de leucine zipper adjacent (bHLH-Zip). 

Pour les protéines de la famille HLH, la formation des dimères est essentielle pour 

la liaison à l'ADN. L'activité d'une protéine bHLH dépend en grande partie de son 

partenaire de dimérisation. En général, les protéines de la classe A possèdent le 

potentiel de former des homodimères en s'autoassociant. Ces protéines peuvent 

aussi former des hétérodimères en interagissant avec des protéines de la classe 

B. Les protéines ubiquitaires de la classe A, comme E47 et E12 peuvent 

éventuellement influencer l'expression de gènes histo-spécifiques par l'interaction 

avec une protéine de la classe B. Les protéines HLH dépouvues de région 

basique, comme les protéines Id, peuvent inhiber la capacité de lier à l'ADN des 

honnodimères ou hétérodimères des autres protéines HLH, étant donné qu'elles 

connpétitionnent à forment des complexes hétérodimériques non fonctionelles avec 

ces dernières protéines (Benezra et al., 1990). Pourtant, les protéines Id 

n'atténuent pas l'activité de liaison à l'ADN des homo et hétérodimères déjà 

formés. Les protéines de la classe B ne s'homodimérisent pas efficacement in 

vivo, ainsi, leur propriété fonctionnelle dépend de leur association avec une 

protéine de la classe A (Murre et al., 1989a, 1989b; Ferrè-D'Amaré et al., 1993; et 

Kdesch et al., 1993). Par exemple, MyoD1, une protéine HLH musculo-spécifique 

qui gouverne la spécification myogénique des cellules mésodermales forme un 
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hétérodimère avec les produits du gène E2A (E47 ou E12) (Murre et al., 1989b). 

MyoD1 partage une forte homologie avec trois protéines HLH musculo-spécifiques 

capables d'induire la myogénèse (Braun et al., 1989, 1990; Edmondson et al., 

1989; Miner et al., 1990; Rhodes et al., 1989; et Wright et al., 1989). Il a été aussi 

démontré que chaque membre de la sousfamille des protéines HLH myogéniques 

se lie à l'ADN sous forme d'hétérodimères liés avec les produits du gène E2A. 

Chez la drosophile, les produits du complexe génique achaete-scute qui contrôlent 

le développement neuronal, forment des hétérodimères avec l'homologue de 

E47/E12 (Cabrera et al., 1987; Caudy et al., 1988; Murre et al., 1989b; Villares et 

al., 1987). Considérant le rôle des protéines myogéniques dans la myogénèse et 

des protéine achaete-scute dans la neurogénèse, il semble que les protéines HLH 

de classe B, en interagissant avec une protéine de la classe A, spécifient le destin 

et induisent la différenciation de certains tissus ou organe. L'expression normale 

du gène SCL et la présence de sa protéine se concentrent dans le système 

hématopoïétique tant foetal qu adulte, ce qui suggère un rôle particulier du SCL 

dans l'hématopoïèse. 

Diverses protéines SCL ont été observées dans les échantillons 

leucémiques et dans les lignées cellulaires. Ces différences sont probablement 

dues aux différents sites d'initiation de traduction (Aplan et al., 1990a; Bernard et 

al., 1991; Goldfarb et al., 1992; Cheng et al., 1993b; et Elwood et al., 1994). Un 

cadre de lecture ouvert, qui correspond à 331 acides aminés, est distribué dans 

les exons IV, V et VI (Bernard et al., 1991; et Aplan et al., 1990a). L'analyse 

mutationelle a identifié trois codons AUG qui servent d'initiatieur de traduction in 

vitro (Bernard et al. 1991). Les codons de la méthionine 1 et 26 sont situés dans 

l'exon IV et le codon de la méthionine 176 est localisé dans l'exon V. L'initiation de 

la traduction de ces codons génère des polypeptides de 42, 39 et 22 KDa 

respectivement (Bernar et al., 1991; et Cheng et al., 1993b). La région annino-

terminale, composée des 190 premiers acides aminés est riche en proline. Les 

acides aminés 191 à 203 constituent la région basique, laquelle est suivie de la 

région HLH (aa 204 à aa 244). La région carboxyl-terminale est composée des 
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a ci d e s a mi n é s 2 4 5 à 3 3 1. L e s e s s ai s d e f u si o n G A L 4 o nt d é m o ntr é u n p ot e nti el 

m o d ér é d' a cti v ati o n tr a n s cri pti o n n ell e d e l a r é gi o n a mi n o-t er mi n al e ( V V a d m a n et 

al., 1 9 9 4). E n utili s a nt u n a nti c or p s a nti- S C L, l e s a ut e ur s o nt m o ntr é l a pr é s e n c e 

A u d e 	 p h o s p h o p r ot éi n e s d u S C L: p p 4 2 T AL1 et  p  p  2   21- 	 d a n s d e s li g n é e s 

ér yt hr ol e u c é n ni q u e s et d e T- A L L. L e s pr ot éi n e s p p 4 2 T AL1 et p p 2 2 T ALi  s o nt d e s 

f o r m e s p h o s p h o r yl é e s d e s p r o d uit s c o m pl et et t r o n q u é d u g è n e S C L 

r e s p e cti v e m e nt. Ell e s c o nti e n n e nt t o ut e s l e s d e u x l e m otif H L H b a si q u e. L' a n al y s e 

d e s a ci d e s p h o s p h o a mi n é e s a r é v el é q u e p p 4 2 T AL1  c o nti e nt d e s r é si d u s d e 

p h o s p h o s éri n e. L e s p h o s p h o pr ot éi n e s s o nt d ét e ct a bl e s d a n s t o ut e s l e s li g n é e s 

c ell ul air e s d e l a T- A L L q ui c o nti e n n e nt u n r é arr a n g e m e nt d u g è n e S C L. C e s 

pr ot éi n e s s o nt a u s si pr é s e nt e s d a n s q u el q u e s li g n é e s d e T- A L L s a n s alt ér ati o n 

d ét e ct a bl e d u g è n e S C L ( C h e n g et al., 1 9 9 3 b). L a s éri n e 1 2 2 ( S 1 2 2) e st u n sit e 

m aj e ur d e p h o s p h or yl ati o n d a n s l e s li g n é e s c ell ul air e s l e u c é mi q u e s et l e s c ell ul e s 

C O S tr a n sf e ct é e s p ar l' A D N c  d u g è n e S C L. L a p h o s p h or yl ati o n d e l a s éri n e 1 2 2 

e st i n d uit e i n vi v o p ar l e f a ct e ur d e cr oi s s a n c e é pi d er m al e. Ell e s uit l' a cti v ati o n d e s 

ki n a s e s d e pr ot éi n e s, E R K/ M A P 2. E n pl u s, S 1 2 2 e st p h o s p h or yl é e i n vitr o p ar l a 

ki n a s e E R K 1. Ai n si, l a s éri n e 1 2 2 d e l a pr ot éi n e S C L s er vir ait i n vi v o d e s u b str at 

a u x ki n a s e s E R K/ M A P 2, c o m m e E R K 1. P ui s q u e l e s ki n a s e s E R K/ M A P 2 

r é p o n d e nt stri ct e m e nt à u n e v ari ét é d e si g n a u x e xtr a c ell ul air e s, l a p h o s p h or yl ati o n 

d e l a s éri n e 1 2 2 p o urr ait f o ur nir u n m é c a ni s m e d e l a r é g ul ati o n f o n cti o n n ell e d e s 

p r ot éi n e s S C L p a r d e s sti m uli e xt r a c ell ul ai r e s ( C h e n g et al., 1 9 9 4 a). L a 

m ut a g é n è s e diri g é e d e l a S 1 2 2 m o ntr e, e n eff et, l'i m p ort a n c e d e c et a ci d e a mi n é 

p ui s q u e s o n r e m pl a c e m e nt e ntr aî n e u n e r é d u cti o n d e l' a cti vit é tr a n s cri pti o n n ell e 

d e l a r é gi o n a mi n o-t er mi n al e ( V V a d n n a n et al., 1 9 9 4 b). L a p h o s p h o pr ot éi n e p p 2 2 T AL1  

n e c o nti e nt p a s c ett e s éri n e et i n hi b e l' a cti vit é tr a n s cri pti o n n ell e d e l a pr ot éi n e 

p p 4 2 T AL1  d e f a o n d o mi n a nt- n é g ati v e. L a pr ot éi n e S C L a p p arti e nt à l a cl a s s e B d e 

l a f a mill e d e s p r ot éi n e s H L H. S o n d o m ai n e H L H b a si q u e p r é s e nt e 5 3 % 

d' h o m ol o gi e a v e c c el ui d u g è n e a c h a et e- s c ut e T 8 d e l a dr o s o p hil e, et 3 0 % a v e c 

c el ui d u M y o D ( B e gl e y et al., 1 9 8 9 c). T o ut ef oi s, c' e st a v e c l e s d o m ai n e s H L H d e s 

g è n e s L yl - 1 et T a 1 2 q u e l' o n n ot e l a pl u s f o rt e h o m ol o gi e ( 8 4 et 8 0 %, 
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respectivement). Ces deux derniers gènes ont aussi été identifiés par des 

analyses de translocation génique dans des cellules leucémiques de T-ALL 

(Melletin et al., 1989; Xia et al., 1991). Les études ont démontré que les protéines 

SCL sont incapables de lier l'ADN, probablement parce qu'elles ne peuvent pas 

former d'homodimères HLH basiques. Mais SCL interagit avec toutes les protéines 

HLH de la classe A (E12, E47, E2-2 et HEB) pour former des hétérodimères et 

ensuite lier l'ADN à une séquence spécifique. Les hétérodimères du SCL 

reconnaissent préférentiellement une sous-population des éléments de la boîte E 

(CANNTG) qui pourraient être représentés par la séquence consensus 

AACAGATGGT. Ce consensus est composé du demi-site AACAG connu pour les 

polypeptides HLH de la classe A et du demi-site ATGGT connu pour la protéine 

SCL. La liaison à l'ADN des hétérodimères du SCL est détectable dans l'extrait 

nucléaire de la lignée cellulaire Jurkat de T-ALL. Ainsi, SCL semble lier et contrôler 

la transcription de certains gènes dont quelques-uns pourraient être impliqués 

dans la leucimogénèse de T-ALL (Hsu et al., 1991, 1994a, 1994c). 

Dans une étude utilisant un gène de reportage contenant des sites de 

liaison pour les hétérodimères SCL/E47, il a été démontré que ces hétérodimères 

exercent une transactivation moins forte que les homodimères E47/E47. Ainsi, 

dans un environnement qui favorise la formation des homodimères E47/E47 (e.g. 

en absence des protéines Id), SCL réprimerait la transcription en recrutant E47, et 

en formant donc des hétérodimères E47/SCL moins actifs. Toutefois, en présence 

des protéines lds, SCL peut activer la transcription, parce que les hétérodimères 

SCL/E47 sont plus résistantes à la dissociation causée par les protéines Ids  que 

les homodimères E47/E47 (Hsu et al., 1994b). La présence inappropriée de la 

protéine SCL dans les cellules T pourrait induire la leucémie en influenCant le 

patron normal d'expression des gènes. Cet effet pourrait être direct ou indirect. Par 

exemple, les complexes SCL/E2A (e.g. SCL/E47) pourraient se lier directement 

aux éléments régulatoires cis des gènes, ou encore, la présence du SCL pourrait 

indirectement pertuber les interactions entre les protéines HLH dans les cellules T. 
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Le domaine basique joue un rôle crucial dans la localisation nucléaire de la 

protéine SCL. Son retrait a converti SCL en une protéine cytoplasmique. 

Cependant, cette protéine SCL tronquée peut être redirigée dans le noyau par la 

coexpression d'une autre protéine HLH dotée d'un domaine basique intact. Ainsi, 

l'hétérodimérisation de SCL peut avoir lieu avant sa translocalisation nucléaire 

(Goldfarb et al., 1992, 1994). SCL se localise dans des structures 

macromoléculaires du noyau appelées les domaines PODs, qui ont été 

récemment découverts dans les cellules de leucémie promyélocytaire aiguë 

(Pulford et al, 1995; Dyck et al., 1994). 

La région carboxyl-terminale de la protéine SCL contient plusieurs sérines 

qui pourraient être les cibles des kinases de sérine. La troncation de ce domaine 

diminue significativement l'interaction de la protéine SCL avec les oncoprotéines 

RBTN (VVadnnan et al., 1994). 

Mises à part les formes de 42, 39 et 22KDa, les produits du gène SCL de 

49, 44, 41, 37 et 24KDa sont aussi détectés dans différentes lignées cellulaires, 

dans les cellules COS transfectées et dans des essais de traduction in vitro en 

utilisant l'ADNc complet de SCL (Elwood et al., 1991; Pulford et al., 1995; Leroy-

Viard et al., 1995; Goldfarb et al., 1992; Bernard et al., 1991). Ces différences sont 

dues au fait qu'il y a au total sept codons d'initiation ATG dans le cadre de lecture 

ouvert (Aplan et al., 1990a; Begley et al., 1989c), et que la modification post-

traductionnelle peut aussi y jouer un rôle important. 

4.4. Effet biologique du gène SCL 

L'analyse des facteurs de transcription membres de la famille HLH basique 

suggère que SCL serait impliqué dans la régulation de la détermination et de la 

différenciation cellulaires dans le système hématopoïétique (revue par Jan et Jan., 

1993; Kadesch,1993). En utilisant la lignée leucémique myéloïde murine M1 qui 

peut se différencier en cellules monocytaires en présence d'interleukine 6, du 

facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) ou d'oncostatine M (OSM), les auteurs ont 
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démontré une diminution persistente du niveau de l'ARN messager et de la 

protéine du gène SCL au cours de la différenciation monocytaire induite par ces 

cytokines. La surexpression de SCL dans cette lignée cause une diminution de la 

réponse aux facteurs LIF et OSM (Tanigawa et al., 1993). La différenciation 

monocytaire est aussi empêchée quand on surexprime SCL dans une lignée 

bipotentielle TF1 (Hoang et al., 1996). Ainsi, la régulation négative du SCL peut 

être requise pour la différenciation monocytaire. L'hétérodimérisation de SCL avec 

E47 réprime la transactivation induite par E47 et pourrait prévenir l'expression des 

gènes d'immunoglobuline dans les cellules autres que les lymphocytes B. La 

liaison à l'ADN des hétérodimères E2A/SCL dans la lignée M1 est abolie au cours 

de la différenciation monocytaire induite par l'interleukine 6. Notons que cette 

différenciation monocytaire induite par l'IL-6 s'acccompagne d'une augmentation 

de l'expression des protéines HLH dominant-négatives: lds. À des concentrations 

élevées, Id inhibe la liaison à l'ADN des hétérodimères E2A/SCL des cellules M1 

non différenciées (Voronova et al., 1994). L'expression ectopique de SCL bloque 

la différenciation des précurseures musculaires C2C12. La caractérisation du 

mécanisme correspondant a démontré que la protéine SCL réprime l'activation 

transcriptionnelle déclenchée par le facteur myogénique HLH basique: MyoD. 

L'analyse de l'interaction protéique révèle que SCL et MyoD sont en compétition 

pour lier des partenaires communs (protéines HLH basique E). Ainsi, SCL est 

efficace comme Id dans la suppression transcriptionnelle et l'inhibition de la 

différenciation musculaire (Goldfarb et al., 1995). Dans une autre étude, 

l'expression ectopique de SCL bloque la différenciation musculaire des cellules 

C3H10T1/2. La co-transfection de SCL avec la myogénine ou E2A supprime 

l'activation transcriptionnelle de ces deux gènes. Le retrait du domaine annino-

terminal de SCL réduit ou abolit sa capacité de suppression transcriptionnelle. 

Ainsi, le domaine amino-terminal de SCL pourrait séquestrer directement le 

domaine de transactivation des protéines reliées à E2A. Comme les protéines 

reliées au E2A sont impliquées dans la différenciation lymphocytaire, l'inhibition 
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dominant-négative de ces protéines pourrait être le mécanisme par lequel le gène 

SCL favorise la leucimogénèse (Hofmann et al., 1996). 

Des études ont aussi démontré un rôle important de SCL dans la 

différenciation érythrocytaire. Dans la lignée bipotentielle TF1, le niveau d'ARN 

messager de SCL reste élevé durant la différenciation érythrocytaire. L'expression 

excessive de SCL dans la lignée TF1 stimule la différenciation érythrocytaire 

spontanée et celle qui est induite par l'acide delta-arninolevulinique (Hoang et al., 

1996). L'ARN messager de SCL augmente au cours de la différenciation 

érythrocytaire des cellules érythro-leucémiques murines (MEL). L'expression 

excessive de SCL dans les lignées MEL et K562 augmente le taux de 

différenciation érythrocytaire spontanée. Alors que, la différenciation est inhibée 

dans les cellules MEL transfectées avec un ADN complémentaire antisense SCL 

ou avec un mutant de SCL exempt du domaine basique (Aplan et al., 1992b). En 

exprimant un ADN complémentaire antisense SCL dans la lignée K562, on 

réprime la croissance cellulaire. Les cellules K562 contenant l'antisense SCL 

produisent des colonies plus petites en agar et présentent une clonogénicité 

réduite. En plus, des expériences où les colonies de K562 sont reclonées ont 

démontré que l'antisense SCL réprime considérablement l'auto-renouvellement 

des cellules K562. Ces résultats suggèrent que le gène SCL peut contrôler la 

prolifération des cellules érythroïdes normales (Green et al., 1991a). Le patron 

d'expression du gène Id2  et des gènes SCL/E2A dans l'hématopoïèse normale 

humaine a été examiné. Dans les précurseurs cellulaires hématopoïétiques 

purifiés (HPCs), l'ARN messager de Id2  est détectable par RT-PCR, tandis que les 

ARN„, de SCL et de E2A sont indétectables. Au commencement de la 

différenciation érythroïde, l'ARN,„ de Id2  est faible, tandis que les ARNn, de E2A et 

de SCL sont élevés jusqu'au stade d'érythroblaste. Le patron d'expression des 

hétérodimères SCL/E2A, évalué par retard sur gel, coïncide avec les résultats 

obtenus par RT-PCR des ARN„, de SCL et de E2A. Les oligomères anti-Id2  

stimulent la formation des colonies érythroïdes en fonction de la dose, tandis que 

les oligomères antisense SCL l'inhibent. Les polypeptides de fusion GST-1d2  sont 
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en compétition avec les hétérodimères SCL/E2A et inhibent la liaison à l'ADN de 

ces dernières protéines dans des extraits nucléaires de cellules érythroïdes. Ainsi, 

Id2  et SCL/E2A semblent jouer un rôle dans la différenciation érythroïde 

(Condorelli et al., 1995). L'événement final de l'érythropoïèse est contrôlé par 

l'érythropoïétine (EPO). Cette hormone, une glycoprotéine provoque une 

augmentation rapide des ARN,T, de SCL en stimulant la transcription et en 

stabilisant les ARN, Cette activité dépend de la dose d'EPO. De plus, l'EPO est 

capable d'induire la liaison de SCL à l'ADN dans des extraits nucléaires de cellules 

murines FVA. Cet effet s'accompagne d'une phosphorylation de la protéine SCL. Il 

a été ainsi démontré que l'EPO contrôle le gène SCL tant au niveau 

transcriptionnel que posttranscriptionnel, et un lien a donc été établi entre l'EPO et 

un membre des facteurs de transcription impliqués dans la différentiation des 

diverses lignées cellulaires (Prasad et al., 1995). 

Des souris hétérozygotes portant une mutation nulle au locus SCL ont été 

produites par recombinaison homologue dans des cellules souches 

embryonnaires. Puis des animaux homozygotes pour cette mutation (SCL) ont 

été obtenus par croisement des souris hétérozygotes. Les embryons SCL 

meurentau jour embryonnaire 9.5. Ils sont pâles, oedémateux et présentent le 

retard de croissance au jour embryonnaire 8.75. Les études histologiques révèlent 

l'absence complète d'hématopoïèse dans le sac vitellin. Toutefois, les étapes 

précoces de l'organogénèse semblent normales. La culture des cellules du sac 

vitellin des homozygotes SCL-1-  a confirmé l'absence de cellules hématopoïétiques. 

Deux facteurs de transcription impliqués dans l'hématopoïèse, GATA-1 et PU-1, 

ne sont pas détectables dans l'ARN dérivé du sac vitellin et des embryons totaux 

(Robb et al., 1995a). Une autre étude corrobore ces résultats. Dans ce cas, la 

perte de SCL entraîne la mort des embryons SCL-1-  entre les jours 8.5 à 10.5. Au 

jour 9.5 à 10, ces embryons sont pâles et plus petits et ils ont un sac péricardiaque 

dilaté et n'ont aucune cellule rouge embryonnaire dans le sac vitellin et dans le 

placenta. L'expression de GATA-1, de c-myb et des gènes de globine n'est pas 

détectable. La culture des cellules du sac vitellin révèle l'absence de colonies 
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érythroïdes et une réduction marquée des cellules myéloïdes (Shivdasani et al., 

1995). Les études suivantes ont confirmé que les produits du gène SCL sont 

requis pour générer toutes les lignées hématopoïétiques chez la souris adulte 

(Robb et al., 1996). En plus, les auteurs ont étudié le potentiel de différenciation 

des cellules souches embryonnaires portant la mutation nulle de SCL in vitro et in 

vivo dans des souris chimériques. En absence de SCL, il n'y a pas 

d'hématopoïèse, c'est à dire qu'il y a absence totale de cellules rouges, de cellules 

myéloïdes, de mégakaryocytes, de mastocytes, et de cellules lymphoïdes T et B. 

Ces résultats suggèrent que SCL fonctionne à un stade très précoce de 

l'hématopoïèse: lors de la spécification des cellules du mésoderme ventral à un 

destin hématopoïétique, et lors de la formation et du maintien des précurseurs 

immatures (Porcher et al., 1996). 

La perte de l'activité de la protéine SCL induit l'apoptose de la lignée 

leucémique lymphoblastique T Jurkat en déplétion du milieu (Leroy-Viard et al., 

1995). SCL joue-t-il aussi un rôle dans l'apoptose ou la suppression d'apoptose 

dans les cellules souches hématopoïétiques? Ce rôle reste à être élucidé. 

Les souris avec la mutation nulle de GATA-1 ou GATA-2 ont aussi des 

défauts du système hématopoïétique. Les membres des gènes de la famille GATA 

sont exprimés très précocement dans les cellules hématopoïétiques (Weiss et 

Orkin, 1995). Le patron d'expression de GATA-1 et celui de SCL sont très 

semblables (Green et al., 1992; Mouthon et al., 1993). Les cellules souches 

embryonnaires nulles pour GATA-1 ne sont pas capables de générer des cellules 

érythroïdes dans des souris chimériques (Pevny et al., 1991). En culture, ces 

cellules souches se différencient normalement en colonies myéloïdes et 

mégakaryocytaires, mais les colonies érythroïdes sont bloquées au stade pro-

érythroblastique (Pevny et al., 1995; Weiss et al., 1994). Les souris homozygotes 

pour la mutation nulle de GATA-2 meurent entre le jour embryonnaire 10 et 11 et 

ont des défauts hématopoïétiques dans le sac vitellin et dans le foie foetal. Le sac 

vitellin mis en culture a montré une réduction du nombre de colonies de tous les 

types cellulaires (Tsai et al., 1994). En comparant ces résultats avec l'absence 
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complète d'hématopoïèse dans les souris SCL, il a été suggéré que les produits 

du gène SCL pourraient fonctionner en amont des facteurs GATA durant 

l'hématopoïèse du sac vitellin (Warren et al., 1994). En utilisant le système de 

deux hybrides dans les cellules C3H10T1/2, un compexe impliquant SCL, GATA-

1, RBTN2 et E47 a été identifié. Ainsi, ces protéines pourraient interagir durant 

l'hématopoïèse (Osada et al., 1995). 

L'expression aberrante de SCL, due à l'insertion de la particule 

intracisternale A a été détectée dans la leucémie myéloïde murine. La croissance 

excessive de ces clones leucémiques suggère que SCL favorise la prolifération de 

ces cellules (Tanigawa et al., 1994). Pourtant, les souris transgéniques qui 

expriment SCL sous le contrôle des séquences amplificatrices de CD2 et qui 

produisent les protéines SCL à haut niveau dans les lignées cellulaires T ne 

développent pas de tumeur (Robb et al., 1995b). En plus, quand ces souris sont 

infectées par un virus leucémique murin de Moloney, dans le but de recruter les 

oncogènes coopératifs, le taux de développement des tumeurs est le même que 

celui des contrôles. En utilisant un rétrovirus contenant SCL et un modèle de 

reconstitution de moelle osseuse, il n'y a pas d'évidence de leucémie reliée à 

l'expression de SCL (Elwood and Begley, 1995). Lorsqu'un rétrovirus contenant 

SCL est utilisé pour infecter les lignées cellulaires T transformées par v-abl, les 

cellules infectées présentent une clonogénicité plus élevée in vitro et une 

tumorogénicité plus élevée quand elles sont injectées dans des animaux (Elwood 

et al., 1993). Pourtant, même dans ce modèle qui a tendance à réveler un effet de 

SCL, le développement tumoral apparaît tardivement et chez seulement 60% des 

animaux injectés. Ce qui suggère que des événements génétiques additionnels 

sont requis pour l'émergence d'un phénotype malin. Certains patients atteints de 

T-ALL possèdent des anomalies chromosomales touchant à la fois le gène SCL et 

le gène RBTN2 (Wadman et al., 1994). Des souris transgéniques qui co-expriment 

RBTN2 et SCL dans les cellules T sont produites. Les dimères protéiques 

RBTN2/SCL sont formés dans les thymocytes des souris transgéniques doubles 

(CD2-SCL/CD2-RBTN2). Dès la naissance, les thymus de ces souris sont 
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pr e s q u' e nti èr e m e nt c o n stit u é s d e c ell ul e s T i m m at ur e s. E n s uit e, c e s s o uri s 

d é v el o p p e nt d e s t u m e ur s d e c ell ul e T j u s q u' à 3 m oi s a v a nt c ell e s o b s er v é e s c h e z 

l e s s o uri s tr a n s g é ni q u e s d e R B T N 2. Ai n si, l'i nt er a cti o n e ntr e c e s d e u x pr ot éi n e s 

p e ut i nfl u e n c er l e d é v el o p p e m e nt d e s c ell ul e s T et p ot e nti ell e m e nt f a v ori s er l a 

t u n n ori g é n è s e. L a pr e u v e dir e ct e d e l a c a p a cit é d e tr a n sf or m ati o n d e S C L a ét é 

f o ur ni e p ar u n e ét u d e o ù d e s s o uri s tr a n s g é ni q u e s d e S C L o nt ét é pr o d uit e s. L e 

g è n e S C L e st s o u s l e c o ntr ôl e d' u n pr o m ot e ur pr o xi m al d e l c k et s o n e x pr e s si o n 

e st ai n si diri g é e pri n ci p al e m e nt d a n s l e s t h y m u s d e s s o uri s tr a n s g é ni q u e s. 

L' e x p r e s si o n e ct o pi q u e d e S C L e nt r aî n e l e d é v el o p p e m e nt d e l e u c é mi e s 

l y m p h o bl a sti q u e s d e t y p e c ell ul ai r e T o u d e l y m p h o m e s T d a n s c e s s o u ri s 

tr a n s g é ni q u e s. D e pl u s, l a t u m ori g é n è s e e st a c c él ér é e p ar l a c o- e x pr e s si o n d e 

S C L et d e l' u nit é c at al yti q u e d e l a ki n a s e d e l a c a s éi n e Il a ( C KIl a). C ett e d er ni èr e 

e st u n e ki n a s e d e s é ri n e/ t h r é o ni n e q ui m o d ul e l' a cti vit é d e s f a ct e u r s d e 

tr a n s cri pti o n H L H ( K elli h er et al., 1 9 9 6). Ai n si, l e s pr o d uit s d u g è n e S C L s o nt d e s 

o n c o g è n e s, c' e st- à- dir e d e s pr ot éi n e s d o nt l' e x pr e s si o n i n a d é q u at e tr a n sf or m e l e s 

c ell ul e s n or m al e s et p er m et l e d é v el o p p e m e nt d e t u m e ur s m ali g n e s. 

5. 	 F a ct e u r St e el et c- Kit 

Tr oi s gr o u p e s o nt r é ali s é l e cl o n a g e d e s A D N s c o m pl é m e nt air e s c o d a nt 

p o ur u n n o u v e a u f a ct e ur d e cr oi s s a n c e pl éi otr o pi q u e a p p el é l e f a ct e ur St e el 

( Willi a m s et al., 1 9 9 0; C o p el a n d et al., 1 9 9 0; A n d er s o n et al., 1 9 9 0; Z s e b o et al., 

1 9 9 0 a, Z s e b o et al., 1 9 9 0 b; M arti n et al., 1 9 9 0; H u a n g et al., 1 9 9 0). L e f a ct e ur 

St e el e st a u s si c o n n u s o u s l e n o m d e f a ct e ur d e cr oi s s a n c e d e s m a st o c yt e s ( M G F, 

Willi a m s et al., 1 9 9 0; C o p el a n d et al., 1 9 9 0; A n d er s o n et al., 1 9 9 0), l e f a ct e ur d e s 

c ell ul e s s o u c h e s ( S C F, Z s e b o et al., 1 9 9 0 a; Z s e b o et al., 1 9 9 0 b; M arti n et al., 

1 9 9 0), o u l e li g a n d d e Kit ( K L, H u a n g et al., 1 9 9 0). C e s n o m s diff ér e nt s ill u str e nt 

l e s di v er s e s pr o pri ét é s d e c ett e m ol é c ul e. L e s A D Ns  c o m pl é m e nt air e s d u f a ct e ur 

St e el d u r at, d e l a s o uri s et d e l' h o m m e c o d e nt t o u s p o ur u n f a ct e ur d e cr oi s s a n c e 

f or m é d' u n d o m ai n e e xtr a c ell ul air e, d' u n d o m ai n e tr a n s m e m br a n air e et d' u n 
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domaine cytoplasmique (Anderson et al., 1990; Martin et al., 1990; Huang et al., 

1990). 

Le gène codant pour le facteur Steel murin se localise au locus SI du 

chromosome 10 (Copeland et al., 1990; Huang et al., 1990; et Zsebo et al., 1990). 

Son homologue humain est situé sur le chromosome 12, dans la région 12q22-

12q24 (Anderson et al., 1991). Plusieurs formes d'ARN messager codant pour le 

facteur Steel ont été rapportées, certaines ayant une taille de 6.5 Kb et d'autres 

plus courtes (Anderson et al., 1990; Huang et al., 1990; et Zsebo et al., 1990). 

L'expression de l'ARN messager du facteur Steel a été étudiée dans des 

embryons murins en développement (Matsui et al., 1990). Le facteur Steel est 

exprimé dans les tissus hématopoïétiques (le sac vitellin, le foie foetal et la moelle 

osseuse), dans les gonades (les testicules et l'ovaire), dans le coeur, le poumon, 

le rein et le cerveau (Matsui et al., 1990; Keshet et al., 1991). L'ADN 

complémentaire du facteur Steel humain code pour une protéine avec un 

polypeptide signal de 25 acides aminés, un domaine extracellulaire de 185 acides 

aminés, un segment transmennbranaire de 27 acides aminés et un domaine 

cytoplasmique de 36 acides aminés (Anderson et al., 1990; Martin et al., 1990). 

Cette protéine est très conservée, avec 83% d'homologie entre l'homme et la 

souris. Le poids moléculaire observé oscille entre 37 et 42 KDa, dû à l'addition de 

chaînes latérales de carbohydrates (Martin et al., 1990; Lu et al., 1993). Les 

surnageants des cellules exprimant la forme membranaire du facteur Steel sont 

aussi dotés d'activité biologique, car le facteur Steel soluble est produit par clivage 

protéolytique du domaine extracellulaire. Le clivage a lieu à l'alanine 164 ou 165 et 

génère un facteur Steel soluble de 30-35 KDa après les autres modifications post-

traductionnelles (Anderson et al., 1990; Lu et al., 1991). Les formes solubles de 

cette protéine forment des dimères non covalents (Anderson et al., 1990; Huang et 

al., 1990; Zsebo et al., 1990). Ce ligand dimérique serait requis pour initier la 

dimérisation des récepteurs, qui est nécessaire à la transduction du signal par les 

récepteurs de la famille des kinases de tyrosine (Williams et al., 1989). L'analyse 

par hybridation in situ des embryons murins en développement a démontré un 
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patron d'expression complémentaire entre le facteur Steel et son récepteur, c-Kit 

(Keshet et al., 1991). Par exemple, c-Kit est exprimé à haut niveau dans l'ovocyte 

et absent dans les cellules de la granulosa, tandis que le facteur Steel est 

fortement exprimé dans la granulosa, et absent dans l'ovocyte (Keshet et al., 

1991). Ces patrons d'expression suggèrent un rôle du facteur Steel dans le 

maintien de la viabilité des cellules exprimant c-Kit lors des étapes précoces du 

développement embryonnaire. Ensuite, au cours du développement, le facteur 

Steel semble stimuler la prolifération, la différenciation et la survie des précurseurs 

d'une variété de lignées cellulaires. Sans le facteur Steel, les souris souffrent de 

problèmes de pigmentation, de développement des cellules germinales et 

d'érythropoïèse (revue par Russell., 1979). Les animaux homozygotes dotés d'une 

déficience de ce gène dans les deux allèles meurent d'une anémie sévère, à un 

stade prénatal (Copeland et al., 1990). 

En ce qui conCerne le système hématopoïétique, le facteur Steel stimule la 

croissance de cellules en colonies dans des tests in vitro réalisés, soit avec de la 

moelle osseuse saine, soit avec des cellules souches et/ou précurseurs enrichies 

de moelle osseuse. De plus, une activité synergique remarquable a été démontrée 

avec une variété de cytokines, y compris l'interleukine 1 (IL-1), l'IL-3, l'IL-6, l'IL-7, 

l'érythopoïétine, le facteur de croissance des granulocytes (G-CSF), le facteur de 

croissance des granulocytes et des macrophages (GM-CSF) et le facteur de 

croissance des macrophages (M-CSF), qui se traduit par l'augmention du nombre 

et de la taille des colonies en culture in vitro (Martinet al., 1990; Zsebo et al., 1990; 

Anderson et al., 1990; Muench et al., 1992; Heywoth et al., 1992; Williams et al., 

1992; Metcalf et al., 1991; Tsuji et al., 1991; et Lowry et al., 1991). Lorsque le 

facteur Steel est utilisé in vitro avec l'IL-3 et/ou l'IL-6, le nombre des unités de 

formation des colonies spléniques (CFU-S) est augmenté et la capacité à 

regénérer diverses lignées cellulaires à partir de colonies primaires en culture in 

vitro est maintenue (Andersonet al., 1990; Copeland et al., 1990; Huang et al., 

1990). Quand le facteur Steel est administré in vivo, le nombre de neutrophiles, de 

lymphocytes en circulation, de CFU-S, de cellules spléniques et de moelle 
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osseuse augmente (Andersonet al., 1990). Le facteur Steel est donc un facteur de 

croissance et de survie avec un potentiel mitogénique minimal (Li et Johnson., 

1994). 

Le facteur Steel supprime l'apoptose des cellules hématopoïétiques 

précoces exprimant l'antigène de surface CD34 (Li et Johnson., 1994; Abramson 

et al., 1995), et des cellules de la lignée CD34+ TF-1 (Caceres-Coetes et al., 

1994). Il a aussi un effet synergique avec l'IL-7 dans le délai de l'apoptose des 

thymocytes primitifs (Godfrey et al., 1992; Palacios et al., 1992). De plus, il a été 

démontré qu'en absence de sérum ou d'autres facteurs de croissance, le facteur 

Steel augmente le niveau protéique de SCL par une stimulation de la transcription 

et par un mécanisme post-transcriptionnel (Miller et al., 1994). 

Le proto-oncogène c-Kit est l'équivalent humain du proto-oncogène v-Kit du 

virus du sarcome du chat, et il code pour un récepteur transnnembranaire à activité 

tyrosine kinase (Yarden et al., 1987; Qiu et al., 1988). Il est le récepteur du facteur 

Steel et le produit du locus W murin (Huang et al., 1990; Williams et al., 1990). La 

mutation de ce locus cause un effet pléiotropique lors du développement murin 

avec des altérations de la couleur de la peau, des anémies de degrés différents et 

un défaut dans le développement des gonades (revue par Russell., 1979). Ces 

effets sont semblables à ceux observés lors d'une déficience du facteur Steel, 

causée par des mutations dans son gène (Russell, 1979; Nakayama et al., 1988a; 

Nakayama et al., 1988b). L'ADN complémentaire humain codant pour l'homologue 

du c-Kit murin a été isolé à partir d'une librairie dérivée du placenta humain. 

L'analyse de la localisation montre sa position au bras long du chromosome 4 

humain (Yarden et al., 1987; Qiu et al., 1988). Le gène c-Kit est exprimé en un 

simple ARN messager de 5Kb qui contient un cadre de lecture ouvert codant pour 

une protéine de 976 acides aminées. Le c-Kit humain est doté d'une séquence 

signale de 23 acides aminés qui précède le domaine de liaison au ligand. Le 

domaine de liaison est constitué de la région amino-terminale extracellulaire qui 

comprend 497 acides aminés. La séquence signale hydrophobe sert à attacher le 

ligand du c-Kit, tandis que le domaine de liaison extracellulaire contient le domaine 
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enzymatique et les autres structures impliquées dans la génération, le contrôle et 

possiblement dans la maturation des signaux intracellulaires (Yarden., 1987). Le 

domaine cytoplasmique de c-Kit jouerait un rôle dans la reconnaissance et la 

liaison spécifique des substrats protéiques, et la séquence carboxyl-terminale 

déterminerait la spécificité du signal du récepteur ou régulerait l'activité 

enzymatique du domaine de la kinase de la tyrosine (revue par Yarden et Ullrich., 

1988). 

Dans l'embryon de la souris, c-Kit est exprimé dans le placenta maternel 

(jour 61/2-71/2 postcoïtal) et dans des sites ectodernnaux et endodernnaux. Les 

transcrits sont présents plus tard dans les îlots sanguins du sac vitellin et dans le 

foie foetal. A mi-gestation, les transcrits s'accumulent dans le cul-de-sac 

bronchique et dans les cellules germinales primordiales. C-Kit est aussi exprimé 

dans des structures différenciées, comme la région cranio-faciale, les 

mélanoblastes et le système nerveux central (Orr-Urtreger et al., 1990). Dans le 

système hématopoïétique, l'ARN messager de c-Kit est présent aux stades 

précoces de la différenciation érythroïde et myéloïde, mais absent dans les lignées 

lymphoïdes. C-Kit est exprimé dans les lignées érythroleucémiques humaines, et 

est absent dans les lignées myéloïdes, myélomonocytiques ou macrophagiques 

humaines. En utilisant un anticorps anti-c-Kit, il a été démontré que 7.8% des 

cellules de la moelle osseuse murine expriment c-Kit à leur surface. La moitié des 

cellules c-Kit+ n'expriment pas de marqueurs spécifique à une lignée. L'autre 

moitié exprime les marqueurs des lignées myéloïdes. Après avoir éliminé les 

cellules c-Kit+, les précurseurs hématopoïétiques qui répondent à l'IL-3, au GM-

CSF, au M-CSF et qui produisent des colonies spléniques sont complètement 

absents après la transplantation de la moelle osseuse exempte de cellules c-Kit+ 

dans des récipients irradiés. Ainsi, la plupart des précurseurs hématopoïétiques 

dans la moelle osseuse expriment c-Kit. En utilisant un anticorps monoclonal anti-

c-Kit qui inhibe sa fonction, presque tous les précurseurs hématopoïétiques 

disparaissent de la moelle osseuse, et il n'y a pas de cellules érythoïdes et 

myéloïdes dans la moelle osseuse (Ogawa et al., 1991). Ces résultats indiquent 



35 

que c-Kit serait une molécule essentielle dans l'hématopoïèse constitutionnelle de 

la moelle osseuse, particulièrement pour la maintenance des précurseurs aux 

différents stades de différenciation. Dans l'hématopoïèse foetale de la souris, 

l'hématopoïèse du sac vitellin et du foie foetal est initiée par des cellules qui 

expriment c-Kit. Les précurseurs hématopoïétiques culturés in vitro (CFU-E, BFU-

E et cellules formant des colonies de granulocyte/macrophage [GM-CFC]) sont 

riches en cellules c-Kit+. Cette étude a aussi montré deux vagues d'hématopoïèse 

embryonnaire murine reliées à la dépendance du c-Kit. Ainsi, c-Kit joue un rôle 

essentiel dans la croissance des précurseurs hématopoïétiques dans le foie foetal 

après 12.5 jours de gestation. Notons toutefois que les précurseurs du foie et du 

sac vitellin de l'embryon précoce ne dépendent pas de c-Kit, ni de son ligand, le 

facteur Steel (Ogawa et al., 1993). En utilisant des oligomères antisense c-Kit in 

vitro, on note une inhibition de la formation des colonies érythoïdes à partir des 

cellules CD34+ ou des cellules mononucléaires de la moelle osseuse humaine 

normale. La croissance cellulaire est également inhibée dans des cultures in vitro 

de cellules leucémiques myéloïdes chroniques ou de cellules de patients atteints 

de polycythémie vraie (Ratajczk et al., 1992). Dans le système lymphopoïétique, 

les clones Pro-T, Pro-B et pré-B dérivés du thymus ou du foie de l'embryon murin 

au jour 14 expriment c-Kit. Dans la souris adulte, l'expression de c-Kit est 

restreinte aux stades très précoces du développement des lymphocytes B et T (les 

précurseurs multipotentiels, les précurseurs B/myélocytaires, et les précurseurs 

des lymphocytes pro-T et Pro-B). La plupart des lymphocytes aux stades Pre-T, 

Pre-B et ceux aux stades plus tardifs n'expriment pas c-Kit (Palacios et al., 1992). 

Dans les souris transgéniques où l'expression de l'antigène SV40Tag est dirigée 

spécifiquement dans les épithéliums thymiques, on a détecté l'expression du c-Kit 

dans la lignée cellulaire dérivée de ces épithéliums. L'expression ectopique de c-

Kit coïncide avec un nombre exagéré d'épithéliums immortels et une augmentation 

de 100 fois du nombre des thymocytes dans le thymus hyperplasique (Moll et al., 

1992). 
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6. 	 O bj e ctif 

L e g è n e S C L e st r e q ui s p o ur g é n ér er l e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s d e 

t o ut e s l e s li g n é e s ( P or c h er et al., 1 9 9 6). C et eff et s e r é ali s e pr o b a bl e m e nt p ar s a 

c a p a cit é à s u p pri m er l' a p o pt o s e d e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s ( L er o y-

Vi ar d et al., 1 9 9 5). 

L e f a ct e ur St e el e st a u s si c a p a bl e d e s u p pri m er l' a p o pt o s e d e s c ell ul e s 

h é m at o p oï éti q u e s pr é c o c e s ( Li et J o h n s o n., 1 9 9 4; A br a ni s o n et al., 1 9 9 5). L e 

p atr o n d' e x pr e s si o n d u g è n e S C L d a n s l e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s s uit c el ui d e 

c- Kit, l e r é c e pt e ur d u f a ct e ur St e el ( Br a d y et al., 1 9 9 5). L'i n hi biti o n f o n cti o n n ell e d e 

c- Kit c a u s e a u s si u n e d éfi ci e n c e h é m at o p oï éti q u e ( O g a w a et al., 1 9 9 1). U n e 

a u g m e nt ati o n d e 2 à 4 f oi s d u ni v e a u pr ot éi q u e d e S C L e st o b s er v é e d a n s l e s 

pr é c ur s e ur s ér yt hr oï d e s e n m at ur ati o n s o u s l a sti m ul ati o n d u f a ct e ur St e el ( Mill er 

et al., 1 9 9 4). 

T o ut e s c e s o b s er v ati o n s pr o p o s e nt q u'il e xi st e u n e r el ati o n e ntr e l e g è n e 

S C L et l a v oi e d e si g n ali s ati o n d u f a ct e ur St e el. 

D a n s n otr e pr oj et d e r e c h er c h e, n o u s n o u s pr o p o s o n s d e c o nfir m er l e r ôl e 

d e S C L d a n s l a s u p p r e s si o n d e l' a p o pt o s e d e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s 

pr é c o c e s d éfi ci e nt e s e n f a ct e ur s d e cr oi s s a n c e, n ot a m m e nt l or s q u' ell e s s o nt 

d éfi ci e nt e s e n f a ct e ur St e el. N o u s v o ul o n s é g al e m e nt ét u di er l a p o siti o n d e S C L 

d a n s l a c a s c a d e d' é v é n e m e nt s m ol é c ul air e s et pr é ci s er si S C L a git e n a m o nt o u 

e n a v al d e c- Kit. P o ur c e f air e, n o u s utili s o n s u n v e ct e ur d' e x pr e s si o n a nti s e n s e 

S C L et n o u s a b ai s s o n s l e ni v e a u d e l a p r ot éi n e S C L d a n s u n e li g n é e 

h é m at o p oï éti q u e bi p ot e nti ell e, l a li g n é e T F- 1. 



DEUXIÈME PARTIE 

PRÉSENTATION DU MANUSCRIT 



Transcription factor SCL is required for c-kit expression and the rescue of hemopoietic 

cells from apoptosis by Steel factor 

G. He17 8, G. Krosil, F. Charron1,7,M. Lefrancois1,5, P.H. Roméo 8, P. Jolicoeurl, 4, 5, 

I.R. Kirsch6, M. Nemerl , 2, 3, 5, T. Hoang*1, 2, 3, 5  

from the 1  Clinical Research Institute of Montreal, 110 Pine Ave. W., Montreal (Que.) Canada 

H2VV 1R7; the Departments of 2  Pharmacology, 3  Biochemistry, 4  Microbiology-Immunology 

and the 5  Program of Molecular Biology, University of Montreal, Montreal (Que.) Canada 

H3C 3J7; the 6  National Cancer Institute, Naval Medical Center, Bethesda, Md, 20892 USA; 

the 7  Department of Medicine, McGill University, Montreal (Que.) Canada H3A 2A7; 

the 8  INSERM U.91, Hôpital Henri Mondor, Créteil, France. 

1  Equal contribution by the first two authors. 

Runninq title:  SCL-dependent cell survival and c-kit expression 

This work was supported by grants from the National Cancer Institute of Canada with funds 

from the Canadian Cancer Society and a research traineeship from the Head and Stroke 

Foundation of Canada to F.C. M.N. is a Senior Scientist of the Medical Research Council of 

Canada and T.H. is Senior Scientist from the Fonds de la Recherche en Santé du Québec and 

a Visiting Scientist of the NCI (USA). 

Correspondance to: Trang F-loang, Ph.D., Clinical Research Institute of Montreal, 110 West, 

Pine Avenue, Montreal H2W 1R7, Canada. Fax: 514-987 5585, EMail: 

hoangt@ircm.umontreal.ca  

38 



39 

ABSTRACT 

SCLJTal1 is a basic helix-loop-helix transcription factor that was first identified at 

chromosomal breakpoints in T cell leukemias •and later found to be essentiel for blood cell 

formation in vivo. ln normal hemopoietic cells which are dependent on specific growth factors 

for cell survival, SCL expression correlates with that of c-Kit, the receptor for Steel factor (SF) 

or stem oeil factor. ln order to address the possibility that SCL may function upstream of c-kit, 

we sought to modulate endogenous SCL protein levels in the CD34+  hemopoietic cell line TF-

1, which requires SF, GM-CSF or IL-3 for survival. Ectopic expression of an antisense SCL 

cDNA in these cells decreased SCL protein levels, impaired SCL DNA binding activity, and 

prevented the suppression of apoptosis by SF without affecting GM-CSF or IL-3-mediated cell 

survival. Thus, SCL is required for c-Kit-dependent cell survive( while pathways triggered by 

GM-CSF and IL-3 receptors are SCL-independent. Consistent with the lack of reponse ta SF, 

the level of c-kit mRNA was drastically reduced in SCL antisense expressing cells whereas that 

of GATA-1 transcript was unaffected. Both c-kit mRNA and the response to SF were restored 

by SCL overexpression in the antisense transfectants. Furthermore, sequence analysis of the 

c-kit promoter revealed the presence of two adjacent E boxes at -300 that fit the core binding 

motif of tissue specific (myogenic, MyoD) and ubiquitous (E2A, HEB) bHLH heterodimers. We 

show by gel shift assays that SCL binds a c-kit probe covering these two E boxes. Binding is 

supershifited with anti-SCL and is specifically displaced by the TAL1 consensus probe in bath 

Jurkat and TF-1 nuclear extracts. Deletion of these two E boxes in the proximal c-kit promoter 

reduced promoter activity in TF-1 cells but not in antisense SCL expressing cells. Finally, 

ectopic c-kit expression in antisense SCL transfectants is sufficient to restore cell survival in 

response to SF. Together, these results indicate that c-kit, a gene which is essentiel for the 

survival of primitive cells, is a direct target of the hemopoietic transcription factor SCL. 

KEYWORDS 

SCL, Tal-1, c-kit, apoptosis, Steel factor, Kit ligand. 
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I N T R O D U C TI O N 

S C L, al s o k n o w n a s T a! - 1, T cl - 5, i s a s s o ci at e d wit h 2 5 % of c h r o m o s o m al 

r e arr a n g e m e nt s i n c hil d h o o d T c ell a c ut e l y m p h oi d l e u k e mi a ( 2, 4, 5, 7, 1 2, 1 8). S C L c o d e s f or 

a h e m o p oi eti c- s p e cifi c tr a n s cri pti o n f a ct or of t h e b a si c h eli x-l o o p- h eli x f a mil y, a n d c a n e n h a n c e 

or s u p pr e s s tr a n s cri pti o n ( 2 6). S C L e x pr e s si o n i s d et e ct e d i n pri miti v e pl uri p ot e nt h e m o p oi eti c 

pr e c ur s or s ( 9, 2 5), i n a s u b s et of C D 3 4 +  c ell s, i n m a st c ell s a n d m e g a k ar y o c yt e s ( 9, 3 8) a n d i n 

m at uri n g er yt hr oi d c ell s ( 3, 6, 2 2, 2 5, 3 8). C o n si st e nt wit h a r ol e f or S C L i n e st a bli s hi n g t h e 

h e m o p oi eti c li n e a g e, a t ar g et e d di sr u pti o n of t h e S C L g e n e s p e cifi c all y a br o g at e s bl o o d c ell 

f or m ati o n, r e s ulti n g i n e m br y o ni c l et h alit y at d a y E 8. 5 ( 4 7, 5 2). M or e o v er, 	 e m br y o ni c st e m 

c ell s f ail t o c o ntri b ut e t o h e m o p oi eti c st e m c ell s a n d bl o o d c ell s i n c hi m eri c mi c e, f urt h er 

s u g g e sti n g a criti c al r ol e of S C L f or t h e d e v el o p m e nt of all h e m o p oi eti c li n e a g e s ( 4 4, 4 9). 

T o g et h er, t h e s e r e s ult s s u g g e st t h at S C L i s r e q uir e d f or m e s o d er m al c ell c o m mit m e nt i nt o 

h e m o p oi eti c st e m c ell s a n d/ or i s e s s e nti al f or t h e s ur vi v al of h e m o p oi eti c st e m c ell s. 

S C L bi n d s D N A o nl y u p o n i nt er a cti o n wit h E 2 A or H E B i n vitr o a n d i n vi v o ( 2 6, 2 7), a n d 

pr ef er e nti all y bi n d s t h e T A L 1 c o n s e n s u s A A C A G A T G G T d efi n e d b y i n vitr o bi n di n g sit e 

s el e cti o n. S C L r e pr e s s e s t h e E 2 A- d e p e n d e nt a cti vit y dir e ct e d fr o m t h e T A L 1 c o n s e n s u s i n fr o nt 

of t h e mi ni m al pr o m ot er E 1 B T A T A, b ut r eli e v e s t h e i n hi biti o n c o nf err e d b y I d 1 o n E 2 A ( 2 6). 

H o w e v er, t h e T A L 1 c o n s e n s u s h a s n ot b e e n f o u n d i n a n y k n o w n h e m o p oi eti c pr o m ot er. S C L 

al s o a s s o ci at e s wit h L m o- 2 or R B T N- 2, a RI N G fi n g er pr ot ei n ( 5 6- 5 8) a n d, i n T- A L L, 

u pr e g ul at e s t h e e x pr e s si o n of a c ell s urf a c e m ari c er, T A L L A- 1 ( 3 9). It i s n ot cl e ar, h o w e v er, 

w h et h er T A L L AI i s a dir e ct t ar g et of S C L. T h u s, d e s pit e o b s er v ati o n s t h at i n di c, at e a cr u ci al 

r ol e f or S C L i n n or m al h e m o p oi e si s a n d T- c ell l e u k e m o g e n e si s, n o n at ur al bi n di n g sit e or S C L 

t ar g et g e n e h a s b e e n a s y et r e p ort e d. 

T h e s ur vi v al of h e m o p oi eti c c e n s b ot h i n c ult ur e a n d i n vi v o i s criti c all y d e p e n d e nt ° all a 

pr e s e n c e of h e m o p oi eti c gr o wt h f a ct or s t h at a ct t o s u p pr e s s a p o pt o si s ( 1 0, 4 6, 5 8). T h e 
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importance of such growth factors for blood cell development was first revealed by the genetics 

of hereditary anemias in mice. Perhaps the best studied examples are white spotting (W) and 

Steel (SI) mice which are severely anemic due to mutations in the genes encoding the tyrosine 

kinase receptor c-kit (11) or its ligand Steel factor (SF) (1, 14), respectively. • Severe alleles 

result in lethality in homozygotes (reviewed in references 191  51), indicating a crucial role for 

these to genes in hemopoiesis. liVe, and others, have previously shown that SF suppresses 

apoptosis in early hemopoietic cells that express the surface antigen CD34 (1, 32, Caceres and 

Hoang, in preparation), and in the CD34+  cell line TF-1 (10). SF has also been shown to 

synergize with 1L-7 in delaying apoptosis in primitive thymocytes (19, 41). 

The expression pattern of SCL in primary hemopoietic cells parallels that of c-kit (9), 

suggesting that SCL functions in concert with c-kit. Furthermore, a two to four fold 

augmentation of SCL protein was observed in maturing erythroid progenitors stimulated with 

SF (36). It is not known, however, whether upregulation of SCL is a cause or consequence of 

either c-Kit activation, cell survival or cell proliferation_ Because of the correlation between c-Kit 

and SCL expression, we directly investigated the relationship of SCL function relative to c-kit 

through the attenuation of SCL protein levels in TF-1 cells using an antisense SCL expression 

vector. 

MATERIALS AND METHODS 

Cell lines, growth factors and antibodies 

The TF-1 cell line was a kind gift of Dr T. Kitamura (DNAX, Palo Alto, Ca). The cells 

were maintained in Iscove's modified Dulbecco's medium (Gibco, Long Island, NJ) 

supplemented with 10% foetal calf serum (Gibco) and 5 ng/ml human GM-CSF. The cells were 

passaged every second day at 1,5 x 105/mL. Jurkat T cells were also maintained in IMDM 
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supplemented with FCS (10%) and were passaged three times weekly at concentrations of 1,5 

x 105/mL. 

Purified recombinant human GM-CSF was a generous gift of Dr Steve Clark (Genetics 

lnstitute, Cambridge, Ma), recombinant Epo from Dr G. Krystal (Terry Fox laboratories, 

Vancouver, British Columbia), and purified recombinant SF from Dr K. Langley (Amgen). The 

monoclonal antibody 2TL136 specific for human SCL was kindly provided by Dr Danièle 

Mathieu-Mahul (31, 38). The monoclonal antibody ACK2 is specific for murine c-Kit 

(G1BCO/Gaitherburg, Md). The monoclonal anti-human c-Kit was from Cedariane (Homby, 

Ontario). 

Plasmids and transfection 

The human SCL cDNA was cloned in the antisense orientation under the control of the 

metallothionein promoter by digesting the plasmid pMSCL (3) with EcoR1 and religation. The 

EcoR1 sites come from the plasmid polylinker. 

Stable TF-1 transfectants harbouring the antisense SCL were obtained through 

Lipofectin-mediated DNA transfer as described previously (3; 25). Cells were cloned 

immediately after gene transfer by limiting dilution and the selective pressure applied the 

following day, at a concentration of 1 mg/mi 3418 (Gibco). GM-CSF was present throughout 

the gene transfer procedure. After selection, G418 concentrations were lowered to 400 g/m1 

in order to expand the cells and prepare a large stock of frozen cells immediately after 

characterization. Each cell line was not kept for more than 2 months in culture. 

Retrovirus production and infection 

The MSCVpac retroviral vector (24) was used to express the human Bc1-2 cDNA. The 1 

Kb EcoR1 Bd-2 cDNA fragment was introduced into the EcoR1 site of the MSCVpac vector. 

5 



4 3 

T h e M S C V/ B cI- 2 D N A w a s tr a n sf e ct e d o n B O S C 2 3 c ell s, e s s e nti all y a s d e s cri b e d b y P e ar et 

al ( 4 2) t o g e n er at e e c otr o pi c i nf e cti o u s r etr o vir u s e s. 	 Vir u s e s w er e c oll e ct e d • i n c ult ur e 

s u p e m at a nt 4 8 h aft er tr a n sf e cti o n a n d u s e d t o r e-i nf e ct A m 1 2 p a c k a gi n g fi br o bl a st s t o 

g e n er at e a m p h otr o pi c st o c k s of t h e vir u s ( M ar k o vit z, 1 9 8 8). Cl o n e s w er e s el e ct e d wit h 

p ur o m y ci n ( 5 jI g/ m 1) a n d w er e u s e d f or c o- c ult ur e wit h T F- 1 c ell s. M uri n e c- kit cl o n e d i n t h e 

L X S N r etr o vir al v e ct or w a s a g e n er o u s gift of Dr A. B er n st ei n ( T or o nt o). A m p h otr o pi c vir u s e s 

w er e pr o d u c e d b y tr a n sf e cti o n i nt o t h e BI N G p a c k a gi n g c ell li n e ( 4 2). B ot h t h e h u m a n S C L 

c D N A a n d t h e d o mi n a nt n e g ati v e S C L ( d n S C L) ( 3) w er e cl o n e d i n t h e E c o RI sit e of t h e M S C V-

n e o v e ct or ( 2 4). Hi g h tit er vir u s e s ( 1 0 6  pf u/ ml) w er e pr o d u c e d b y tr a n si e nt tr a n sf e cti o n i nt o 

B O S C 2 3 c e n s ( 4 2). 

F or r etr o vir al i nf e cti o n, 1 0 6  e x p o n e nti all y gr o wi n g c ell s ( T F- 1 or A 3 1) w er e pr e s e n siti z e d 

wit h p ol y br e n e at 2 µ g/ mi f or 2 4 h a n d c o- c ult ur e d c ell s wit h vir u s- pr o d u ci n g cl o n e s f or a n ot h er 

2 4 h. N o n a d h er e nt T F- 1 c ell s w er e s e p ar at e d fr o m t h e i nf e ct e d fi br o bl a st s. Cl o ni n g w a s 

p erf or m e d a s a b o v e a n d p ur o m y ci n s el e cti o n w a s a p pli e d at 1 ki g/ ml. 

Pri m ar y b o n e m arr o w c ell s fr o m a d ult B 6 C 3 F 1 mi c e i nj e ct e d 4 d e y s b ef or e wit h 5 

fl u or o ur a cil w er e pr e sti m ul at e d f or 4 8 h wit h 1 0 0 n g/ ml m uri n e S F ( m u S F), 4 n g/ m L I L- 3, a n d 1 0 

n g/ m L I L- 6 i n I M D M ( Gi b c o) s u p pl e m e nt e d wit h 1 5 % F C S ( c o m pl et e m e di u m) a n d t h e n 

i nf e ct e d a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( 2 4). Bri efl y, t h e c ell s w er e c o c ult ur e d wit h c o nfl u e nt 

m o n ol a y er s of irr a di at e d M S C V- S C L, M S C V- d n S C L, or M S C V- n e o r etr o vir u s pr o d u ci n g B O S C-

2 3 c e n s f or 4 8 h o ur s i n c o m pl et e m e di u m wit h 6 i.i g/ m 1 p ol y br e n e. F oll o wi n g t hi s, t h e c ell s w er e 

m ai nt ai n e d i n s u s p e n si o n c ult ur e f or a n a d diti o n al 2 4 h o ur s pri or t o pl ati n g i n 1 m L of I M D M 

vi s cifi e d wit h 0. 8 % m et h yl c ell ul o s e ( M et h o c el M C, Fl u k a C h e mi e A G, S wit z erl a n d) a n d 

s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % F C S, 2. 5 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( Si g m a), 1 U/ m L er yt hr o p oi eti n, 1 % 

W E HI c o n diti o n e d m e di u m, 5 0 n g/ m L m S F, 2 3 0 p. g/ m L ir o n s at ur at e d tr a n sf erri n ( Si g m a), 5 x 1 0 -  

6 



4 4 

5  M a.- m o n ot h y o gl y c er ol ( Si g m a), a n d 0. 8 m g/ m L G 4 1 8 ( GI B C O). T h e c ol o ni e s w er e s c or e d 1 2 

d a y s l at er. 

N o rt h e r n bl otti n g 

R N A w a s i s ol at e d b y h o m o g e n ei s ati o n of c ell s i n t h e pr e s e n c e of g u a ni di u m a n d a ci d-

p h e n ol e xtr a cti o n a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( 1 3, 2 5). N ort h e m bl otti n g a n d h y bri di z ati o n w er e 

p erf orr n e d a s d e s cri b e d ( 2 5). Pr o b e s u s e d w er e t h e 1. 2 K b 	 h u m a n S C L c D N A 

fr a g m e nt ( n u cl e oti d e s 1 0 9- 1 2 9 3) ( 3), t h e 1. 4 K b S aII- X b aI fr a g m e nt of h u m a n G A T A- 1 c D N A 

( 5 4), a 1. 5 K b Dr aI- K p nI h u m a n c- kit c D N A fr a g m e nt fr o m h u m a n c- kit- B S pl a s mi d ( a g e n er o u s 

gift fr o m Dr J. Si m m s, I m m u n e x, S e attl e) a n d t h e 1. 2 K b P stI- X b aI fr a g m e nt of t h e r at 

gl y c er al d e h y d e- 3- p h o s p h at e d e h y dr o g e n a s e ( G A P D H) c D N A ( 4 3, 5 5). Bl ot s w er e e x p o s e d t o 

a P h o s p h ol m a g er s cr e e n f or q u a ntit ati o n. 

W e st e r n bl otti n g 

C ell l y s at e s w er e pr e p ar e d a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( 3 1). Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s w er e 

d et err ni n e d wit h t h e Bi o- R a d Pr ot ei n A s s a y r e a g e nt ( Bi o- R a d L a b or at ori e s, H er c ul e s, C A, 

U S A). E q u al a m o u nt s of pr ot ei n s ( 2 0 µ g) w er e l o a d e d o n a 1 2 % S D S- p ol y a cr yl a mi d e g el a n d 

tr a n sf err e d t o nitr o c ell ul o s e u si n g t h e mi ni ' Tr a n s bl ot" ( Bi o- R a d) f or l h at 1 0 0 V. 

M e m br a n e s w er e bl o c k e d i n 5 % n o n-f at dr y mil k a n d 1 % b o vi n e s er u m al b u mi n, 

i n c u b at e d wit h 2 T L 1 3 G h y bri d o m a ti s s u e c ult ur e m e di u m dil ut e d 1: 3 0 0 f or 2. 5 h at r o o m 

t e m p er at ur e, w a s h e d, i n c u b at e d wit h a g o at a nti- m o u s e al k ali n e p h o s p h ot a s e-li n k e d a nti b o d y 

( Bi o- R a d) dil ut e d 1: 1 0 0 0 f or 1. 5 h a n d w a s h e d e xt e n si v el y. W e st e m- bl ot s w er e t h e n 

d e v el o p e d b y i n c u b ati n g m e m br a n e s i n t h e d ar k wit h 1 0 ml of B CI P ( 1 6 5 µ g/ m 1) a n d N B T ( 3 3 0 
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p. g/ m 1) ( GI B C O/ B R L) f or 2 mi n ut e s a n d t h e r e a cti o n w a s t er mi n at e d b y s e v er al w a s h e s wit h 

w at er a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( 3 1). 

El e ctr o p h or eti c m o bilit y s hift a s s a y s 

N u cl e ar e xtr a ct s w er e pr e p ar e d a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 5 3). Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s 

w er e a s s a y e d wit h t h e Bi o- R a d Pr ot ei n A s s a y r e a g e nt. Bi n di n g r e a cti o n s f or el e ctr o p h or eti c 

m o bilit y s hift a s s a y s ( E M S A) w er e p erf or m e d a s d e s cri b e d ( 3 1). Bri efl y, t h e bi n di n g r e a cti o n s 

w er e i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 1 5 mi n i n t h e pr e s e n c e of 0. 5 µ g of p ol y( dl- d C) a s n o n- 

s p e cifi c c o m p etit or D N A i n 2 0 m M H E P E S ( p H 7. 5), 5 0 m M K CI, 1 m M D T T, 1 m M E D T A, 5 % 

gl y c er ol, 1 0 µ g of b o vi n e s er u m al b u mi n e ( B S A), 1 0 0, 0 0 0 c p m of d o u bl e- str a n d e d s y nt h eti c 

oli g o n u cl e oti d e a n d u si n g 2 5 µ g of n u cl e ar e xtr a ct i n a t ot al v ol u m e of 1 0 1. 1 1. Fift y-f oi d m ol ar 

e x c e s s of u nl a b ell e d oli g o n ul c e oti d e s w er e u s e d f or s elf c o m p etiti o n a n d a d d e d b ef or e n u cl e ar 

e xtr a ct s. F or a nti b o d y s u p er s hift a s s a y s, 2 0 0 n g of affi nit y p urifi e d a nti- E 2 A ( S a nt a Cr u z 

Bi ot e c h n ol o g y), 1 ul of t h e m o n o cl o n al a nti- S C L a nti b o d y ( 3 1), or a n u nr el at e d a nti b o d y a s 

c o ntr ol w a s i n c u b at e d wit h n u cl e ar e xtr a ct 1 h pri or t o a d diti o n of t h e pr o b e. T h e bi n di n g 

r e a cti o n s w er e a n al y s e d b y el e ctr o p h or e si s o n 4 % p ol y a cr yl a mi d e g el b uff er e d i n 0. 2 5 x T B E, 

1 9 5 m M gl y ci n e ( p H 8. 5 ) at 4 ° C. T h e s e q u e n c e s of t h e p r o b e s ( s e n s e ) u s e d a r e: 5' 

A C C T G A A C A G A T G G T C G G C T 	 3 	 ( T al- 1 	 c o n s e n s u s, 	 2 7), 	 5' 

C T A G G G A G C A C C T G C C A G G T G G C T G G C C C 3' ( m uri n e c- kit pr o b e, T s uji m ur a et al, 1 9 9 6) 

a n d 5' A G G C A G A T G G A C G (r at P O M C E b o x al s o r ef err e d t o a s D E 2 c, 5 3). 

c- kit pr o m ot er c o n str u ct s, tr a n sf e cti o n pr ot o c ol s a n d l u cif er a s e a s s a y 

T h e h u m a n c- kit pr o m ot er w a s ci o n e d b y P C R fr o m g e n o mi c D N A t o g e n er at e a 

fr a g m e nt t h at e xt e n d s 3 9 8 b p u p str e a m of t h e tr a n s cri pti o n i niti ati o n sit e t o 6 0 b p d o w n str e a m. 

T h e P C R pr o d u ct w a s bl u nt e n d e d, di g e st e d wit h B a m HI w hi c h c ut s at p o siti o n + 4 3, a n d 
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cloned into the SmaI and BglII sites of the promoterless luciferease expression vector pXPII 

(kit 398). To generate the kit361 luciferease construct, the PCR product was cut with ApaI, 

blunt-ended and then digested with BamHI prior to cloning into pXPII as above. TF-1 and A31 

cell lines were transfected by electroporation. Cells were passaged 24 hours before gene 

transfer at a concentration of 3 x 105 cells/mL. Exponentially growing cells were then 

concentrated at 2.5 x 107 cells/rnL and electroporated at 900 pF and 350 mV using a Bio-Rad 

electroporator with 12pg of reporter DNA, 2pg of RSV-GH used as an internai control for the 

experiment, with or without different molar ratios of dnSCL expression vectors; the total amount 

of transfected DNA was then filled to 30 pg with pGEM4 as a carrier. Cell lysates were 

prepared 12 hours after transfection, normalised for growth hormone content and assayed for 

luciferase activity. RSV-luc was used as an extemal control for all the transfections and pXP2 

as a negative control as described previously (16). 

Apoptosis assays 

Anaiysis • of DNA fragmentation by agarose gel electrophoresis was performed as 

previously described (10). Briefly, equal cell numbers were lysed in Sarkosyl buffer, treated 

with Proteinase K and RNase A prior to loading on a 1.2% agarose gel (20x20 cm) followed by 

a 16b electrophoresis at 40 V. Cell viability was independently confirmed through trypan blue 

exclusion and counting (10, 51), or the double fluorochrome staining assay, as described 

undemeath. 

Double fluorochrome staining assay 

A stock solution of dye mix containing 100 µg/mi acridine orange and 100 gg/m1 

ethidium bromide was prepared in phosphate buffered saline. Cell were suspended at 5x10
5 

to 5x106 in IMDM medium. 1 iil  of dye mix was added to 25 tl of cell suspension and 10 pi of 

9 



47 

the mixture was placed on a microscope slide for examination by fluorescent microscopy 

(Leica, Germany). Cells with bright green chromatin were considered as viable cells white 

those with bright orange chromatin or collapsed chromatin were considered as dead cells. A 

minimum of 200 cells were counted. 

Cell cycle analysis 

Cells were resuspended at a concentration of 1-2 x 106/m1 in sample buffer, 

centrifuged, and resuspended in 100 pl of propidium iodide (Pl) staining solution in Krisham 

buffer (0.5 p.g/p.1 PI, 0.02 mg/ml RNase, 0.1% Na citrate adjusted to pH 7.4) for 30 min. at room 

temperature, prior to flow cytometry analysis on a Coulter XL (Miami, FI) using the System 11 

software for acquisition. The cell cycle analysis was done using Multicycle AV software from 

Phoenix Flow System, San Diego, Ca, to discriminate the G1/Go, S and G2/M phases. DNA 

check beads (Coulter) were used for calibration. 

10 
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RESULTS 

Decreased SCL protein levels and SCL DNA bindino acitivity in TF-1 cells expressing an  

SCL antisense cDNA  

ln order to address SCL function and to define SCL target genes in primitive 

hemopoietic cells, we chose to disrupt SCL function in the CD34+/c-kit+  cell line TF-1. We 

reasoned that loss of SCL function may be detrimental to the cells and therefore decided to 

place the antisense SCL under the influence of an inducible element, the mouse 

metallothionein promoter, shown previously to confer moderate Zn-inducible SCL expression in 

the sense orientation in bath MEL cells (3) and TF-1 cells (25). The selective pressure was 

applied in the absence of ZnCl2, in order to minimize transgene expression. Despite this, most 

of the fifty clones that were screened displayed weak levels of transgene expression, 

consistent with the reported difficulty in obtaining stable antisense SCL clones in K562 cells 

(21, 25, Kirsch et ai., unpublished). The two highest expressors A30 and A31 were selected 

for further analysis. Western blotting (Figure 1) indicated that there was a two fold decrease in 

SCL protein levels in both A30 and A31 cells as compared to parental TF-1 cells, or to control 

cells harboring the vector atone (TF-1pac and G10) (data shown for A31, TF-1 and TF-1pac in 

Figure 1: compare lanes 2, 5 and 7, respectively), whereas TF-1 and A31 transfectants 

expressing a sense SCL construct displayed a two-three fold increase in SCL protein, relatively 

to parental TF-1 cells (Figure 1, lanes 8 and 9). Western blotting also revealed the presence of 

a faster migrating SCL protein, which corresponds to the shorter form reported earlier (31). ln 

contrast to the differing levels of SCL between TF-1 and the antisense or sense subclones, the 

levels of the eukaryotic translation initiation factor elF-4E were not significantly different (Figure 

1, lower panel). Finally, in clone A31, mRNA levels for two other transcription factors, GATA-1, 

1-1 
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a n e r yt h r oi d t r a n s c ri pti o n f a ct o r a n d L yl - 1, a b H L H g e n e al s o i n v ol v e d i n c h r o m o s o m et 

tr a n sl o c ati o n i n T- A L L, w er e n ot aff e ct e d ( d at a n ot s h o w n). 

l n or d er t o d et er mi n e w h et h er t h e c h a n g e s i n S C L pr ot ei n e x pr e s si o n al s o aff e ct e d S C L 

D N A bi n di n g, el e ctr o p h or eti c m o bilit y s hift a s s a y s ( E M S A) w er e p erf or m e d u si n g t h e T A L 1 

pr o b e ( 2 7) ( Fi g ur e 2 A). Cl o n e s w er e eit h er l eft u ntr e at e d or c ult ur e d wit h Z n Cl 2  f o r 2 4 h. T F - 1 

n u cl e ar e xtr a ct s pr o d u c e d t hr e e s p e cifi c c o m pl e x e s, a s s h o w n b y s elf c o m p etiti o n ( Fi g ur e 2 A, 

l eft p a n el). T h e s e c o m pl e x e s w er e al s o f o u n d u si n g n u cl e ar e xtr a ct s fr o m J ur k at c ell s ( Fi g ur e 

2 A, ri g ht p a n el). l n c o ntr a st, ' a pr o b e wit h di v er g e nt s e q u e n c e s ( m D E 2 C) di d n ot c o m p et e f or 

bi n di n g ( Fi g ur e 2 A, ri g ht h a n d p a n el) i n di c ati n g t h at t h e s e c o m pl e x e s w er e s p e cifi c. T h e i d e ntit y 

of e a c h c o m pl e x w a s v erifi e d b y a nti b o d y s u p er s hifti n g. 	 Pr ei n c u b ati o n of J ur k at e xtr a ct s wit h 

a n a nti- E 2 A a nti b o d y s u p er s hift e d t h e m o st sl o wl y mi gr ati n g c o m pl e x ( Fi g ur e 2 A, ri g ht p a n el). 

T h e s a m e r e s ult s w er e o bt ai n e d wit h T F- 1 c ell s ( d at a n ot s h o w n). 	 T h e r e s ult s t h er ef or e 

i n di c at e t h at t hi s sl o wl y mi gr ati n g c o m pl e x c o nt ai n s S C L/ E 2 A h et er o di m er s a s pr e vi o u sl y 

d e s cri b e d ( 3 1). T hi s s p e cifi c c o m pl e x w a s a b s e nt i n H L- 6 0 c ell s w hi c h ar e al s o d e v oi d of 

d et e ct a bl e S C L ( a s s h o w n i n Fi g ur e 1) w h er e a s t h e t w o hi g h er m o bilit y c o m pl e x e s w er e 

pr e s e nt i n H L- 6 0 n u cl e ar e xtr a ct s a n d p o s si bl y r e pr e s e nt D N A bi n di n g b y E 1 2/ E 4 7. I n t h e 

a nti s e n s e e x pr e s si n g cl o n e A 3 1, t h e S C L c o nt ai ni n g c o m pl e x d e cr e a s e d si g nifi c. a ntl y f oll o wi n g 

zi n c tr e at m e nt ( Fi g ur e 2 A, l eft p a n el). R e s c u e wit h wil d t y p e S C L r e c a pit ul at e d bi n di n g t o t h e 

T A L 1 pr o b e, w hi c h, i n cl o n e A 3 1- S 9 w a s e v e n str o n g er t h a n t h at o b s er v e d i n p ar e nt al T F- 1 

c ell s ( Fi g u r e 2 A ). T h e s e r e s ult s c o r r el at e p r e ci s el y wit h p r ot ei n l e v el s a s d et e r mi n e d b y 

W e st er n bl otti n g, a n d i n di c at e t h at S C L D N A bi n di n g a cti vit y i s m ar k e dl y d e cr e a s e d i n t h e 

a nti s e n s e A 3 1 cl o n e, a n d si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d i n A 3 1- S 9, r el ati v e t o p ar e nt al c ell s. 
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Disrupted SCL function specifically prevents SF-mediated cell survival but not the  

suppression of apoptosis by GM-CSF or IL-3  

We have previously shown that SF efficiently suppresses apoptosis in TF-1 cultures. 

We therefore compared the suppression of apoptosis by SF in several SCL-antisense clones 

exhibiting moderate (A30, A31) to low (A8, A36) decreases in SCL protein levels, to that of 

parental TF-1 cens, and a control clone harboring the expression vector alone (G13). Apoptotic 

death was revealed by the presence of a DNA ladder following agarose gel electrophoresis 

(Figure 3). ln the absence of growth factor, there was an intense DNA ladder, suggesting that 

the cells underwent apoptosis. At a concentration of 100 pM of SF, chosen to be near maximal 

suppression of apoptosis, parental TF-1 cells and the control G13 line behaved similarly, with 

no detectable DNA degradation. Under identical conditions, apoptosis was evident in three of 

four antisense clones, A30, A31 and, to a lesser extent, A8. 

Cell viability was therefore quantitated using the double fluorochrome staining technique 

(Figure 4). Full dose-response curves for SF and GM-CSF were performed in the two 

antisense clones A30 and A31, as well as in control cells. Data are shown for growth factor 

concentrations that provide 80% survival in TF-1 cells (Figure 4). As observed with agarose 

electrophoresis, TF-1 and G-13 lines remained viable with SF while A30 and A31 underwent 

apoptosis (Figure 4). Even at saturating concentrations of SF (4 nM), cell viability did not 

exceed 45% in A31, as compared to 95%400% in control cell lines (data not shown). ln 

contrast, cell survival was unaffected in GM-CSF or IL-3 stimulated cultures (Figure 4). 

Similarly, cell cycling and proliferation, as assessed by FACS analysis and viable cell count 

(Table 1), revealed no significant differences between antisense clones and their controls in 

GM-CSF stimulated cultures. Consistent with these observations, the output in cell numbers in 

the presence of GM-CSF was not affected by antisense SCL. ln contrast, cell counts were 

significantly lower in response to SF, due to apoptotic death in antisense clones. Together, 
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these data indicate that SCL is specifically required for the suppression of apoptosis by SF, but 

not for the attenuation of apoptosis by GM-CSF and IL-3. 

SCL protein levels specifies c-kit expression.  

Because of the drastic decrease in the response of A31 cells to SF, we first sought to 

determine whether c-kit expression was affected. Parental TF-1 cells or TF-1 cells harbouring 

the vector alone exhibited comparable levels of c-kit mRNA. ln contrast, c-kit expression was 

significantly lower in A31 (Figure 5A). Decreased c-kit mRNA in clone A31 was directly 

correlated with decreased surface protein levels as quantitated by flow cytometry analysis of 

A31 and TF-1 cells using a monoclonal antibody to human c-kit (Figure 5B). To exclude the 

possibility that the site(s) of integration in these antisense clones affected c-kit expression, we 

attempted to rescue c-kit expression by wild type SCL through retroviral mediated gene transfer 

(MSCV, 24). To this end, we chose to use puromycin resistance as a second selective marker 

since A31 cells were already transduced with the neomycin resistance gene. Expression of the 

puromycin resistance gene (pac) alone did not affect c-kit expression in TF-1 cells nor in A31 

cells (Figure 5A). ln contrast, elevating SCL expression (as shown in Figures 1 and 2) restored 

c-kit expression in clone A31 and further increased c-kit mRNA levels in parental TF-1 cells 

(Figure 5A). These results indicate that the targeted attenuation of SCL protein levels and DNA 

binding activity in A31 lead directly to decreased c-kit expression. 

SCL binds to two tandem E boxes in the c-kit promoter 

Sequence analysis of the c-kit promoter revealed two adjacent E boxes at -374 and 

-380 that are conserved between human and mouse (Tsujimura et al, 1996), and fit the core 

binding motif of MyoD/E2A. These E boxes form a perfect palindromic sequence on opposite 

strands (Table 2). ln order to directly address the possibility that these E boxes are SCL 

binding sites, we derived a probe for electrophoretic mobility shift assays (Figure 2B). Several 

complexes were formed using nuclear extracts from TF-1 cells, four of which were specifically 
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displaced by self competition but not by the mDE2C probe at a 50 fold molar excess. As with 

the TAL1 consensus probe, the most slowly migrating complex was supershifted with anti-SCL 

in both TF-1 and Jurkat cells (Figure 2B, left and middle panels), indicating that it contains SCL 

protein. The identity of the SCL-containing bands were further confirmed through cross 

competition with the TAL1 probe, but not a divergent probe mDE2C, in bath Jurkat and TF-1 

cells (Figure 2 B, left and middle panels). Conversely, the c-kit probe efficiently competed for 

SCLJE2A binding to the TAL-1 consensus probe in both Jurkat and TF-1 nuclear extracts 

(Figure 2A, right panel). The specificity of binding to the c-kit probe was further c,onfirmed 

through the inability of a mutant probe to displace SCL/E2A binding (Figure 2B, right panel). 

SCL/E2A binding to the c-kit probe is, however, of lower apparent affinity than that observed 

with the TAL1 consensus which was derived by CASTING (27) (Compare Figure 2A and B). 

However, these sequences were also selected in vitro, albeit at a much lower frequency than 

the TAL1 element (less than 5%; 27), consistent with our observation of lower affinity binding. 

The contribution of each E box was further tested by mutating each box separately or together. 

Data shown in Figure 2B (right hand panel) indicate that each E box individually competed for 

SCL binding to the wild type probe, although not as efficiently as the self competition, whereas 

a double mutant was unable to displace SCL binding to the wild type probe. The results 

therefore indicate that SCL-containing complexes directly bind to each of these two adjacent E 

box elements, a finding consistent with their palindromic nature. 

\Ne next addressed the possibility that these E boxes contribute to the SCL-dependent 

promoter activity of the c-kit gene in TF-1 cells (Figure 5C). The proximal c-kit promoter (kit399) 

was sufficient to confer moderate expression of the luciferase reporter gene in TF-1 cells. 

VVhen normalized to RSV basal promoter activity, luciferase activity driven by kit399 in A31 

cells was half of that observed in TF-1 cells, consistent with lower levels of c-kit mRNA and 

protein in A31 cells. ln TF-1 cells, co-transfection of the dominant negative SCL (dnSCL) with 
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kit399 resulted in a 40% reduction in luciferase activity, further indicating that the proximal 

promoter contains SCL-responsive elements. Similarly, deletion of the two E boxes in kit361 

reduced luciferase activity to levels comparable to that evoked by wild type kit399 following co-

expression of dnSCL. Hence, this 40-50% contribution of the tandem E boxes to c-kit promoter 

activity in TF-1 appears to be SCL-dependent. This observed level is consistent with the 2 fold 

decrease in c-kit mRNA and c-Kit protein induced by expression of the antisense SCL in clone 

A31, as determined by Northem blotting and FACS analysis (Figure 5A and B), respectively. 

Finally, in clone A31 in which SCL function is disrupted, luciferase activity between kit399 and 

kit361 did not reach significant difference. These preliminary results suggest that SCL positively 

regulates c-kit transcription through direct binding to two adjacent E boxes in the c-kit promoter. 

Cell survival in response to SF is rescued by ectopic SCL or ectopic c-kit expression  

A31 clones, in which c-kit expression was restored, were further tested for their survival 

in response to SF. The DNA laddering assay shown in Figure 38 indicates that ectopic SCL 

expression in clone A31 was suffcient to restore c-kit expression and their survival response to 

SF. VVe therefore addressed the possibility whether c-kit expression by itself was sufficient to 

restore cell viability. Murine c-kit was delivered to A31 cells through retrovial-mediated gene 

transfer, using the LXSN retroviral vector. Despite a high homology between murine and 

human c-kit, ligand binding is species specific such that cells expressing human c-Kit require 5-

8 fold higher concentrations of murine SF. Following a 2 day selection in mSF, c-kit infected 

A31 and TF-1 cells (A31-kit and TF-1-kit, respectively) were expanded with huGM-CSF. Flow 

cytometry analysis indicated that more than 75% of TF-1kit or A31kit clones express murine Kit 

(Figure 6B). ln GM-CSF-containing cultures, all clones behaved similarly (data not shown) as 

described in Figure 4. As expected, TF-1-kit responded better than parental TF-1 to murine SF 

(Figure 6A). At all concentrations of murine SF tested, the response of A31-kit to muSF was 

similar to that of TF-1 kit, indicating that c-kit overexpression was sufficient to overcome the 
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effect of reduced SCL expression. Thus, our results suggest that the major survival function of 

SCL in TF-1 cells is mediated through c-kit expression. 

Consequences of decreased SCL levels in P rimary hemopoietic cens  

Previous results indicate that SF synergizes with IL-3 and Epo to support the clonai 

growth of multipotent progenitors. Since pluripotential progenitors express high levels of SCL 

(9), we addressed the possibility that SCL may also be required for their response to SF. To 

this end, we infected murine bone marrow with a retrovirus harbouring either dominant negative 

or wild type SCL sequences. Cells were then plated in selective medium in the presence of an 

optimal combination of SF, IL-3 and Epo. After 12 days, multipotent colonies were individually 

picked and their cellularity determined by viable cell counting (Figure 7). Ectopic expression of 

dnSCL caused a 3 fold decrease in colony size as compared to cells expressing either the 

vector alone (MSCV) or SCL in the sense orientation. These results indicate that further 

elevating SCL levels in CFU-GEMM did not affect their response to growth factors, whereas 

disruption of SCL function significantly decreased colony size which, in light of our observations 

with TF-1 cultures, may be due to an inability to respond to the survival effect of SF. 

DISCUSSION 

Role of SCL as a survival gene: uprequlation of c-kit expression  

The lack of yolk sack hemopoiesis and the early embryonic lethality of sc1-1-  embryos 

(47, 52), as well as the failure of scl-/-  embryonic stem cells to contribute to the generation of 

hemopoietic cells in vivo, provide unequivocal evidence for an essential role for SCL in the 

development of the hemopoietic lineage in vivo. These findings, nonetheless, need to be 

complemented by in vitro culture assays that permit a direct investigation on the mechanism 

and pathways that involve SCL both at the cellular and molecular levels. It was previously 
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shown that loss of SCL function is associated with premature apoptosis upon nutrient 

deprivation in the lymphoid cell line Jurkat (31) and decreased colony formation in the erythroid 

cell line K562 (21), suggesting a role for SCL mediating in cell survival. SCL target genes 

however, remained unknown. We reasoned that SCL function is likely to be determined by the 

nature of its binding partners, which are as yet to be defined in CD34+  cells. We therefore 

chose to investigate this through the disruption of endogenous SCL function in a CD34÷  

hemopoietic cell line. These cells most likely express appropriate SCL binding partners and 

have retained several properties of primary hemopoietic cells, including their potential for 

differentiation into at least to lineages, the macrophage and the erythroid pathways (25, 29), 

and their requirement in hemopoietic growth factors for cell survive( (10, 46, 50). Our approach 

to define SCL function and SCL target(s) was to disrupt SCL in TF-1 cells and to screen stable 

transfectants with a functional assay, cell survival in response to different growth factors. This 

has allowed us to define the rote of SCL at the cellular levet and to identify c-kit as a molecular 

target for SCL. Finally, we have identified the first naturel binding site for SCL These 

sequences will now permit identification of SCL binding partners in a biologically relevant 

context, in regulating expression of c-kit, a gene which is essentiel for the survival of primitive 

hemopoietic cells. 

SCL is normally found in association with Rbtn-2/Lmo2 (40; 58) and, in leukemic cells, in 

association with E2A (27). It is therefore likely that SCL forms part of larger transcription 

complexes and, through its association with Lmo2, may serve to recruit additional transcription 

factors such as GATA-1 in erythroid cells (58) and GATA-3 in T-ALL (39). Under these 

conditions, a 2 to 3 fold disruption in SCL levels may be amplified through direct protein-protein 

interactions and have profound effects on basic cellular processes such as oeil survival. 

Interestingly, SCL function is required both at an early stage in hemopoietic oeil development 

(44, 47), and at a much later stage in erythroid maturation (3) in response to erythropoietin (15, 
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25, 45). These observations suggest that SCL fulfills different functions through diverse and 

varied partners. Thus, the nature of the proteins that are recruited into SCL-containing 

complexes, as well as the target genes that are dependent on these factors, depends on the 

stage of cell differentiation. 

Implication for leukemogenesis  

Although SCL transcription is frequently activated as a consequence of chromosomal 

aberrations in T-ALL, elevating SCL expression in thymocytes is not sufficient to cause tumors 

in transgenic mice (48). Directing SCL expression in the thymus can nonetheless shorten the 

time of apperance of T cell tumors in RBTN-2 (30) or casein kinase II transgenic mice (28). 

VVhile these observations suggest a role for SCL in leukemogenesis, its target genes remain 

unknown. 

The cells that repopulate the thymus are CD34+  and c-Kit+  (Figure 8). At an early stage 

in thymocyte development, prior to expression of the CD4/CD8 lineage markers and of the 

CD3/T cell receptor complex, ex vivo explanted CD25+  proT cells have been shown to survive 

and proliferate inr response to IL-7 and SF (20). Interestingly, SF is expressed by foetal thymic 

stromal cells and epithelial cells (37, 41, 60). More direct evidence indicating the importance of 

SF/c-Kit in thymocyte development cotres from the demonstration that T cell differentiation in 

thymic lobe reconstitution with foetal liver precursors is inhibited by anti-Kit (60). ln parallel, the 

presence of SCL mRNA in a subset of thymocytes (38) and the absolute requirement in SCL 

for the generation of T cells in vivo (44, 49) are indicative of the importance of SCL for 

thymocyte development. Our observations suggest that SCL may also specify c-Kit expression 

early in thymocyte development to sustain cell survival in response to SF. Consistent with this, 

elevating SCL levels in thymocytes in double CD2-SCL and CD2-Lmo2 transgenics results in a 

twofold expansion of the double negative CD4-/CD8" thymocyte population relative to CD2- 
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Lmo2 transgenics (30) which, in light of our results, may be due to an increase in c-Kit+  

subpopulations. Conversely, in transgenic mice in which expression of the SV40 large T 

antigen was specific,ally found in the thymic epithelium, there was increased SF expression by,  

thymic stromal cells and a concomittent 100 fold increase in thymocytes (37). These 

observations suggest that increased c-Kit stimulation in thymocytes results in thymic 

hyperplasia, a pre-neoplastic condition. We propose that constitutive SCL expression in the T 

cell lineage caused by chromosomal rearrangements results in constitutive c-kit expression in 

primitive thymocytes and prolongs their survive which may represent an initiating event in T 

cell ALL (Figure 8). Secondary events are likely involved in the full development of T cell 

leukemia (17, 48) mechanism comnnonly observed in tumor biology (8). 
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Table 2 

Probes used in gel shift assays, 

Probes Sequences 

TAL consensus ACCTGAA GTCGGCT CAGATG 

c-kit CTAGGGAG C GCTGGCCC CACCTG CAGGTG 
xx 

mutant El CTAGGGAG ACCCTG C CAGGTG GCTGGCCC 
xx 

CACCTG C mutant E2 CTAGGGAG CAGGGT GCTGGCCC 
xx xx 

mutant E1/2 CTAGGGAG ACCCTG C CAGGGT GCTGGCCC 

mDE2C GATCAAGGAAGG CAGAAC GACGCACACAGG 

The wild type c-kit probe contains two everted E boxes. All probes are as described in 

Materials and MethOds. 
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FIGURE LEGENDS  

Figure 1. Decreased SCL protein in TF-1 cells expressing antisense SCL  

Cells were maintained in GM-CSF containing medium. Western blot analysis was 

performer d using 30 p.g of whole cell lysate from exponentially growing cells, with the 

monoclonal anti-human SCL (Upper panel) or a monoclonal anti-elF4E (Lower panel). The 

intensities of the bands were quantified by scanning densitometry (not shown). Similar results 

were observed in cells maintained in the presence of SF. HL-60: promyelocytic leukemic cells; 

A31: TF-1 expressing an antisense SCL, driven by the metallothionein promoter, induced with 

0.1 mM ZnCl2 for 24 h (lane 2); A31-bc12: A31 cells expressing human bc1-2 (lane 3); A31-

pac: A31 expressing the puromycin resistance gene (lane 4); TF-1: parental TF-1 cells (brie 5); 

TF-1-bc12: TF-1 cells expressing the human bc1-2 gene (lane 6); TF-1-pac: control TF-1 cells 

expressing the puromycin resistance gene (lane 7); TF-1/S5: TF-1 infected with MSCV-SCL, 

clone 5 (lane 8); A31/S9: A31 infected with MSCV-SCL, clone 9. 

Figure 2. Decreased SCL DNA bindinq activity in TF-1 cells expressing antisense SCL:  

rescue by ectopic SCL expression  

TF-1 cells and the different transfectants were maintained in GM-CSF containing 

medium. Exponentially growing cells were treated with ZnCl2  for 24 h prior to nuclear 

extraction. A double stranded 32P-labelled Tal-1 consensus probe (Panel A) or c-kit probe 

(Panel B) was incubated with 25 p,g nuclear extracts from TF-1, A31, A31-S9, Jurkat and HL-60 

as described in Materials and Methods. Unlabelled double stranded oligonucleotide probes 

used as competitors were added at 50 fold molar excess. SCL containing complexes (arrows) 

formed on both the TAL1 consensus probe and the c-kit probe were supershifted by the 

monoclonal antibody anti-TAL1 and were displaced by a 50 fold molar excess of self and of the 
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c-kit probe (Panel A) or TAL1 probe (PanelB), respectively, but not by a control probe with 

divergent sequences (mDE2C). Mutant c-kit probes in which either one (El, E2) or both E 

boxes (E112) were mutated were also added at a 50 fold molar excess. The single mutants 

were almost as efficient as the self comptetitor, whereas the double mutant does not compete 

for SCL binding to the wild type c-kit probe. 

Figure 3. SF suppresses apoptosis in TF-1 cells but not in A31 expressinq an antisense  

SCL: rescue of A31 by wild type SCL.  

TF-1 cells were deprived of growth factor for 48 h (lane 1), or stimuiated with 100 pM of 

SF (lane 2). Control cells harboring the vector alone (G13) and antisense SCL transfectants 

(A30, A311  AB, A36) were exposed to SF (100 pM) under the same conditions as TF-1 cells. 

Note the absence of the DNA ladder in parental TF-1 or control G13 cells exposed to SF, and 

the presence of apoptotic DNA in antisense clones A30 and A31 (Panel A). DNA integrity in - 

response to 100 pM of SF was restored in A31 subclones through ectopic expression of bc1-2 

or wild type SCL (Panel B). Data shown are representative of three independent experiments. 

Figure 4. Comparison of the cytokine response profiles of antisense expressinq cells and  

controls  

Cells (3x105/m1) were maintained with SF, GM-CSF or IL-3 for 2 days in the presence of 

0.1 mM ZnC12. Cell viability was determined by staining with propidium iodide and-  acridine 

orange. Full dose-response curves were performed for SF and GM-CSF, although a single 

suboptimal concentration is shown that provides 60-80% viability. At optimal concentrations of 

growth factors, cell viability was higher than 83 % in A31 stimulated with GM-CSF or IL-3. In 

contrast, in the presence of SF, cell viability did not exceed 45% even at 4 nM (not shown). 
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1kit, 3.5 ± 0.5; A31-kit, 4.3 ± 0.6 (Panel A). A31-Kit and TF-1Kit were labelled with ACK2, a 

monoclonal antibody specific for murine Kit, and a goat anti rat Ig coupled to FITC. Cells 

labelled with the second antibody aione served as negative controls (Panel B). 

Figure 7. Decreased clonai qrowth of multipotent progenitors followinq ectopic  

expression of a dominant negative SCL  

Individuel colonies arising from multipotent progenitors were aspirated from 

methylcellulose cultures 12 deys after plating and resuspended in 150 µL PBS/FCS. The 

number of cells per colony was determined by counting. Each symbol represents cell count 

from a single colony and the horizontal lines, the group median which were: 9.75 ± 8.3 (SOL), 

3.15 ± 1.7 (dnSCL), and 9.35 ± 5.8 (MSCV). The difference between dnSCL and MSCV is 

statistically significant (p < 0.01; two tailed t-test). 

Figure 8. Role of SCL in cell survival and cell dif-ferentiation: implication for  

leukemogenesis  

ln normal cell differentiation, SCL functions upstream of c-Kit to specify cell survival in 

response to SF. Chromosome translocations or internai deletions of chromosome 1 result in 

the constitutive expression of c-Kit in primitive thymocytes and increased survival, which is a 

first step in leukemogenesis. 

DN: double negative CD4-/CD8-  thymocytes. DP: double positive CD4+/CD8+  thymocytes. 
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1. 	 S C L f a v o ri s e l a s u r vi e d e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s vi a c- 

Kit 

L e f a ct e ur St e el et s o n r é c e pt e ur c- Kit s o nt i m pli q u é s d a n s l' h é m at o p oï è s e. 

L e f a ct e ur St e el e st e x pri m é d a n s l e s a c vit elli n, l e f oi e e m br y o n n air e, l a m o ell e 

o s s e u s e et m ê m e a v a nt l'i niti ati o n d' h é m at o p oï è s e, d a n s l a gr a n ul o s a à l' e nt o ur d e 

l' o v oti d e f é c o n d é a u c o ur s d e l' e m br y o g é n è s e ( M at s ui et al., 1 9 9 0: K e s h et et al., 

1 9 9 1 ). C e f a ct e u r d e c r oi s s a n c e s u p p ri m e l' a p o pt o s e d e s p r é c u r s e u r s 

h é m at o p oï éti q u e s ( Li et J o h n s o n, 1 9 9 4; A br a m s o n et al., 1 9 9 5). Ai n si, il s e m bl er ait 

q u e l e f a ct e ur St e el a s s ur e l a s ur vi e d e c e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s. 

L e c- kit, r é c e pt e ur d u S F e st e x pri m é d a n s l' o v oti d e f é c o n d é, p ar l a s uit e e st 

e x pri m é d a n s l e s a c vit elli n, l e f oi e e m br y o n n air e et l a m o ell e o s s e u s e ( Orr-

Urtr e g er et ai., 1 9 9 0). L e s pr é c ur s e ur s h é m at o p oï éti q u e s g é n ér a nt l e s c ell ul e s 

d e s c e n d a nt e s d e t o ut e s l e s li g n é e s s o nt c- Kit +. L a p ert e d e l a f o n cti o n d u c- Kit 

m è n e à l a m o rt d e s p r é c u r s e u r s ( O g a w a et al., 1 9 9 1 ). Ai n si, l a v oi e d e 

si g n ali s ati o n S F/ c - Kit e st i m p o rt a nt e p o u r l e m ai nti e n d e l a s u r vi e d e c e s 

pr é c ur s e ur s h é m at o p oï éti q u e s. L e g è n e S C L e st e s s e nti el à l a f or m ati o n et à l a 

s ur vi e d e s c ell ul e s s o u c h e s h é m at o p oï éti q u e s. S o n a bl ati o n e ntr aî n e l a m ort c h e z 

d e s s o u ri s t r a n s g é ni q u e s S C L c a u s é e c a u s é e p ar l a d éfi ci e n c e d' h é m at o p oï è s e. 

( S hi v d a s a ni et al., 1 9 9 5; R o b b s et al., 1 9 9 5 a., P or c h er et al., 1 9 9 6). L e s c ell ul e s 

s o u c h e s e m br y o n n air e s S C L -/-  s o nt i n c a p a bl e s d e r é g é n é r e r l e s c ell ul e s 

h é m at o p oï éti q u e s d e t o ut e s l e s li g n é e s i n vi v o ( P or c h er et al., 1 9 9 6). C e s 

o b s er v ati o n s s u g g èr e nt u n r ôl e d u g è n e S C L d a n s l a s ur vi e d e s c ell ul e s s o u c h e s 

h é m at o p oï éti q u e s. M ai s a u c u n li e n dir e ct e ntr e l e g è n e S C L et l e g è n e c- Kit n' a 

ét é ét a bli a v a nt n otr e ét u d e. 

D a n s l a pr é s e nt e ét u d e, e n utili s a nt T F- 1, u n e li g n é e h é m at o p oï éti q u e 

bi p ot e nti ell e C D 3 4 + , n o u s a v o n s d é m o ntr é q u e l a di mi n uti o n d' e x pr e s si o n d e l a 

pr ot éi n e S C L c a u s e l' a p o pt o s e c h e z tr oi s cl o n e s a nti s e n s e i n d é p e n d a nt s e n 

pr é s e n c e d u S F, al or s q u e l e s cl o n e s c o ntr ôl e s e x pri m a nt l e v e ct e ur s e ul s e 

c o m p ort e nt c o m m e l a li g n é e p ar e nt al e. C e p h é n ot y p e a ét é c orri g é p ar u n e 
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surexpression de la protéine SCL. Aussi, cette étude a révélé que le niveau 

d'expression de la protéine SCL contrôle l'expression transcriptionnelle de c-Kit. 

Les résultats de retard sur gel indiquent que ce contrôle se réalise par l'interaction 

directe de la protéine SCL avec les séquences situées dans le promoteur de c-Kit. 

Ces résultats sont d'ailleurs renforcés par les données des essais de 

transactivation. Ainsi, le gène c-Kit serait un gène cible du gène SCL. Le facteur 

Steel stimule l'expression du gène SCL (Miller et al., 1994) dont le produit stimule 

la transcription de c-Kit (la présente étude). Ces observations indiquent que le 

gène c-kit et le gène SCL font partie d'une boucle de rétrocontrôle positif. D'après 

tous ces résultats, nous avons proposé que durant l'embryogénèse, l'expression 

de c-Kit et son interaction avec le facteur Steel pourraient induire et stimuler 

l'expression du gène SCL qui ensuite stimule l'expression de c-Kit et ainsi favorise 

la survie des cellules souches hématopoïétiques. L'effet biologique des produits 

du gène SCL dans la suppression d'apoptose déclenchée par l'interaction SF/c-Kit 

se situe en amont de c-Kit, car d'après nos résultats, l'introduction du c-Kit dans le 

clone antisense est suffisante pour corriger le phénotype en présence du SF. Il 

reste à élucider s'il existe d'autres mécanismes moléculaires par lesquels SCL 

assure la survie des cellules souches hématopoïétiques. Il serait aussi intéressant 

de renforcer ou empêcher l'expression de c-Kit (ou antagoniser sa fonction) dans 

les cellules souches embryonnaires par les techniques transgéniques pour voir s'il 

y aurait un effet sur l'expression de SCL et sur l'hématopoïèse. D'après notre 

hypothèse, SCL stimule l'expression de c-Kit et favorise la survie des cellules 

souches hématopoïétiques via c-Kit. Ainsi, la surexpression du gène c-Kit dans les 

souris transgéniques SCL arriverait arriverait à établir l'hématopoïèse qui serait pourtant 

défectueuse. SCL est requis à un stage précoce du développement 

hématopoïétique cellulaire (Porcher et al., 1996; Robb et al., 1995a) et à un stade 

beaucoup plus tardif dans la maturation érythroïde (Aplan et al., 1992b). Ainsi, 

SCL possède des multifonctions dans l'hématopoïèse. Nous suggérons qu'il les 

réaliserait par l'intermédiaire des gènes cibles différents. La régulation 

d'expression de c-Kit n'est qu'une de ses fonctions, ainsi, la surexpression de c-Kit 
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p o urr ait s e ul e m e nt c orri g er p arti ell e m e nt l e p h é n ot y p e, m ai s n' arri v er ait p a s à 

ét a blir l' h é m at o p oï è s e n or m al e. 

D a n s n otr e ét u d e, u n e di mi n uti o n d' e n vir o n 5 0 % a u ni v e a u pr ot éi q u e d e 

S C L d a n s l e s c ell ul e s T F- 1 e ntr aî n e u n e di mi n uti o n d' e x pr e s si o n c o n si d ér a bl e d e 

c- Kit et ai n si u n e a p o pt o s e e n r é p o n s e a u f a ct e ur St e el. C e p h é n o m è n e n' a j a m ai s 

ét é d é crit d a n s l a litt ér at ur e, l a r el ati o n e ntr e S C L et c- Kit n' a p a s e n c or e ét u di é e 

a v a nt n otr e ét u d e. C o m m e S C L e st u n f a ct e ur d e tr a n s cri pti o n et q u e l e s f a ct e ur s 

d e tr a n s cri pti o n f or m e nt n or m al e m e nt d e s c o m pl e x e s d e r é g ul ati o n, l a di mi n uti o n 

d e S C L d a n s l e c o m pl e x e p o u r r ait d é cl e n c h e r u n d é s é q uili b r e e nt r e s e s 

p art e n air e s, e ntr aî n er u n p atr o n d'i nt er a cti o n pr ot éi q u e diff ér e nt et sti m ul er ( o u 

i n hi b er) l' e x pr e s si o n d e s g è n e s diff ér e nt s. L e s pr o d uit s c orr e s p o n d a nt s d e c e s 

g è n e s p o urr ai e nt e n r e v a n c h e i nfl u e n c er l e c o m pl e x e d e r é g ul ati o n c o nt e n a nt 

S C L. Ai n si, l' eff et d e l a di mi n uti o n mi ni m al e d e l a pr ot éi n e S C L p o urr ait êtr e 

a m plifi é p ar u n e c a s c a d e d e r é a cti o n s bi o c hi mi q u e s. L' e x pr e s si o n d e c- Kit s er ait 

i nfl u e n c é e s o u s S C L s ui v a nt c e m o d èl e. 

L a pr é s e nt e ét u d e s u g g èr e a u s si u n e r el ati o n e ntr e l e g è n e S C L et l e g è n e 

d e s ur vi e: b c 1- 2. E n eff et, l' a p o pt o s e d e s cl o n e s a nti s e n s e S C L m ai nt e n u s e n 

pr é s e n c e d u f a ct e ur St e el e st c orri g é e p ar l'i ntr o d u cti o n d u g è n e b c 1- 2. 1 1 s er ait 

p o s si bl e q u e b c 1- 2 f o n cti o n n e e n a v al d e S C L d a n s l a s u p pr e s si o n d e l' a p o pt o s e 

c a u s é e p ar l'i nt er a cti o n S F/ c- Kit. C ett e h y p ot h è s e e st d' aill e ur s s u p p ort é e p ar 

l' o b s er v ati o n s ui v a nt e: l e f a ct e ur St e el s u p pri m e l' a p o pt o s e d' u n gr o u p e d e 

l y m p h o c yt e s N K e x pri m a nt c o n stit uti v e m e nt l e c- Kit et sti m ul e l' e x pr e s si o n d e l a 

pr ot éi n e b c 1- 2. E n pr é s e n c e d' u n a nti c or p s a nti- c- Kit, d' u n i n hi bit e ur d e l a t yr o si n e 

ki n a s e o u d e s oli g o n u cl é oti d e s a nti s e n s e b c 1- 2, l' eff et d u S F s ur l a s ur vi e d e c e s 

l y m p h o c yt e s e st dr a m ati q u e m e nt r é d uit ( C ar s o n et al., 1 9 9 4). Il s er ait i nt ér e s s a nt 

d e r é p ét er l e s m ê m e s e x p éri e n c e s a v e c n o s cl o n e s a nti s e n s e p o ur d ét er mi n er l e 

li e n e ntr e c e s d e u x o n c o g è n e s. 

2. 	 S C L et s e s p a rt e n ai r e s 
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La séquence consensus TAL1 AACAGATGGT est liée par le complexe 

contenant SCL d'après les essais de CASTing (Hsu et al., 1994a). Ces 

expériences ont montré des hétérodinnères de SCL avec plusieurs protéines de la 

classe A de la famille des facteurs de transcription HLH: E12, E47, E2-2, HEB. Les 

gènes E12 et E47 sont impliqués dans le développement des lymphocytes et dans 

la myogénèse. Ces produits forment des hétérodinnères avec SCL dans les 

cellules érythroïdes et myéloïdes (Voronova et al., 1994). Au cours de la 

différenciation macrophagique, l'activité de liaison à l'ADN des hétérodimères 

SCL-E2A est abolie, accompagnée d'une expression élevée de Id2. Au cours de la 

différenciation érythrocytaire, l'activité de liaison à l'ADN devient élevée, tandis 

que l'expression de Id2 est diminuée (Condorelli et al., 1995), il a été aussi 

démontré dans cette étude que, Id2 compétitionne pour lier SCL ou E2A. Dans les 

autres études, la protéine RBTN2 est associée avec SCL dans les noyaux des 

cellules érythroïdes (Valge-Archer et al., 1994) et dans les thymocytes des souris 

transgéniques SCL/RBTN2 (Larson et al., 1996). Par les essais de deux hybrides, 

Osada et al (1995) ont démontré que SCL, RBTN2, GATA-1 et E47 pourraient 

former un complexe in vitro. Dans les autres études suivantes, les auteurs ont 

montré une autre séquence par CASTing, la séquence E-box-GATA qui est 

représentée par CAGGTG suivie d'un site GATA en aval après une distance de 9 

paires de bases. En plus, dans la même étude, il a été démontré que SCL, GATA-

1, RBTN2, E2A et une autre protéine LIM Ldb1/NL1 forment un complexe in vivo 

et lient uniquement la séquence E-box-GATA (VVadman et al., 1997). A part ces 

protéines, SCL pourrait associer avec DRG (une protéine qui lie GTP et qui est 

exprimée à haut niveau dans le thymus de la souris adulte avec une fonction 

encore inconnue)(Mahajan et al., 1996). D'après ces données, il semble que la 

protéine SCL fait partie d'un ou de plusieurs larges complexes de transcription. 

SCL pourrait influencer l'expression du gène cible par une interaction directe avec 

le promoteur du gène correspondant (comme dans la régulation de c-Kit) ou SCL 

pourrait capturer ou libérer ses partenaires différents et exercer sa fonction en 

trans par l'effet biologique de ses partenaires. SCL est requis à un stage précoce 
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du développement hématopoïétique cellulaire (Porcher et al., 1996; Robb et al., 

1995a) et à un stade beaucoup plus tardif dans la maturation érythroïde (Aplan et 

al., 1992b) en réponse à l'érythropoïétine (Cross et al., 1994; Hoang et al., 1996; 

Prasad et al., 1995). Ces observations suggèrent que SCL complète ses 

différentes fonctions avec des partenaires différents. Ainsi, l'identification des 

partenaires de SCL est importante pour connaître le rôle du SCL dans différents 

stades de l'hématopoïèse. Bien qu'avec CASTing on ait découvert la séquence 

TAL1 et E-Box-GATA, il n'a pas été prouvé qu'une de ces séquences pourrait être 

présente dans les promoteurs ou les séquences amplificatrices de certains gènes. 

Ainsi, elles ne représentent pas de site de liaison à l'ADN physiologique ou 

pathologique du SCL. Dans notre étude, nous avons démontré la présence d'un 

site de liaison naturel du complexe SCL qui contient deux E-box: 

CTAGGGAGCACCTGCCAGGTGGCTGGCCC dans le promoteur c-Kit. Selon nos 

résultats de retard sur gel, au moins un complexe est formé et est lié à cette 

séquence. Il serait intéressant d'identifier les protéines de ce complexe, d'étudier 

leur patron d'expression et leur relation avec SCL au cours de l'hématopoïèse. En 

plus, nous n'avons utilisé qu'une séquence très courte située dans le promoteur c-

Kit. En utilisant les séquences les plus longues et complètes, nous pourrions 

identifier plus de protéines qui interagissent avec SCL et régulent l'expression de 

c-kit. La séquence contenant E-box située dans le promoteur de c-Kit pourrait être 

liée par différents complexes contenant SCL et serait occasionnellement située 

dans le promoteur des autres gènes cibles de SCL avec une variation mineure de 

nucléotides. Il serait intéressant de voir si avec la même séquence, on pourrait 

identifier les autres partenaires de SCL dans les cellules hématopoïétiques de 

différents stades. L'analyse des promoteurs de c-Kit et de SCL a révélé deux sites 

communs: celui de GATA-1 et celui de SP1 (Lecointe et al., 1994; Chu et al., 

1995). Il est possible que les protéines GATA-1 et SP-1 exercent un effet dans 

l'expression de ces deux gènes et en plus fassent partie du grand complexe 

contenant SCL. Bref, les partenaires connus ou potentiels de SCL sont nombreux, 
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leurs fonctions restent à être élucidées pour mieux connaître les différents rôles de 

SCL dans l'hématopoïèse. 

3. 	SCL et la différenciation érythrocytaire 

Plusieurs études ont montré un effet de SCL sur la différenciation 

érythrocytaire. SCL est fortement exprimé dans les précurseurs érythroïdes 

(Green et al., 1991), le niveau d'expression reste élevé durant la différenciation 

terminale (Hoang et al., 1996), l'érythropoïétine stimule la transcription du gène 

SCL et la phosphorylation de ses produits protéiques (Prasad et al., 1995). Le 

renforcement du niveau d'expression de SCL augmente le taux de différenciation 

érythrocytaire spontanée, tandis que l'antisense SCL inhibe la différenciation 

érythrocytaire induite par le DMSO des cellules érythro-leucémiques murines 

(Aplan et al., 1992b). Nos résultats (pas présentés dans ce mémoire) ont montré 

que les clones antisense SCL sont morts en présence de l'érythropoïétine à faible 

concentration et la différenciation érythrocytaire induite par l'érythropoïétine de ces 

cellules antisense est inhibée par rapport aux cellules contrôles. Les mêmes 

résultats ont été obtenus avec un ADNc SCL dominant négatif manquant le 

domaine basique, au lieu d'un ADNc antisense SCL dans les cellules TF-1. Ainsi, 

nous avons confirmé que SCL est un régulateur positif de la différenciation 

érythrocytaire. Le facteur Steel et son récepteur c-Kit peuvent aussi affecter 

l'érythropoïèse. Une mutation dans c-Kit diminue la quantité des précurseurs 

érythroïdes CFU-E (Nocka et al., 1989). La survie et la prolifération des CFU-E 

pour mener à une différenciation érythrocytaire complète dépendent absolument 

de l'érythropoïétine (Gregory et al., 1976). C-kit est associé physiquement avec le 

domaine cytoplasmique du récepteur EPO et pourrait activer le récepteur EPO 

suite à une stimulation par le facteur Steel et ainsi induire la prolifération et la 

maturation des CFU-E (Wu et al., 1995). Le facteur Steel stimule l'expression de 

SCL dans les précurseurs érythroïdes au cours de la différenciation érythrocytaire 

(Miller et al., 1994). Dans nos études, nous avons démontré que le SCL régule 
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l' e x p r e s si o n d u c - Kit. N o u s p r o p o s o n s ai n si q u e S C L a s s u r e s o n eff et s u r 

l' ér yt hr o p oï è s e d u m oi n s e n p arti e vi a c- Kit. Il a ét é c o n n u q u e l a diff ér e n ci ati o n 

c ell ul ai r e d é p e n d d e l a s u r vi e c ell ul ai r e a s s u r é e p a r c e rt ai n s f a ct e u r s d e 

cr oi s s a n c e et d e q u el q u e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n s p é cifi q u e s q ui s er v e nt à 

i n d ui r e l' e x p r e s si o n s u c c e s si v e d e s g è n e s s p é cifi q u e s à l a diff é r e n ci ati o n. 

R é c e m m e nt, d' a pr è s l e c a s d e G A T A- 1 et c el ui d e G A T A- 4, il a ét é d é m o ntr é q u e 

l e s f a ct e ur s d e tr a n s cri pti o n s p é cifi q u e s à l a diff ér e n ci ati o n j o u e nt é g al e m e nt u n 

r ôl e d a n s l a s u p pr e s si o n d' a p o pt o s e ( P e v n y et al., 1 9 9 5; W ei s s et Or ki n, 1 9 9 5; 

Gr é pi n et al., 1 9 9 5, 1 9 9 6). N o u s pr o p o s o n s q u e S C L j o u e d e u x r ôl e s d a n s 

l' é r yt h r o p oï è s e. D a n s l' é r yt h r o p oï è s e p r é c o c e, S C L a s s u r e l a s u r vi e d e s 

pr é c ur s e ur s ér yt hr oï d e s C F U- E vi a c- Kit. E n s uit e, d a n s l a diff ér e n ci ati o n t er mi n al e, 

S C L f a v ori s e l a s ur vi e c ell ul air e et i n d uit l' e x pr e s si o n d e s g è n e s s p é cifi q u e s d e l a 

li g n é e ér yt hr oï d e p ar l' a cti v ati o n d u r é c e pt e ur E P O. Il s er ait i nt ér e s s a nt d e 

r e nf or c er o u d' e m p ê c h er l' e x pr e s si o n d e S C L o u a nt a g o ni s er s a f o n cti o n d a n s u n e 

li g n é e c ell ul air e ér yt hr o- p ot e nti ell e p o ur v oir l' eff et s ur l e r é c e pt e ur E P O et s ur l e s 

g è n e s s p é cifi q u e s ér yt hr oï d e s ( c o m m e G A T A- 1) a u c o ur s d e l a diff ér e n ci ati o n 

ér yt hr o c yt air e. 

4. 	 S C L, c- Kit et l a l e u c é mi e l y m p h o bl a sti q u e ai g u ë d e t y p e c ell ul ai r e T 

L e f a ct e ur St e el i n d uit l'i nt er n ali s ati o n et e n s uit e l a d é gr a d ati o n d u r é c e pt e ur 

c- Kit, c e q ui s u g g èr e q u e l' e xi st e n c e r e str ei nt e d u r é c e pt e ur c- Kit e st r e q ui s e p o ur 

e x er c er c ert ai n e s f o n cti o n s c ell ul air e s n or m al e s et q u e l' e x pr e s si o n et l' e xi st e n c e 

a b err a nt e s d u r é c e pt e ur c- Kit p o urr ai e nt c a u s er c ert ai n e s p at h ol o gi e s c ell ul air e s 

( Y e e et al., 1 9 9 4). L' e x pr e s si o n a b err a nt e d u c- Kit e st d ét e ct é e d a n s l e m él a n o m e, 

l e c a n c er d u p o u m o n et s urt o ut d a n s l e s l e u c é mi e s d e t y p e s c ell ul air e s m y él oï d e s, 

m a st oï d e s, l y m p h oï d e s o u m é g a k ar y o c yt air e s ( M att ei et al., 1 9 9 4; S e ki d o et al., 

1 9 9 3; M orit a et al., 1 9 9 4; Siit o n e n et al., 1 9 9 4; W ell s et al., 1 9 9 6). L' a cti v ati o n 

c o n stit uti v e d u c- Kit a tr a n sf or m é l e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s n or m al e s e n d e s 

c ell ul e s l e u c é mi q u e s ( Kit a y a m a et al., 1 9 9 6). L' e x pr e s si o n e ct o pi q u e r e nf or c é e d u 
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c-Kit dans la lignée myéloïde 32D (une lignée IL-3 dépendante) stimule son 

potentiel leucimogénique et rend ces cellules indépendantes de IL-3 pour leur 

survie (Hu et al., 1995). L'interaction du c-Kit avec son ligand stimule la formation 

des colonies leucémiques tandis que les oligonucléotides antisense c-Kit inhibent 

l'expression de l'oncogène bcr-abl et la prolifération des cellules leucémiques 

myéloïdes chroniques. Ces oligonucléotides antisense c-Kit exercent aussi un 

effet négatif envers la clonogénicité des cellules nnyéloblastiques aiguës in vitro 

(Siitonen et al., 1996; Gewirtz 1993; Kubota et ai., 1994; Murorashi et al., 1995). 

Toutes ces données indiquent que l'oncogène c-kit favorise la leucimogénèse. Cet 

effet serait dû en grande partie à sa capacité de supprimer l'apoptose après son 

activation par le facteur Steel (Li et Johnson., 1994; Abrannson et al., 1995) 

Les précurseurs qui entrent dans le thymus et génèrent les cellules T sont 

CD34+ et c-Kit+. C-Kit est exprimé dans une sous-population de thymocytes 

précoces CD3-CD4-CD8- indiquant son rôle dans la lymphogénèse précoce de 

cellules T (deCastro et aL, 1994). Les cellules pro T CD25+ sont des thymocytes 

très précoces n'exprimant pas de marqueurs des lignées CD4/CD8 et où la 

recombinaison du récepteur des cellules T (TCR) est absente. Ces cellules pro T 

CD25+ survivent et proliférent ex vivo en réponse à l'IL-7 et au facteur Steel 

(Godfrey et al ., 1992). Une autre preuve démontrant l'importance de SF/c-Kit 

dans le développement du thymus est apportée par le fait qu'un anticorps anti-c-

Kit inhibe la différenciation des cellules T du lobe thymique reconstitué par les 

précurseurs hématopoïétiques du foie foetal (Wolf et ai., 1992). Dans les souris 

transgéniques où l'expression de l'antigène SV40 Tag est dirigée dans les 

épithéliums du thymus, une expression aberrante de c-Kit est détectée et qui 

coïncide avec un nombre exagéré d'épithéliums immortels ainsi qu'avec une 

augmentation de 100 fois de thymocytes dans le thymus hyperplasique (Moll et al., 

1992). Des lignées leucémiques lymphoïdes de type cellulaire T, au lieu de type B 

expriment le messager de c-Kit. L'interaction du récepteur avec le facteur Steel 

stimule la prolifération de la lignée leucémique lymphoïde T tandis que la perte de 

la fonction du c-Kit par un antagoniste mène à son inhibition (Kees et al., 1995). 
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L e g è n e S C L e st a cti v é p ar a b err ati o n c hr o m o s o m al e d a n s e n vir o n 3 0 % 

d e s c a s d e T- A L L ( R o b b s et al., 1 9 9 5 b), m ai s l e m é c a ni s m e q ui f a v ori s e l a 

l e u ci m o g é n è s e (l a s u p pr e s si o n d e l' a p o pt o s e, l' arr êt d e l a diff ér e n ci ati o n et l a 

sti m ul ati o n d e l a pr olif ér ati o n) n' a p a s ét é e n c or e bi e n ét u di é, l e g è n e ci bl e d e S C L 

r e st ait e n c or e i n c o n n u a v a nt n otr e ét u d e. S C L e st e x pri m é d a n s l e s pr é c ur s e ur s 

d e s c ell ul e s T d u t h y m u s ( M o ut h o n et al., 1 9 9 3) et e st r e q ui s p o ur g é n ér er l e s 

c ell ul e s T i n vi v o d a n s d e s s o uri s c hi m éri q u e s ( P or c h er et al., 1 9 9 6; R o b b et al., 

1 9 9 6). N o s o b s er v ati o n s s u g g èr e nt q u e l a pr ot éi n e S C L p e ut c o ntr ôl er l' e x pr e s si o n 

d e c- Kit et f a v ori s er l a s ur vi e d e s pr é c ur s e ur s e n r é p o n s e a u f a ct e ur St e el q ui 

s u p pri m e l' a p o pt o s e à u n st a d e pr é c o c e d ur a nt l e d é v el o p p e m e nt d u t h y m u s. 

L' e x pr e s si o n a b err a nt e d e S C L d a n s l e s t h y m o c yt e s d e s o uri s tr a n s g é ni q u e s 

d o u bl e s C D 2- S C L/ C D 2- R B T N 2 c a u s e u n e d u pli c ati o n d u n o m br e d e t h y m o c yt e s 

pri mitif s C D 4 7 C D 8 -  p ar r a p p ort a u x s o uri s si m pl e s tr a n s g é ni q u e s C D 2- R B T N 2 

( L ar s o n et al., 1 9 9 6). C ett e e x p a n si o n s er ait d u e, d' a pr è s l a pr é s e nt e ét u d e, à u n 

n o m br e pl u s él e v é d e pr é c ur s e ur s c- Kit +. D a n s l e d é v el o p p e m e nt d e l a T- A L L, 

n o u s pr o p o s o n s q u e l' e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e S C L d a n s l e s li g n é e s T c a u s e u n e 

e x pr e s si o n c o n stit uti v e d e c- Kit. L' e x pr e s si o n e x c e s si v e d e c- Kit f a v ori s e l a 

s u p pr e s si o n d e l' a p o pt o s e et l' h y p er pl a si e d e s t h y m o c yt e s pri mitif s, u n e c o n diti o n 

pr é- n é o pl a si q u e. D e s é v é n e m e nt s s u p pl é m e nt air e s s er ai e nt e n s uit e r e q ui s p o ur l e 

d é v el o p p e m e nt d e l a l e u c é mi e ai g u ë d e t y p e c ell ul air e T ( R o b b et al., 1 9 9 5 b; 

El w o o d et B e gl e y, 1 9 9 5), c o m m e c e q ui a ét é o b s er v é d a n s l a bi ol o gi e d e s 

t u m e ur s (r e v u e p ar Bi s h o p, 1 9 9 1). 

4. 	 C o n cl u si o n 

N o u s a v o n s c o nfi r m é l e r ôl e d u g è n e S C L d a n s l a s u p p r e s si o n d e 

l' a p o pt o s e d e s c ell ul e s h é m at o p oï éti q u e s pr é c o c e s. D e pl u s, n o u s a v o n s m o ntr é 

q u e l e S C L e st r eli é à l a v oi e d e si g n ali s ati o n d e S F/ c- Kit, t a n di s q u e l e s v oi e s d e 

l'I L- 3 et d u G M- C S F n e d é p e n d e nt p a s d e S C L. N o u s a v o n s tr o u v é q u e l e g è n e c-

Kit s er ait u n g è n e ci bl e d u S C L et q u e c e s d e u x g è n e s f o n cti o n n e nt d a n s u n e 
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boucle de rétro-contrôle positif. Nous avons identifié une séquence de liaison 

naturelle du complexe contenant SCL qui favoriserait l'identification des 

partenaires de SCL. Nous avons proposé au niveau cellulaire et moléculaire un 

mécanisme par lequel SCL favorise d'une part, la survie des cellules souches 

hématopoïétiques et d'autre part, l'initiation de la leucémie lymphoblastique aiguë 

de type cellulaire T causée par l'expression aberrante du gène SCL. La présente 

étude a aussi montré un effet de SCL dans la différenciation érythrocytaire et a 

proposé un mécanisme moléculaire correspondant. 
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