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Résumé

Le facteur de transcription BP1 humain est exprimé dans les cellules érythroides
pendant le développement feetal mais son niveau d’expression est réduit au stade adulte.
Les études antérieures in vitro ont montré que BP1 est un répresseur du géne adulte de
B-globine mais sa fonction dans la régulation des geénes € et y n’a pas été abordée a ce
jour. Dans notre étude, nos analyses de BP1 humain ont ét¢ menées in vivo au stade
embryonnaire en utilisant une lignée de souris transgénique surexprimant BP1 dans les
cellules érythroides définitives murines. Au niveau protéique, BP1 humain est exprimé
aux ages E12.5 et E13.5 dans les cellules érythroides feetales des embryons
transgéniques. Toutefois, les niveaux de BP1 humain ne perturbent pas 1’érythropoicse
définitive foetale: les embryons transgéniques ne sont pas anémiques et ne meurent pas
in utero. La surexpression de BP1 humain altére tout de méme le niveau endogéne des
facteurs de transcription Ikaros et SOX6 impliqués dans la régulation des génes de [3-
globine durant I’érythropoiese définitive feetale murine. Chez les embryons doubles
transgéniques exprimant BP1 et les génes humains de B-globine a E12.5, I’expression du
gene adulte B est réduite alors que celle des genes € et y est non réprimée. Les mesures
d’expression des genes humains de P-globine effectuées en absence d’lkaros a E12.5
précisent le réle de BP1 humain dans 1’activation du géne embryonnaire €. Dans les
cellules érythroides feoetales murines dépourvues d’lkaros a EI12.5, BP1 humain
augmente grandement 1’expression des facteurs de transcription EKLF et BCL11A et
semble déréprimer I’expression de SOX6, ce qui conduit a une répression des genes
feetaux et une activation du gene adulte § au jour embryonnaire murin suivant. Puisque
BP1 atténue I’altération de I’expression des genes feetaux et adultes causée par I’absence
d’Ikaros, nous proposons que BP1 et Ikaros soient liés dans les mécanismes de

transcription des genes humains de (3-globine.

Mots-clés : BP1, facteur de transcription, érythropoiese, $-globine, Ikaros.
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Abstract

The transcription factor BP1 is expressed in erythroid cells during fetal
development but is downregulated at adult stage. In vitro previous studies revealed that
BP1 acts as a repressor of adult $-globin gene expression but its function in € and y
globin gene regulation has not been investigated so far. In our studies, BP1 functions
analyses were proceeded in vivo at embryonic stage by using a transgenic mouse line
overexpressing human BP1 in murine definitive erythroid cells. At protein level, human
BP1 is expressed in E12.5 and E13.5 fetal erythroid cells of transgenic embryos.
However, levels of human BP1 do not impair murine fetal definitive erythropoiesis :
transgenic embryos are not anemic and survive during gestation. Overexpression of
human BP1 impairs, nonetheless, endogenous level of the transcription factors Ikaros
and SOX6 involved in f-globin gene regulation during murine fetal definitive
erythropoiesis. In double transgenic mice expressing BP1 and human (-globin genes at
embryonic day E12.5, § gene expression is reduced whereas ¢- and y-globin genes are
not repressed. Measurements of 3-globin gene expression in absence of Ikaros pinpoint
the role of human BP1 in embryonic e-globin gene activation. In E12.5 Ik murine fetal
erythroid cells, human BP1 highly increases EKLF and BCL11A transcription level and
seems to derepress SOX6 expression which lead to vy silencing and f§ activation at E13.5.
Since BP1 attenuates globin gene alterations caused by absence of Ikaros, we propose

that BP1 and Ikaros are linked in transcriptional mechanisms of human $-globin genes.

Keyword: BP1, transcription factor, erythropoiesis, $-globin, Ikaros.
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Chapitre 1: Introduction

1.1 Erythropoiése et développement

L’hématopoiese est le processus biologique responsable de la production des
différents types cellulaires composant le sang. Pour cela, des cellules souches
hématopoiétiques (HSC, Hematopoietic Stem Cells) proliféerent et générent des
progéniteurs qui s’engagent dans une voie de différenciation au cours de laquelle des
précurseurs cellulaires sont produits et dirigés vers une seule destinée, soit la création de
cellules matures circulant dans le systétme sanguin. L’érythropoicse est la voie
hématopoiétique qui conduit a la production des érythrocytes communément appelés
globules rouges. La fonction principale de 1’érythropoi¢se consiste a générer
continuellement des érythrocytes matures et fonctionnels dans la circulation sanguine
afin de fournir I’oxygene (O,) au cours des stades du développement embryonnaire,
feetal et adulte. Deux types d’érythropoiése peuvent étre distinguées durant 1’ontogénie.
L’érythropoiese dite primitive a lieu dans le sac vitellin en début de gestation et est
caractérisée par la production de larges cellules nucléées qui circulent plusieurs jours
dans le sang avant de subir I’énucléation. L’érythropoiése dite définitive est quant a elle
responsable de la production de cellules érythroides énucléées. Dés le début du 20°
siecle, I’examen d’embryons de mammiferes a en effet permis de mettre en évidence
I’existence de cellules érythroides nucléées et énucléées dans la circulation sanguine
(Maximoww AA, 1909). La distinction entre érythropoiése primitive et définitive a par

ailleurs été facilitée par les études in vivo chez la souris.

1.1.1 Caractéristiques de I’érythropoiése

Durant I’érythropoiese, les progéniteurs érythroides proliferent puis s’engagent
dans un processus de différenciation au cours duquel des précurseurs érythroides
nommés érythroblastes sont produits et entrent dans une phase de maturation
caractérisée par la synthése de molécules d’hémoglobines, la condensation nucléaire, la
diminution de la taille cellulaire et finalement I’énucléation (Craig et al., 1964; Fantoni

A et al., 1968&1969; Steiner & Vogel, 1973; Chui et al., 1974; Sangeorgi et al., 1990;
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Morioka et al., 1998; Kingsley PD et al., 2004; Frazer et al., 2007). Les érythroblastes
produits par mitoses successives peuvent étre morphologiquement identifiables et
apparaissent selon 1’ordre ontogénique suivant: proérythroblaste, érythroblaste
basophile, érythroblaste polychromatophile et érythroblaste orthochromatophile. Le
dernier stade d’érythroblaste subit I’étape finale de maturation, 1’énucléation et devient
un réticulocyte. Celui-ci circule dans le sang périphérique pendant quelques jours avant

de devenir un érythrocyte mature (Figure 1.1).

Enucléation
Proérythroblaste Erythroblaste Erythroblaste Erythroblaste Réticulocyte Erythrocyte
basophile polychromatophile orthochromatophile mature

Hémoglobinisation

Figure 1.1. Différenciation des précurseurs érythroides

Légende: Les différents stades d’érythroblastes sont représentés selon 1’ordre dans lequel ils apparaissent
au cours de 1’érythropoiése. L hémoglobinisation et 1’énucléation sont deux événements majeurs de la
différenciation des précurseurs érythroides.

1.1.2 L’érythropoiése primitive embryonnaire

Les cellules érythroides primitives dérivent toutes d’un seul type de progéniteur
appelé EryP-CFC (Primitive Erythroid Colony-forming Cells) (Kennedy et al., 1997). In
vivo, les premiéres cellules érythroides primitives au stade de proérythroblaste sont
identifiables dans les ilots sanguins du sac vitellin dés le 18° jour de gestation chez
I’humain (Takashina, 1987) et entre le 7° et 8° jour embryonnaire (E7.5) chez la souris
(Haar JL et al., 1971; Wong et al., 1985; Silver et al., 1997; Ferkowicz & Yoder., 2005).
Les études in vivo chez la souris a 1’age embryonnaire 8.25 (E8.25) ont démontré que les
premieres contractions cardiaques coincident avec 1’entrée des érythroblastes dans la
circulation sanguine (McGrath et al., 2003; Ji RP et al., 2003). Ces larges cellules
érythroides nucléées continuent leur processus de maturation dans le sang périphérique
et les premicres formes énucléées ne sont détectées que trois jours plus tard dans la
circulation sanguine. L’énucléation des cellules primitives a longtemps été considérée

comme un processus survenant dans la circulation sanguine mais les récentes données
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ont montré que 1’étape finale de leur maturation a lieu dans le foie feetal. La production
d’embryons transgéniques, dans lesquels la protéine fluorescente verte (GFP: Green
Fluorescent Protein) est exprimée exclusivement dans les cellules érythroides
primitives, a en effet permis de démontrer que les érythroblastes primitifs terminaient
leur maturation dans des « niches » du foie feetal appelées ilots érythroblastiques (Figure
1.2). Ces cellules érythroides primitives apparaissent dans le foie feetal des E10.5 et
s’accumulent jusqu’a E14.5 (Fraser et al., 2007; Isern et al., 2008). L’énucléation des
cellules érythroides primitives se poursuit pendant le stade feetal pour étre pratiquement
complétée vers E15.5-E16.5 (Kingsley PD et al., 2004; Fraser et al., 2007). Lorsque les
érythroblastes primitifs circulant dans le sang migrent vers le foie feetal, I’expression des
molécules d’adhésion a leur surface augmente (intégrines o4, a5 et ). Ces intégrines
interagissent directement avec les molécules de surface des macrophages présents dans
les ilots érythroblastiques du foie feetal. Ces macrophages feetaux facilitent I’énucléation
des cellules érythroides primitives en phagocytant les noyaux. Les cellules érythroides
primitives matures sont ensuite libérées de leur interaction avec les macrophages et
rentrent dans la circulation sanguine (Isern et al., 2008) dans laquelle elles restent

plusieurs jours apres la naissance (Kingsley PD et al., 2004).

Erythroblaste
deéfinitif Macrophage

Sac vitellin g sriphéri
Ery::lr:::l;sw Sang périphérique

Figure 1.2. Enucléation des cellules érythroides dans le foie foetal

Légende: Les macrophages des ilots érythroblastiques (IE) permettent 1’énucléation des érythroblastes
primitifs et définitifs (cellules ayant I’antigéne de surface Ter119) par I’intéraction des molécules de
surface des précurseurs érythroides (intégrines o et ) et celles des macrophages. Les cellules érythroides
matures sont libérées dans le sang périphérique. Référence: Adaptée de Isern et al., 2008.
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1.1.3 L’érythropoiese définitive feetale et adulte

Les érythrocytes issus de D’érythropoieése primitive sont indispensables afin
d’assurer ’apport de 1’oxygeéne et la croissance de I’embryon au cours des premieres
semaines de gestation chez ’homme. Cependant, le foetus requiert davantage de cellules
érythroides afin de satisfaire les besoins de plus en plus importants au fur et a mesure
que le développement progresse. Le foie devient le principal site de production et de
maturation des cellules érythroides pendant le développement feetal : on parle des lors
d’érythropoiese définitive foetale. Chez ’humain, la production des érythrocytes par le
foie est assurée au cours du premier trimestre de gestation. Chez la souris, a 1’age
embryonnaire 9.5 (E9.5), le foie nouvellement formé est colonisé par des progéniteurs
hématopoiétiques provenant du sac vitellin (nommés BFU-E et CFU-E in vitro): ceux-ci
augmentent considérablement leur nombre jusqu’a E14.5-E15.5 et s’engagent dans une
différenciation menant a la production des cellules érythroides définitives (Gregory &
Eaves, 1978; Rich et al., 1979; Kurata et al., 1998). Les érythroblastes définitifs sont
présents dans le foie foetal dés I’age E11.5 chez la souris (Marks et al., 1972) et
terminent leur maturation par le biais des macrophages des ilots érythroblastiques du
foie feetal (Figure 1.2) avant d’entrer dans la circulation sanguine (Palis, 2004; Chasis et
al., 2006). Les premiceres cellules érythroides définitives énucléées font leur apparition
dans la circulation vers E12.5 et leur nombre augmente exponentiellement durant les
jours suivants (Rifkind et al., 1969; Brotherton et al., 1979; Kingsley PD et al., 2004).
Ainsi, vers E14.5-E15.5, les cellules définitives feetales constituent la population
prédominante de cellules érythroides dans la circulation sanguine. Chez I’humain et la
souris, la production hépatique de cellules érythroides diminue progressivement vers la
fin de la gestation. L’érythropoiese change alors de site et prend place progressivement
dans la rate puis s’installe finalement dans la moelle osseuse au stade adulte: il s’agit de

I’érythropoiése définitive adulte.
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1.1.4 Expression des marqueurs de surface des érythrocytes

Durant la différenciation érythroide, des changements surviennent dans
I’expression des marqueurs de surface des cellules érythroides. Les érythroblastes
perdent leur antigéne CD34, mais acquiérent entre autre a leur surface le récepteur de la
transferrine (CD71) et la protéine membranaire glycophorine A (Chen et al., 2009;
Sankaran et al., 2010). Les glycophorines sont synthétisées puis exprimées a la surface
cellulaire (Fairbanks et al., 1971). La glycophorine A (GPA, Terl119 ou CD235a) est la
glycophorine la plus abondante au niveau de la membrane des érythrocytes: on en
compte 5 4 9x10° copies par érythrocyte (Merry et al., 1984). Il s’agit par ailleurs de la
premiere protéine membranaire a étre séquencée (Tomita et al, 1975 & 1978). La
glycophorine A est exprimée exclusivement dans la lignée érythroide; celle-ci est
détectée a la surface membranaire des le stade de proérythroblaste (Gahmberg et al.,
1978; Yurchenco et al., 1980; Fukuda, 1981; Robinson et al, 1981; Sieff et al., 1982).
Son expression protéique et son exposition a la membrane augmentent progressivement
au cours de I’érythropoicse : elle est quatre fois plus abondante chez les érythroblastes
orthochromatophiles que chez les proérythroblastes (Chen et al., 2009) (Figure 1.3). Sa
fonction biologique n’est cependant pas clairement définie. Le récepteur de la
transferrine (CD71) est exprimé a tous les stades d’érythroblastes mais est absent chez la
cellule érythroide mature (I’érythrocyte). Son expression protéique augmente de 3 a 4
fois entre le stade de proérythroblaste et celui d’érythroblaste polychromatophile mais
diminue ensuite. Contrairement & GPA, le niveau de CD71 au stade d’érythroblaste
orthochromatophile est équivalent a celui retrouvé chez des proérythroblastes (Chen et

al., 2009.

Erythroblaste

Proérythroblaste orthochromatophile

Glycophorine A
(GPA)

Figure 1.3. Expression de la glycophorine A chez les érythroblastes

Légende: Photographies prises par immunofluorescence montrant 1’expression de la glycophorine A a la
surface des érythroblastes précoces (gauche) et tardif (droite) provenant de la moelle osseuse de souris.
L’expression de la glycophrine A augmente au cours de I’érythropoiese. Référence: Chen et al., 2009
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1.2 L’hémoglobine

Les érythrocytes produits au cours de I’érythropoiese primitive et définitive
transportent 1’oxygene par le biais d’une molécule tétramérique appelée hémoglobine
(Hb). Celle-ci fut décrite pour la premiére fois au 19° siécle par Friedrich Ludwig
Hiinefeld (Hiinefeld, 1840). Il fallut cependant attendre jusqu’en 1959 pour que la
structure tridimensionnelle de la molécule d’hémoglobine soit déterminée par
cristallographie a rayons X (Perutz MF et al., 1960). Pour cette découverte majeure, Max
Ferdinand Perutz regut le Prix Nobel de Chimie en 1962. Au cours des décennies
suivantes et grace aux avancées technologiques en génétique et en biologie moléculaire,
de nombreuses études furent menées afin de comprendre les mécanismes régulant
I’expression et la synthése de ’hémoglobine dans les cellules érythroides aussi bien chez

I’homme que chez les mammiferes comme la souris.

1.2.1 Structure et role dans le sang

L’hémoglobine est la protéine la plus abondante chez les érythrocytes (Weed et al,
1963) et sa concentration chez I’humain est évaluée a 15g/dl (Silverman & Glick.,
1969). Elle est composée de quatre sous-unités dont chacune d’elle consiste en une
chaine polypeptidique associée a un groupe héme. Les deux types de chaines
polypeptidique retrouvés dans 1’hémoglobine adulte humaine (HbA: o»f3,) sont les
chaines de globine alpha (o) et beta (). Le groupe héme est constitué¢ d’un anneau de
carbone, d’hydrogeéne et d’azote qui porte le nom de protoporphyrine IX et qui entoure
un atome de fer (Fez+) (Figure 1.4). L’hémoglobine HbA (a,f3,) est synthétisée dans les
cellules érythroides de la moelle osseuse au stade adulte.

Le role de ’hémoglobine dans le sang a été suggéré en 1857 par le physiologiste
francais Claude Bernard (Bernard C, 1857) puis confirmé plus tard par Lawrence
L.Henderson (Henderson, 1928). Cette protéine tétramérique a pour rdle de collecter
I’oxygeéne (O,) inspiré dans les poumons et de le transporter vers les tissus. En
contrepartie, 1’hémoglobine récupére le dioxyde de carbone (CO;) produit par les
cellules et le retourne aux poumons. L’hémoglobine assure ainsi I’oxygénation de
I’organisme et donc la survie de l'individu en apportant 1’énergie nécessaire au

métabolisme cellulaire. Au cours du processus de respiration, I’attachement de
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I’oxygene se fait de maniere réversible avec I’atome de fer des groupes héme de la
molécule d’hémoglobine. Quatre molécules d’O, peuvent é&tre transportées
simultanément par une seule molécule d’hémoglobine. Lorsque I’hémoglobine est
associée aux molécules d’oxygene, on parle d’oxyhémoglobine. Lorsque 1’oxygéne est
relaché dans les tissus, 1I’hémoglobine est dite désoxygénée d’ou le terme de

désoxyhémoglobine.

Chaines de globine B

y
Groupement

\— Chaines de globine « /

Figure 1.4. L’hémoglobine adulte humaine

1.2.2 Précurseurs érythroides et biosynthese de I’hémoglobine

Les molécules d’hémoglobines contenues dans les érythrocytes matures sont le
résultat de I’assemblage des chaines de globine synthétisées par les érythroblastes et les
réticulocytes. Au cours de I’érythropoiese, les érythroblastes synthétisent et accumulent
de I’hémoglobine, d’ou le changement d’apparence de leur cytoplasme : ils deviennent
moins basophilique. La synthése des chaines de globines suivie de leur assemblage pour
former la molécule d’hémoglobine commence dés le stade de proérythroblaste et se
termine au stade de réticulocyte (Branick & Levere, 1964). Les deux type de chaines de
globine a et B sont synthétisées dans un ratio équimolaire a I’intérieur des précurseurs
érythroides et s’associent ensuite & un groupe héme avant de former des hétérodimeres
af qui a leur tour s’assemblent pour produire la molécule d’hémoglobine HbA (a;f3,)

(Tavill et al., 1967 & 1968; Baglioni & Campana., 1967).
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1.2.3 Synthése d’hémoglobine durant le développement humain

L’HbA est la principale hémoglobine retrouvée dans les érythrocytes matures au
cours de la vie adulte mais d’autres types d’hémoglobine existent chez I’humain car la
composition de I’hémoglobine dans les érythrocytes évolue pendant le développement
de l'individu. En effet, différentes chaines de type a- et P-globine humaine sont
synthétisées et se combinent pour former des hémoglobines stade-spécifiques. Ces
chaines de globine résultent de I’expression des genes des loci a- et B-globine humaines.
Ces génes sont disposés sur leur chromosome respectifs selon ’ordre dans lequel ils sont
exprimés durant les différents stades de développement de 1’individu (embryonnaire,
feetale et adulte). Le locus d’a-globine humaine, situé sur le chromosome 16, contient
trois génes fonctionnels: un géne embryonnaire (Cy) et deux génes adultes (o et o). Le
locus de B-globine humaine (~ 70 kb) est localisé sur le chromosome 11 et contient cing
génes fonctionnels (5°-e-%y-"y-8-B-3") ainsi qu’un pseudogéne PP non exprimé au cours
du développement (Figure 1.5). Le géne embryonnaire epsilon (g) est situ¢ en 5° du
locus, deux génes gamma (%y et Ay) ainsi que deux genes adultes nommés delta (9) et
beta (B) situé en 3° du locus (Lawn et al, 1978; Deisseroth et al, 1978; Ramirez et al,
1979; Proudfoot & Baralle, 1979). Cinq sites d’hypersensibilité a la DNAsel (HS) sont
localisés environ 6 a 22 kb en amont du geéne ¢ et constituent la région de contrdle du
locus de f-globine (BLCR). Les quatres premiers HS (5’HS1-4) sont érythroides
spécifiques alors que HSS5 est ubiquitaire (Jarman & Higgs, 1988). Par ailleurs, deux
sites additionnels (5’HS6-7) ont été découverts en amont de HS5 (Bulger et al., 1999).
Environ 20 kb en aval du geéne adulte 3, on trouve un autre site d’hypersensibilité a la
DNase appelé 3’HS1. Le role du LCR dans la régulation des génes de globines est

discuté en détail dans la section 1.5.



23

3'
7o s e a2 i
S —
LCR € S 8 B 3'HSI

® Q § _~

.

Sac Vitellin Foie fotal Rate Moelle osseuse
— o
X100
w
&t Y p
a 80
S
&
e 60|
© X
g 13
2 40
o €
Q -
& 6
20 #1—/
I f l !  e—
6 12 18 24 36 nNaissance 6 12 18 24 36
Age post-conception (semaines) Age post-natale (semaines)
Erythropoiése Erythropoiése Erythropoiése
primitive définitive définitive
embryonnaire foetale adulte

Figure 1.5. Expression ontogénique des génes du locus humain de g-globine

Légende: En amont du geéne ¢ se trouve la région de contrdle du locus (LCR) composée de sites
d’hypersensibilité a la DNasel (HS). L’arrangement spatial des cinq génes fonctionnels du locus humain
de B-globine (5’-g-9y-*y-8-p-3’) sur le chromosome 11 refléte ’ordre d’expression au cours du
développement. L expression séquentielle de ces génes engendre deux commutations de I’hémoglobine: 1)

la commutation embryonnaire-feetale et 2) la commutation feetale-adulte. Référence : Adaptée de Harju et
al., 2002.
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L’érythropoi¢se prend place dans le sac vitellin dés le début de la gestation: il
s’agit de 1’érythropoicse primitive embryonnaire. Au cours des cing premicres semaines,
les génes T et € sont exprimés et I’embryon produit exclusivement 1’hémoglobine
Gower-1 (Te;) (Hecht et al., 1966). Au fur et a mesure que la gestation progresse,
I’expression de T est remplacée par celle des geénes a et ’hémoglobine Gower-2 (a,,¢€,)
est produite (Huehns et al., 1961; Huehns et al., 1964; Huehns et al., 1971; Ingram,
1972; Gale et al., 1979). L’expression du géne ¢ est aussi graduellement réprimée alors
que celle des génes gamma (%y et “y) est induite. Les chaines %y et “y produites sont
différentes du fait de la substitution d’un acide aminé en position 136 (Gly—Ala). Ces
chaines se comportent néanmoins de la méme maniere et s’apparient aux chaines de type
a-globine. En effet, les chaines % et “y synthétisées s’associent autant avec les chaines
C pour générer I’hémoglobine Portland (T,y,) (Capp et al., 1967) qu’avec les chaines o
pour produire I’hémoglobine HbF (CLzG'Yz et aszz) (Beaven, 1960). Ainsi, vers la fin du
stade embryonnaire (10° semaine), les érythrocytes primitifs contiennent un mélange
d’hémoglobines (Gower-1, Gower-2, Portland et HbF). Ces érythrocytes primitifs sont
progressivement remplacés par les érythrocytes énucléés générés par 1’érythropoicse qui
se met en place dans le foie foetal (Peschle et al, 1985). 1l s’agit de la commutation de
[’hémoglobine embryonnaire a feetale. Les cellules érythroides définitives foetales
synthétisent uniquement 1’hémoglobine feetale HbF. Cette hémoglobine prédomine
durant la vie utérine humaine mais sa proportion diminue progressivement vers la fin de
la gestation pour étre remplacée définitivement par 1’hémoglobine HbA au cours de la
premiére année suivant la naissance de I’individu (Bard et al, 1970; Bard, 1973&1975).
En effet, ’expression des génes foetaux (%y et “y) est réprimée alors que celle des génes
adultes (0 et P) est activée dans la rate puis dans la moelle osseuse : il s’agit de la
commutation de [’hémoglobine feetale a adulte (Figure 1.5). Au cours de notre étude,
nous nous sommes intéressés plus particulierement aux génes du locus de [-globine et a
sa régulation (Section 1.3). Au cours du stade adulte, ’hémoglobine HbA; (a;f3,)
devient la principale hémoglobine dans les globules rouges (>96%) alors que le
deuxieme type d’hémoglobine nommée HbA, (a,0,) constitue seulement une faible
fraction (<3%) (Neumeyer & Betke., 1987). L’hémoglobine feetale (ot,y;) représente

moins de 2% de I’hémoglobine totale. Chez I’humain, les combinaisons des chaines de



25

globines produisent ainsi au total six hémoglobines fonctionnelles au cours du

développement (Tableau I-I).

Tableau I-1. Les hémoglobines humaines

Embryonnaire Foetal Adulte

Hb Gower 1 HbA,

(1Y) (B,)
Hémoglobines Hb Gower 2 HbF
(085) (0Y2)

Hb Portland HbA,

(€2v2) (59,)

1.3 Les hémoglobinopathies

Les molécules d’hémoglobines contenues dans les érythrocytes doivent transporter
I’oxygeéne vers les tissus et assurer ainsi la survie de l’individu au cours du
développement. Cette fonction est cependant altérée lorsque des mutations génétiques
surviennent dans les geénes codant pour les chaines de globine et conduisent a la
production de molécules d’hémoglobines anormales: on parle d’hémoglobinopathies.
Ces maladies peuvent affecter la synthése d’hémoglobine de maniére qualitative ou
quantitative. Chez les hémoglobinopathies qualitatives, la synthése de 1’hémoglobine
n’est pas affectée mais les chaines de globines produites présentent une séquence
d’acides aminés altérée. Le changement dans la séquence protéique perturbe la structure
de la molécule d’hémoglobine et donc sa fonction (défaut qualitatif). Chez les
hémoglobinopathies quantitatives, la séquence d’acides aminés des chaines des globines
n’est pas affectée mais la synthése de I’hémoglobine est réduite (défaut quantitatif). Des
défauts qualitatifs ou quantitatifs de ’hémoglobine affectent directement la forme des
érythrocytes : leur durée de vie est réduite, ce qui entraine I’apparition de complications
chez I’individu. L’anémie falciforme et les B-thalassémies sont les hémoglobinopathies

les plus souvent rencontrées.
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Figure 1.6. Aspect des érythrocytes normaux et falciformes
Légende: Le sang périphérique d’un patient atteint d’anémie falciforme a été examiné sous microscope et
révele des érythrocytes normaux et falciformes. Référence: Frenette & Atweh (2007).

1.3.1 L’anémie falciforme

L’anémie falciforme aussi appelé drépanocytose (SCA, Sickle Cell Anemia) est
une maladie caractérisée par la présence d’érythrocytes anormaux en forme de faucille
dans la circulation sanguine (Figure 1.6). Celle-ci fut observée pour la premiere fois en
1910 a Chicago chez un patient atteint de symptomes pulmonaires et d’anémie sévere
(Herrick et al., 1910). Au cours des quatorze années suivantes, plusieurs cas furent
décrits supportant I’hypotheése qu’il s’agissait d’une nouvelle maladie (Sydenstricker et
al.,, 1924). En 1927, Hahn et Gillespie décrivirent la base pathologique de I’anémie
falciforme : ils démontrérent que la déformation des globules rouges avait lieu lorsque
ceux-ci étaient en hypoxie (déficience en oxygene) mais que le phénomeéne était
réversible dés que les érythrocytes étaient oxygénés a nouveau (Hahn & Gillespie,
1927). Par la suite, Linus Pauling posa I’hypothése que la maladie provenait de
I’anormalité de la molécule d’hémoglobine. Cette hypothése fut validée en 1949 par
Pauling lui méme et ses collegues en démontrant que 1’hémoglobine adulte normale
(HbA) et falciforme (HbS) migraient différemment lorsqu’elles étaient soumis a
’¢électrophorese (Pauling et al, 1949). La méme année, 1’anémie falciforme fut identifiée
comme maladie autosomale récessive (Neel, 1949).

Cette hémoglobinopathie est causée par le remplacement nucléotidique de

I’adénine (A) par la thymine (T) dans le géne adulte de 3-globine humaine, ce qui résulte
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en la substitution de 1’acide glutamique (Glu) par la valine (Val) au sixi¢éme codon de la
séquence protéique de la chaine de P-globine (Ingram, 1956 & 1957). 1l s’agit du
premier défaut moléculaire décrit pour une maladie génétique. En condition de
désoxygénation, les chaines 3 mutées des molécules d’hémoglobine HbS (a2[326G1“"V31
ou auP,”) exposent leur résidu hydrophobe (valine) au milieu extérieur, ce qui permet
I’établissement d’intéractions avec les acides aminés hydrophobes des chaines 3 des
autres molécules d’hémoglobine. Ceci résulte en la formation de longs polymeres d’HbS
a Dintérieur de la cellule érythroide. La fréquence d’oxygénation-désoxygénation de
I’hémoglobine HbS conduit & une polymérisation répétée qui finit par altérer le
cytosquelette de I’érythrocyte le rendant plus rigide et moins déformable dans la
circulation des capillaires sanguins (Figure 1.7).

Les érythrocytes falciformes ralentissent et bloquent le flux sanguin diminuant
I’apport d’oxygeéne aux tissus et organes, ce qui engendre des douleurs importantes
appelées crises. A long terme, la diminution de I’apport en oxygéne entraine une
destruction graduelle des organes chez I’individu. Les érythrocytes falciformes sont plus
fragiles que les érythrocytes normaux et sont donc susceptibles a une hémolyse
extravasculaire prématurée. Chez les individus sains, les érythrocytes normaux ont une
durée de vie d’environ 120 jours et la rate est le principal site ou ils subissent I’hémolyse
lorsqu’ils sont en fin de vie. Dépourvues de noyau, les cellules érythroides sénescentes
ne peuvent plus générer de nouvelles protéines comme les enzymes et leurs fonctions
cellulaires déclinent. Leur membrane devient plus perméable a I’eau rendant les cellules
sphériques et rigides. Ces cellules érythroides se retrouvent alors séquestrées dans la rate
et sont phagocytées par les macrophages spléniques. Dans le cas de I’anémie falciforme,
les cellules érythroides contenant I’hémoglobine S bloquent le flux sanguin, ce qui
entraine une accumulation du sang et une augmentation de la taille de la rate
(splénomégalie). La séquestration splénique conduit a une diminution significative de
I’hématocrite. Les érythrocytes falciformes sont quant a eux ¢éliminés par les
macrophages spléniques, ce qui réduit leur durée de vie et conduit progressivement a une
anémie chronique hémolytique. Etant donné que 1’érythropoiése dans la moelle osseuse

ne suffit plus, une érythropoiése extramédullaire se met en place dans la rate pour
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compenser la réduction du nombre d’érythrocytes dans la circulation (Paszty et al., 1997;
Beauchemin et al., 2004).

Les premiers symptomes de 1I’anémie falciforme apparaissent généralement chez
I’enfant vers 1’age de 6 mois et correspond au remplacement de la synthése des chaines
de y-globine normales par celle des chaines adultes mutées de 3-globine (Watson, 1948).
Dans la plupart des cas, les érythrocytes falciformes interagissent avec les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, ce qui conduit a des épisodes de vaso-occlusions
et d’inflammation qui sont responsables des complications cliniques telles que les
troubles cardiaques et visuels, les infections bactériennes répétées, 1’insuffisance rénale

ainsi que I’hypertension pulmonaire (Yale et al., 2000).

Sticky sickle cells

within blood vessel

Figure 1.7. Altération du flux sanguin par les érythrocytes falciformes

Légende: Les érythrocytes normaux sont déformables et se déplacent aisément dans les capillaires
sanguins (A) alors que les érythrocytes falciformes contiennent I’hémoglobine S et bloquent la circulation
sanguine (B). Référence: http://www.sickleanaemia.com
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1.3.2 Les B-thalassémies

Thomas B. Cooley et Pearl Lee (1925) ont décrit pour la premiére fois les signes
cliniques des B-thalassémies chez des jeunes enfants : ceux-ci présentaient une anémie
sévere accompagnée d’une hépatosplénomégalie et des malformations faciales. Whipple
et Bradford (1936) décrivirent par la suite 1’autopsie d’enfants décédés de B-thalassémies
et ce fut a ce moment que le terme « thalassémie » fut donné en raison des origines
méditerranéennes des enfants (en grec, Thalassa signifiant «mer» et aima «sangy).

Les B-thalassémies sont le résultat de mutations ou de délétions survenant dans le
géne adulte de B-globine qui conduisent soit a une diminution (B") soit & une absence
(B") de synthése des chaines de B-globine. Selon le degré de réduction de B-globine, on
peut distinguer trois types de P-thalassémie: la (-thalassémie majeur aussi appelée
anémie de Cooley, la p-thalassémie intermédiaire et la (-thalassémie mineure. Au
niveau moléculaire, la déficience dans la synthése des chaines de B-globine altére le ratio
équimolaire o:ff dans les cellules érythroides et compromet la production de molécules
d’hémoglobines (Ingram, 1959; Weatherall et al, 1965; Nathan & Gunn, 1966). Les
chaines de globine a en excés qui ne peuvent pas s’apparier précipitent dans les
érythroblastes (-thalassémiques en formant des corps d’occlusion ou corps de Heinz
(Figure 1.8) qui sont responsables des réactions oxydatives et des dommages survenant
au niveau de la membrane des précurseurs érythroides (Rouyer-Fessard et al., 1990;
Schrier, 1994&1997; Beauchemin et al., 2004). Une grande majorit¢ (60-80%) des
précurseurs érythroides thalassémiques meurent prématurément par apoptose et sont
phagocytées par les macrophages de la moelle osseuse reflétant ainsi une érythropoicse
inefficace conduisant a une anémie sévére (Finch et al., 1970; Wickramasinghe &
Hughes, 1978; Centis et al., 2000; Pootrakul et al., 2000; Angelucci et al., 2002). Les
érythrocytes anormaux qui réussissent a entrer dans la circulation sanguine sont pris au
piege dans la rate et sont ¢liminés par les macrophages spléniques. La rate devient aussi
le site d’une érythropoic¢se extramédullaire afin de compenser la destruction accélérée

des cellules érythroides, ce qui résulte a une splénomégalie.
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D

Figure 1.8. Corps de Heinz dans les cellules érythroides
Légende: La précipitation des chaines o conduit a la formation de corps d’occlusion (indiqués

par les fleches) qui endommagent la membranes des cellules érythroides. Référence: Irwin et al
(2001)

Les individus [-thalassémiques présentent diverses anomalies systémiques
incluant des dommages au niveau de la rate, le foie, le cceur, le rein et les poumons
caractérisés notamment par 1’accumulation de fer et de fibrose dans les tissus
(Cunningham et al., 2004; Stoyanova et al., 2007&2012). L’anémie favorise par ailleurs
I’hyperplasie de la moelle ce qui entraine des déformations osseuses du crane et du
visage (Rioja et al., 1990). Dans les cas les plus séveres de B-thalassémie, les individus
requierent des transfusions sanguines. Tout comme pour I’anémie falciforme, les
premiers signes cliniques des P-thalassémiques apparaissent entre 6 mois et 12 mois
lorsque la synthese des chaines § remplace progressivement celle des chaines y-globine.
L’¢lectrophorése de 1’hémoglobine a d’ailleurs permis de confirmer I’anomalie de

production d’hémoglobine chez les patients B-thalassémiques (Marengo-Rowe, 1965).

1.3.3 La persistance héréditaire de I’hémoglobine feetale

Au cours des mois suivants la naissance de [D’individu, la production
d’hémoglobine adulte (HbA) remplace progressivement celle de 1’hémoglobine feetale
(HbF). Toutefois, ’'HbF continue a étre synthétisée de fagon résiduelle pendant la vie
adulte : sa proportion est évaluée entre 1 et 2 % de I’hémoglobine totale chez les
individus sains (Kohn & Payne, 1972; Chudwin & Rucknagel, 1974). L’HbF est

confinée dans quelques érythrocytes appelés cellules F dans lesquelles coexistent des
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molécules d’hémoglobine adulte (HbA) (Tomoda et al., 1964; Hosoi et al., 1965; Dan &
Hagiwara et al., 1967; Boyer et al., 1975; Wood et al., 1975).

Certains individus adultes peuvent néanmoins présenter des niveaux élevés d’HbF
supérieurs a 5 % de ’hémoglobine totale (Steinberg et al., 1997; Thein & Craig, 1998).
Cette anomalie génétique est surnommée persistance héréditaire de 1’hémoglobine
feetale ou HPFH (pour hereditary persistance of fetal hemoglobin). Celle-ci peut étre
causée par des délétions dans la région des génes adultes 0 et § (Op thalassémies) (Figure
1.9) ou par des mutations dans le promoteur des genes Gy et “y qui augmentent
significativement le niveau de transcription des genes feetaux de 1’ordre de 10 a 40%
chez les hétérozygotes (Hoyer et al., 2002; Gibney et al., 2008; Grosso et al., 2008). De
plus, il a été démontré qu’une délétion de 7.2 Kb dans la région intergénique y-0,
appelée délétion de Corfu, est aussi associ¢ a une augmentation de I’HbF. Cette délétion
comprend une partie du géne O et la région flanquante de 6 kb située en amont de ce
gene (Wainscoat et al., 1985). Les individus homozygotes pour la délétion de Corfu
expriment fortement les génes y et montrent des niveaux significativement élevés d’HbF
alors que la transcription du géne f est réduite (Chakalova et al., 2005). La transcription
de y est aussi ¢élevée chez les hétérozygotes mais le niveau est moindre comparé a celui
des homozygotes. Généralement, les niveaux élevés d’HbF sont attribués a une
expression pancellulaire des geénes y et non a une augmentation du nombre de cellules F
(Thien et al., 2009).

Plusieurs observations démontrent que les niveaux élevés d’HbF peuvent réduire
la sévérité¢ des hémoglobinopathies. Chez les nouveaux-nés atteints d’anémie falciforme
par exemple, I’absence de symptdmes reliée a la maladie est attribuée a la présence de
I’HbF qui a un effet protecteur avant I’apparition des premiers symptomes causé€s par
I’augmentation de la production de I’HbA au cours des mois suivants. Certaines
populations situées en Arabie Saoudite et en Inde présentent des niveaux anormalement
¢levés d’HDF associés a des symptomes moins séveres de la maladie (Perrine et al.,
1972; Kar et al,., 1986). L’HbF a en effet la capacit¢ d’inhiber le processus de
polymérisation de 1’hémoglobine S (Blouin et al., 2000). Elle réduit non seulement la
concentration d’HbS dans la cellule érythroide mais a surtout la propriété d’interférer

avec la polymérisation lorsqu’elle est désoxygénée au méme titre que les hybrides a3y
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(Maier-Redelsperger et al., 1994). D’ailleurs, les cellules F vivent plus longtemps que
les cellules exprimant uniquement les genes adultes de P-globine (Akinsheye et al.,
2011). Le niveau d’HbF dans 1’anémie falciforme varie selon les individus et se situe
entre 5% et 8 % de ’hémoglobine totale produite. Fait intéressant, une forte corrélation
existe entre le nombre de cellules F et le pourcentage d’HbF (Steinberg et al., 1997).

Les bienfaits de I’HbF est aussi observable chez certains individus f-
thalassémiques qui ont aussi une augmentation variable de la synthése d’HbF (Ho et al.,
1998; Weatherall, 2001; Stuart & Nagel, 2004; Thein, 2008). L’augmentation du niveau
d’HbF permet de compenser la production insuffisante d’HbA chez les individus f3-
thalassémiques qui sont d’ailleurs asymptomatiques. De plus, les niveaux élevés d’HbF
chez les patients homozygotes pour la délétion de Corfu font en sorte que ces individus

ne sont pas atteints d’anémie sévere (mild anemia).
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Figure 1.9. Mutations et délétions responsables de ’THPFH

Légende: Seuls les génes fonctionnels y, § et  du locus humain de [3-globine sont représentés.
Les mutations sont indiquées par des croix alors que les délétions par des pointillés. Pyr : Région
riche en pyrimidine et comprise dans la délétion de Corfu. Référence: Bank (2006).



33

1.3.4 Compréhension de la régulation des genes de B-globine

L’anémie falciforme et [-thalassémie sont les hémoglobinopathies les plus
répandues dans le monde et sont responsables d’une importante mortalité notamment par
le fait qu’elles affectent les individus des le plus jeune age (Figure 1.10). Ces maladies
héréditaires sont communément répandues dans les populations africaines et
méditerranéennes ainsi qu’au Moyen-Orient, en Asie du Sud-Est et dans le sous-
continent indien. La migration des populations dans les différentes régions du monde a
par ailleurs accentué la distribution géographique de ces hémoglobinopathies a un point
ou elles sont apparues dans les pays d’Amérique du Nord et en Europe. Etant donné
I’importance de I’HbF dans 1’amélioration de la sévérité clinique de ces anomalies
génétiques, la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans Ia
commutation de I’hémoglobine feetale-adulte est devenue un enjeu majeur. Les progres
technologiques en génétique et biologie moléculaire ont permis d’utiliser les souris
comme mod¢le animal afin de pouvoir élucider in vivo les mécanismes impliqués dans la
régulation des génes de globines. Les études menées par transgénese ont notamment
permis d’introduire les génes humains de -globine chez la souris et produire ainsi des
souris transgéniques. Diverses innovations scientifiques telles que 1’ablation génique ont
aussi permis de mettre en évidence les éléments cis et trans qui régulent la transcription

des génes du locus de p-globine.

Figure 1.10. Distribution des hémoglobinopathies
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1.4 Etude des génes humains de p-globine chez la souris

1.4.1 Le locus de B-globine chez la souris Mus musculus

Localisé sur le chromosome 7, le locus murin de B-globine est constitué de quatre
genes fonctionnels (Figure 1.11) : deux génes embryonnaires €y et h; ainsi que deux
genes adultes B et 3. En amont du géne €y se trouvent cinq sites d’hypersensibilité a la
DNAse I dont les quatre premiers constituent la région de controle du locus (BLCR)
(Trimborn et al., 1999).

L’érythropoi¢se primitive murine commence dans le sac vitellin vers E7.5 et
conduit a la production de larges cellules érythroides exprimant les génes embryonnaires
ey et Bh;. A E11.5, I’érythropoiése s’établit dans le foie feetal ou les cellules érythroides
définitives commencent a exprimer les genes adultes de (-globine (B; et f,). Ces
dernieres sont différentes selon les souches de souris et deux principaux haplotypes sont
généralement retrouvés. L’haplotype single (s/s) présente chez la souche de souris
C57BL/6J possede deux génes adultes structurellement similiaires codant pour une seule
et méme P-globine adulte appelée B-single (B°) (Hutton et al., 1962; Popp, 1973; Weaver
et al., 1979&1981). L’haplotype diffus (d/d) retrouvé chez la souche de souris CBA/J
(d/d) comprend deux geénes adultes de B-globine: -majeure (B;: ﬁmaj) et B-mineure (P,:
Bmin). Pendant le stade embryonnaire murin, ces génes sont différentiellement exprimés:
B™" est majoritairement synthétisé dans le foie feetal jusqu’a E13.5-E14.5 mais son
expression décroit pour laisser place a [Smaj (Whitney, 1977; Porcu et al., 2005). Au stade
adulte, la souris avec 1’haplotype diffus synthétise environ 80% de chaines -majeure et
20 % de chaines f-mineure (Gilman, 1976; Whitney, 1977; Wawrzyniak & Popp, 1987).

Contrairement a I’humain, une seule commutation de I’hémoglobine a lieu chez la
souris (Figure 1.11). Vers E11.5, I’expression des génes embryonnaire &' et fh; est

progressivement remplacée par celle des génes adultes B; et 3, (Peterson et al., 1995;

Trimborn et al., 1999). Les souris ne disposent pas de génes feetaux comme I’humain.
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Figure 1.11. Expression ontogénique des génes du locus murin de -globine

Légende: L’arrangement spatial des quatre génes fonctionnels du locus murin de B-globine (5’-ey-h;-f3,-
B,-3’) sur le chromosome 7 refléte leur ordre dans lequel ils sont exprimés au cours du développement.
Une seule commutation de I’hémoglobine a lieu vers 1’age embryonnaire 11.5 (E11.5) au cours de laquelle
les génes adultes B remplacent définitivement les génes embryonnaires €y et fh;. Ici, ’expression totale
des génes adultes B est représentée en rouge (B™ et ™). Chez la souris, la naissance a lieu aprés 19-20
jours de gestation. Référence: Adapté de Peterson et al., 1995.

1.4.2 Les souris transgéniques f-YAC

Bien que des différences existent entre I’humain et la souris au niveau de la
composition génique du locus de B-globine, des similitudes dans la régulation des genes
de globines au cours du développement semblent étre conservées entre les deux especes.
L’introduction des geénes du locus humain de p-globine chez la souris a permis de
faciliter I’étude de leur régulation in vivo. Cette idée fut concrétisée par 1’utilisation des
chromosomes artificiels de levure (YAC) capables d’incorporer des inserts de grande
taille. Des souris transgéniques contenant le locus entier de (-globine humaine ont
finalement pu étre générées par microinjection et il fut démontré que I’expression des
génes humains de B-globine suivait celle des génes murins de B-globine au cours du
développement (Gaensler et al., 1991&1993). La commutation de 1’hémoglobine
embryonnaire/feetal-adulte a lieu vers E11.5 chez les souris B-YAC. A noter que les
genes feetaux y humain se comportent comme les geénes embryonnaires (gy et h) chez

les embryons B-YAC, ce qui démontre des différences au niveau de la trans-régulation
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entre la souris et ’humain (Sankaran et al., 2009). Malgré cela, la mise en place de la
commutation de I’hémoglobine feetale-adulte chez la souris démontre la conservation
des mécanismes controlant la régulation des génes de globines au cours du
développement entre les deux espéces. Cette observation a conduit a I’étude des
¢léments cis- et trans- impliqués dans la régulation des génes de f-globine chez la

souris.

1.5 Le BLCR

Diverses ¢études menées in vivo ont permis de mettre en évidence des régions
proximales et distales qui sont responsables de la régulation des génes de 3-globine aux
différents stades de développement. Des régions telles que des enhancers ont été
identifiées dans le locus. De plus, les régions promotrices des genes constituent elles
aussi des ¢léments cis-régulateurs; ce sont en effet des séquences d’ADN ou I’ARN
polymérase II et divers autres facteurs viennent se lier pour initier la transcription. Situé
en amont du géne embryonnaire €, un autre ¢lément est cependant connu comme parmi
un des plus importants cis-régulateurs du locus de B-globine : il s’agit de la région de

controle du locus (BLCR).

1.5.1 Structure et role du BLCR

Le BLCR est une région du locus de (-globine identifiée non seulement chez
I’humain mais aussi chez d’autres mammiferes tels que la souris, le lapin ainsi que la
chévre. Sa structure et son organisation restent conservées entre les especes. La région
de contréle du locus est définie par la présence de régions d’ADN appelées sites
d’hypersensibilités (HS) qui sont susceptibles d’étre digérées par la DNAsel, rendant ces
zones plus accessibles a la transcription et au remodelage de la chromatine. Dans les
cellules érythroides, le locus de B-globine est plus sensible a la DNAsel facilitant
I’accessibilité de la chromatine pour I’expression des genes de globine (Bulger &
Groudine, 1999). Les études chez les souris transgéniques possédant le locus humain de
-globine ont aussi permis de montrer que la sensibilit¢ a la DNAsel varie selon les

régions du locus et dépend aussi du stade de développement. En effet, alors que le BLCR
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reste sensible a la digestion par la DNAsel pendant 1’érythropoi¢se primitive et
définitive, les régions contenant les génes humains € et y sont plus sensibles a la DNasel
dans les cellules primitives embryonnaires alors que les génes humains 0 et f§ le sont
davantage chez les cellules définitives murines (Gribnau et al., 2000).

Le LCR du locus humain de p-globine s’étend sur une distance d’environ 15 Kb et
est constitué de cinq sites d’hypersensibilités a la DNAsel (HS1 a HSS5). Les quatre
premiers sites d’hypersensibilité (HS1 a HS4) sont érythroide-spécifiques alors que le
site le plus distal, HS5, est ubiquitaire (Jarman & Higgs, 1988). Chaque HS (sauf HS1)
possede une région centrale appelée core (200-300 bp) importante pour son rdle
d’activateur dans le LCR. En effet, ce core confeére aux HS la fonction d’enhancer
comme c’est le cas pour les deux plus importants éléments du LCR, HS2 et HS3
(Cavallesco & Tuan, 1997; Jia et al., 2003). Les analyses menées chez les souris
transgéniques contenant le locus entier de [3-globine humain suggerent que la délétion du
core dans HS2, HS3 ou HS4 perturbe I’intégrité du HS et I’hypersensibilit¢ a la DNAsel
des sites ainsi que 1’expression des génes humains de (3-globine (Milot et al., 1996;
Peterson et al., 1996; Bungert et al., 1999). Le core n’est cependant pas suffisant a lui
seul pour assurer la fonction globale du BLCR car les séquences flanquantes des cores
sont toutes aussi importantes pour permettre au LCR d’activer les génes de B-globine
(Molete et al., 2001).

Les études in vivo chez les souris transgéniques indiquent que le BLCR permet
I’expression élevée des transgenes indépendamment du site d’intégration et de manicre
tissue spécifique (Grosveld et al., 1987; Townes & Behringer, 1990). Par ailleurs, le
BLCR est un élément requis pour 1I’expression de tous les génes de P-globine et ce a tous
les stades de développement (Tuan et al., 1985; Forrester et al., 1986; Grosveld et al.,
1987; Higgs, 1998). Cette fonction a ét¢ mise en évidence chez des patients humains
vOp-thalassémiques dans lesquels les geénes humains de f-globine n’étaient pas
exprimés. L’examen des chromosomes mutants de ces patients a révélé que la portion du
PLCR contenant les sites HS2-4 était absente alors que les génes humains de -globine
demeuraient structurellement intacts (Driscoll et al., 1989). Cette délétion partielle du
BLCR plagait la chromatine dans une conformation «fermée» compromettant ainsi la

transcription des genes humains de f-globine (Forrester et al., 1990). Bien que les
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données semblent affirmer que le BLCR permet I’ouverture de la chromatine du locus de
B-globine (Li et al., 1998), d’autres études ont suggéré toutefois que la délétion entiere
de cette région dans le locus murin ou humain de B-globine ne change pas la sensibilité
du locus a la DNAsel laissant penser que le BLCR n’est pas nécessaire au maintien de la
chromatine dans sa configuration «ouverte» (Epner et al., 1998; Reik et al., 1998). A
noter aussi que la fonction du BLCR est dépendante de son orientation (Tanimoto et al.,
1999 & 2003). Tanimoto et al (1999) ont en effet montré que 1’inversion du LCR réduit
I’expression des geénes de [-globine et que le géne embryonnaire € n’est pas exprimé
lorsque celui-ci est placé en amont du fLCR.

Certains HS du BLCR tels que HS1 et HS5 peuvent exercer un rdle de protection
au locus de B-globine contre les effets néfastes de la chromatine environnante. La
délétion spécifique de HS1 chez les souris transgéniques contenant le locus entier de -
globine humaine a montré que ce site est un composant du LCR servant a protéger le
locus contre la variégation due a ’effet de position du transgene (Milot et al., 1996).
HSS5 est aussi considéré comme étant un insulateur : il posséde d’ailleurs des sites de
liaison pour un facteur de transcription nommé CTCF qui est impliqué dans des
mécanismes de répression transcriptionnelle (Li & Stamatoyannopoulos, 1994; Bell et
al., 1999; Ohlsson et al., 2001; Li et al., 2002; Tanimoto et al., 2003). Les insulateurs ont
la capacité de protéger un locus: 1) soit en fonctionnant comme une barriére entre
I’euchromatine et I’hétérochromatine empéchant ainsi ’effet de position ou 2) soit
comme ¢étant des éléments bloquant les effets d’enhancers lorsqu’ils sont placés entre les
enhancers et les régions promotrices des génes. L’insulateur qui posséde ces deux
propriétés et qui a été le mieux caractérisé fut identifié¢ a ’intérieur du LCR du locus de
B-globine chez le poulet : il s’agit du HS4 lié par divers facteurs tel que CTCF (Chung et
al., 1993 & 1997; Burgess-Beusse et al., 2002).
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1.5.2 Modeles de régulation des genes par le BLCR

Des études ont démontré que le géne adulte B n’est pas correctement exprimé
durant le développement lorsqu’il est li¢ directement au BLCR (BLCR-f). Par contre,
son expression stade-spécifique est rétablie lorsque le gene y est inséré dans la
construction (BLCR-yp). Il existe une compétition entre les promoteurs des genes y et 3
globine pour I’activation par le fLCR (Behringer et al., 1990; Townes et al., 1990;
Enver et al., 1990; Stamatoyannopoulos, 1991). D’autre part, Dillon et al (1991) ont
démontré que I’expression stade-spécifique du géne “y chez les souris transgéniques
LCR-"y était conservée méme s’il n’est pas lié au géne B indiquant que la compétition
avec le géne P n’est pas requis pour la répression des génes y. Le géne embryonnaire €
quant a lui requiert le BLCR pour pouvoir étre activé spécifiquement dans les cellules
érythroides primitives et les études chez les souris transgéniques contenant uniquement
le géne € sous le contréle du BLCR rapportent que ce gene conserve son expression
stade spécifique suggérant un mécanisme de répression autonome (Shih et al., 1990;
Raich et al., 1990&1992).

Le BLCR n’est cependant pas le seul ¢lément dans la régulation génique. Dans les
sites d’hypersensibilit¢ HS1 a HSS5, on trouve des sites de liaison pour des facteurs de
transcription. Ces derniers sont connus pour participer a la transcription des genes par
I’ARN polymérase II. Les sites érythroide-spécifiques HS1 a 4 possédent en effet des
sites de liaison pour des facteurs de transcription tels que GATA-1 et EKLF (Horack et
al., 2002; Zhou et al.,, 2006). Ces facteurs de transcription ont d’ailleurs un role
important dans la régulation des commutations de 1’hémoglobine au cours du
développement et dans 1’érythropoi¢se primitive et définitive mais ils ne sont pas les
seuls acteurs impliqués. Le facteur de transcription NF-E2 par exemple posséde des sites
de liaison dans différents HS (Talbot & Grosveld, 1991; Stomatoyannopoulous et al.,
1995). Un autre facteur de transcription, nommé Sp1, se lie aussi au niveau du BLCR; il
possede notamment six sites de liaison fonctionnels dans le 5’HS3 qui sont essentiels
pour I’activité du BLCR (Philipsen et al., 1990 & 1993; Ellis et al., 1996). La présence
de ces sites de liaison n’est pas le fruit du hasard car elle suggere I’implication des

facteurs de transcription dans la régulation des geénes du locus de -globine par le BLCR.
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I1 a été en effet suggéré que des facteurs de transcription participent a un mécanisme de
régulation dans lequel les promoteurs feetaux et adultes compétitionnent pour le BLCR
pendant le développement, ce qui expliquerait que le geéne f est réprimé pendant le stade
feetal alors que le géne y 1’est durant le stade adulte (Choi & Engel, 1999).

Trois principaux modeles de régulation ont été proposés pour pouvoir expliquer de
quelle manicre ces genes de globines sont régulés a un stade développement spécifique
et comment le BLCR active leur expression (Figure 1.12). L’un des modéeles suggére la
formation d’une boucle de chromatine qui favorise le rapprochement du BLCR auprés
des génes de 3-globine pour activer leur expression. Les facteurs de transcription lient
leurs sites respectifs dans les HS et les promoteurs et participent a la régulation génique
par le BLCR. Dans le mode¢le du balayage, la machinerie transcriptionnelle lie d’abord le
BLCR puis longe I’ADN pour trouver le promoteur d’un geéne actif; I’inactivation du
gene proximal permet I’activation des genes distaux. Le modele du balayage facilité
regroupe les aspects des deux modeles précédents : la machinerie transcriptionnelle se
lie d’abord au PLCR et la formation d’une boucle de chromatine permet le
rapprochement de ce complexe aupres des genes actifs. Le complexe BLCR-facteurs de
transcription longe ensuite ’ADN pour chercher d’autres genes actifs. Des techniques
comme celui du 3C (pour Chromosome Conformation Capture) ont permis de confirmer
le rapprochement du PLCR auprés des génes de P-globine pour I’activation stade-

spécifique (Carter et al., 2002; Tolhuis et al., 2002; Palstra et al., 2003).
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Figure 1.12. Les modéles de régulation génique par le LCR

Légende: Les sites d’hypersensibilit¢ HS1 a HS4 du LCR sont représentés par des boites de couleurs
différentes et les facteurs de transcription par des cercles et ovales colorés. Le géne de globine est montré
par un rectangle bleu alors que sa région promotrice par un rectangle vert. Les fléches roses représentent
I’expression des geénes. Les deux fléches noires consécutives indiquent le balayage effectué¢ par la
machinerie transcriptionnelle liée au LCR. (A) Mod¢ele de la boucle de chromatine, (B) Modéle du
balayage et (C) Modele du balayage facilité. Références: Harju et al., 2002; Choi & Engel, 1988; Tuan et
al., 1992; Engel & Tanimoto, 2000).
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1.6 Les facteurs de transcription

Différents facteurs de transcription régulent 1’expression des génes du locus de B-
globine. Ils participent a la machinerie transcriptionnelle en formant des complexes dans
lesquels des interactions protéine-protéine et/ou protéine-ADN ont lieu et impliquent les
¢léments cis-régulateurs, promoteurs et le BLCR. Dans cette section, nous allons décrire
I’importance de certains facteurs de transcription érythroide-spécifiques et ubiquitaires
dans la régulation des geénes de P-globine. Ces facteurs trans-régulateurs ont été
caractérisés chez la souris et les découvertes a leur sujet ont apporté et apporte
actuellement de nouvelles perspectives quant a la compréhension des mécanismes

régulant les commutations de I’hémoglobine pendant le développement.

1.6.1 La famille GATA

1.6.1.1 Caractéristiques de la famille GATA

La famille GATA comprend six facteurs de transcription (GATATL a 6) qui lient
une séquence consensus (A/T)GATA(A/G) a I’aide de leur deux motifs doigts de zinc Cy4
(Cys-X;,-Cys-X;7-Cys-X,-Cys) qui sont caractéristiques de cette famille (Martin &
Orkin, 1990; Yanamoto et al., 1990; Ko & Engel, 1993; Merika & Orkin, 1993 ; Whyatt
et al 1993 ). La famille GATA est divisée en deux sous-familles : les facteurs de
transcription GATA1 a 3 appartiennent a la sous-famille hématopoiétique (Weiss &
Orkin, 1995) alors que GATA4 a GATAG6 appartient a la sous-famille non
hématopoiétique car ils sont exprimés et impliqués dans d’autres tissus tels que
I’intestin, le poumon et le cceur (Laverriere et al., 1994; Charron & Nemer, 1999;

Molkentin, 2000).

1.6.1.2 GATA1

Connu sous le nom de NF-E1, NF-1, Ery-1 ou GF-1, GATA1 est le premier
membre de la famille GATA a étre identifié et probablement celui qui a été le plus
é¢tudié (Evans et al., 1988; Wall et al., 1988). Cette protéine posséde trois domaines
fonctionnels : un domaine d’activation en position N-terminal suivi de deux régions en
doigt de zinc. Le domaine en doigt de zinc situé¢ en position C-terminale de GATA1 est

important pour la liaison a ’ADN (Martin et al., 1990; Yang & Evans, 1992). Chez
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I’humain et la souris, le géne GATAI1 est localisé sur le chromosome X (Zon et al.,
1990). GATAI1 est fortement exprimé non seulement dans les cellules érythroides
primitives et définitives (Leonard et al., 1993; Fujiwara et al., 1996) mais aussi dans
d’autres cellules hématopoiétiques tels que les mégacaryocytes (Martin et al., 1990;
Romeo et al., 1990). Au cours du développement in utero chez la souris, le géne GATALI
est exprimé des le début de 1’érythropoicse primitive dans le sac vitellin vers I’age ES.5.
Son niveau d’expression dans le sac vitellin entre E8.5 et E11.5 reste faible comparé a
celui du foie feetal. En effet, GATA1 est fortement exprimé au cours de I’érythropoiése
définitive dans le foie foetal. Le niveau de GATAI reste élevé dans le foie jusqu’a E15.5
mais chute a E16.5 au moment ou 1’érythropoiése prend place dans la rate et la moelle

osseuse (Whitelaw et al., 1990).

1.6.1.3 Réle de GATAI1 dans I’érythropoiése

L’importance du facteur GATA1 dans I’érythropoi¢se a été établie dans un
premier temps par des études dans les cellules souches embryonnaires murines (cellules
ES). Le géne GATAI, situé sur le chromosome X, a été délété par recombinaison
homologue dans les cellules souches embryonnaires murines males afin de produire des
souris chimériques et d’observer si les cellules déficientes en GATA1 (GATAL)
pouvaient générer tous les tissus in vivo (Pevny et al., 1991). Il a été constaté que les
cellules ES GATAT1 pouvaient contribuer a tous les tissus non hématopoiétiques mais
¢chouaient dans la production de cellules érythroides matures. De plus, au cours de la
différenciation érythroide in vitro des cellules ES GATAT1", les précurseurs érythroides
primitifs et définitifs sont produits mais restent bloqués au stade de proérythroblaste et
ne peuvent pas continuer leur processus de maturation (Weiss et al., 1994; Pevny et al,.
1995). Ces précurseurs érythroides meurent ensuite par apoptose (Weiss et al., 1995). En
I’absence de GATATI au cours du développement, les embryons murins démontrent a
I’age embryonnaire 9.5 (E9.5) une paleur extréme et meurent entre E10.5 et E11.5 d’une
anémie sévere (Fujiwara et al., 1996). GATAI1 apparait comme un facteur indispensable
dans la maturation des précurseurs érythroides ainsi qu’a leur survie au cours de
I’érythropoic¢se primitive et définitive. D’autres évidences suggerent le role de GATAL

dans I’érythropoiese : des sites de liaison de GATA1 ont en effet été retrouvés dans les
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régions promotrices de genes exprimés spécifiquement dans les cellules érythroides.
Parmi les génes cibles de GATAI, on retrouve ceux codant pour certains enzymes
impliqués dans la biosynthése de 1’héme tels que ’ALA synthase (ALA-S), ’ALA
déhydratase (ALA-D) et la PBG déaminase (PBGD) (Mignotte et al., 1989; Orkin, 1992;
Rylski et al., 2003). De plus, GATA1 posséde plusieurs sites de liaison dans le locus de
[-globine.

La protéine GATALI lie quatre sites dans I’enhancer situé en 3’ du géne humain de
B-globine (Wall et al., 1988). Il possede d’ailleurs des sites de liaison dans le promoteur
du géne humain y (Martin et al., 1989; Nicolis et al., 1989). De plus, comme il a été
mentionné précédemment, GATA1 se lie aux cores des sites d’hypersensibilité a la
DNasel du LCR (HS1 a 5). GATAI peut agir comme activateur ou répresseur dans la
régulation des genes de f-globine dépendamment des séquences qu’il lie ainsi que des
interactions avec d’autres protéines. GATALI est capable d’activer ’expression du géne
humain ¢ (Li et al.,, 1998) mais peut aussi le réprimer en présence du facteur de
transcription ubiquitaire YY1 (Raich et al, 1995). GATAI1 agit comme activateur
lorsqu’il est lié au promoteur du gene y ou aux sites HS1 a 5 (Jane & Cunningham,
1996). De plus, ’augmentation de la transcription de GATAI murin au début de
I’érythropoiése définitive (E11.5-E12.5) dans le foie fcetal semble coincider avec la
transcription des genes adultes de globine suggérant 1’implication de GATA1 dans la
commutation de I’hémoglobine (Whitelaw et al, 1990). Néanmoins, il a été proposé
qu’en absence de GATAL, la transcription des génes murins de globines soit activée
laissant penser que GATA1 n’est pas un facteur essentiel dans 1’expression des génes de

globines (Fujiwara et al., 1996).

1.6.1.4 Régulation de I’érythropoiése par GATA1 et GATA2

Le second membre de la famille GATA, GATA2, est exprimé dans les cellules
souches et progénitrices hématopoiétiques ainsi que dans les cellules endothéliales. On
le retrouve aussi dans d’autres tissus tels que le placenta, le foie feetal et le coeur feetale
(Tsai et al., 1994 ; Orlic et al., 1995 ; Tsai & Orkin, 1997; Minegishi et al., 1998).

GATA2 joue un rdle essentiel dans les premicres étapes de I’hématopoicse

notamment dans la prolifération cellulaire et représente un important régulateur pour
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I’érythropoiése (Tsai et al., 1994). Son expression diminue a mesure que I’érythropoiése
progresse (Cantor & Orkin, 2002). Il a été démontré que la surexpression de GATA2
bloque 1’érythropoiése et affecte la différenciation des précurseurs érythroides (Briegel
et al.,, 1993; Persons et al., 1999). Les embryons murins GATA2” sont sévérement
anémiques et meurent vers E10.5 mais sont capables de produire des érythroblastes
primitifs (Tsai et al., 1994). Ces derniers sont cependant absents chez les embryons
GATA1” GATA2” indiquant la fonction redondante de GATA1 et GATA2 dans la
production et/ou la survie des érythroblastes primitifs (Fujiwara et al., 2004).

En outre, il s’avere que I’expression de GATA2 est influencée par GATAL. Des
données ont en effet montré que 1’expression de GATA2 est augmentée en absence de
GATA1 (Weiss et al., 1994). De plus, lorsque ’expression de GATA1 est activée et que
ses niveaux augmentent, GATA2 est parallelement réprimé, laissant la possibilité d’une
régulation de GATA2 par GATAI. Ceci fut confirmer par I’identification d’un site de
liaison de GATA1 dans le promoteur de GATA2 et par immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) (Grass et al., 2003).

1.6.1.5 Friend of GATA

Friend of GATA (FOG, FOG1 ou ZFPM1) est une protéine contenant neuf doigts
de zinc et agit en tant que cofacteur de GATA1 en se liant spécifiquement au doigt de
zinc situé¢ en N-terminal de GATAI (Tsang et al., 1997 ; Fox et al., 1998). FOG1 est
coexprimé avec GATAL au cours du développement (Tsang et al., 1997). Le phénotype
des souris FOG™ ressemblent au celui des souris GATA1™". En effet, les souris FOG™
meurent pendant le développement embryonnaire entre E10.5 et E11.5 d’une anémie
sévere résultant d’un arrét dans 1’érythropoiése primitive et définitive suggérant un role
essentiel de FOG1 pendant ’érythropoiése (Tsang et al., 1998). L’interaction entre
GATA1 et FOGI dans les cellules érythroides a ét¢ démontré: les précurseurs
érythroides exprimant des protéines GATA1 mutantes sont incapables de lier FOG1 et
ne peuvent pas poursuivre leur maturation mais le phénotype est rétablie lorsque des
protéines FOG1 mutantes capables de lier les GATA1 mutants sont exprimés (Crispino
et al.,, 1999). De plus, un modele a été proposé dans lequel le gene FOGI est tout

d’abord activé par GATA1 dans les cellules érythroides puis que les deux facteurs
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cooperent dans la régulation (activation ou répression) des génes du locus de 3-globine

(Whelch et al., 2004).

1.6.1.6 Intéractions protéiques de GATA1

GATALI peut aussi interagir avec d’autres protéines pour moduler son activité.
Parmi elles, on retrouve les facteurs de transcription LMO-2 (Osada et al., 1995&1997),
PU.1 (Zhang et al., 1999 ; Rekntman et al., 1999 ; Nerlov et al., 2000) et ceux de la
famille SP/KLF (Gregory et al., 1996 ; Merika & Orkin, 1995).

1.6.2 Spl

Spl appartient a la grande famille Sp/KLF. Toutes les protéines de cette famille
possedent en C-terminal un domaine de liaison a ’ADN de 81 acides aminés qui
consiste en trois doigts de zinc de type C,H, arrangés de fagon similaire a ceux retrouvés
dans la protéine Kriippel de la drosophile Drosophila melanogaster (Philipsen & Suske,
1999). C’est ainsi que certaines protéines ont ét¢é nommeées facteurs de type-Kriippel
(KLF). Les protéines appartenant a cette famille ont de plus la caractéristique de
reconnaitre et lier les motifs GC, GT et/ou CACC (Hagen et al., 1992; Kingsley &
Winoto, 1992; Miller & Bieker, 1993).

Spl est le membre fondateur de la famille Sp/KLF et I’un des premiers facteurs de
transcription a €tre découvert chez les eucaryotes (Dynan & Tijan, 1983). Il possede
trois doigts de zinc C2H?2 et lie le site consensus GGG GCG GGG (Letovsky & Dynan,
1989). SP1 est ubiquitaire mais son expression change selon le type cellulaire et au cours
du développement (Saffer et al., 1991). Les embryons murins Spl” présentent un
important retard de croissance ainsi que diverses anormalités morphologiques qui font
en sorte qu’ils survivent jusqu’a E9.5 confirmant I’importance de Spl des le début de
I’embryogénése (Marin et al., 1997). Fait intéressant, I’érythropoiése primitive n’est pas
complétement affecté chez les embryons Spl'/'. En effet, bien que la transcription des
génes embryonnaires murins de type a- () et B-globine (ey et fh;) est perturbée, leur
niveau reste ¢levé suggérant que Spl n’est pas un facteur clé dans I’activation de ces
genes au stade précoce du développement embryonnaire, du moins pas a l’age

embryonnaire murin E8.5.
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1.6.3 KLF1/EKLF
KLF1 communément appelé¢ EKLF (Kriippel-Like Factor 1/ Erythroid Kriippel-

Like Factor) a ét¢ découvert en 1993 et a ¢té identifié comme étant un facteur de
transcription appartenant a la famille Sp/KLF capable de lier spécifiquement les motifs
CACC de ’ADN a I’aide de ses doigts de zinc C,H, (Miller & Bieker, 1993). Ces boites
CACC sont retrouvés dans les promoteurs de nombreux geénes érythroides tels que ceux
codant pour les globines, les enzymes de synthése de 1’héme, les protéines
transmembranaires et d’autres facteurs de transcription (Raich & Romeo, 1993; Drissen
et al., 2005). KLF1 est le premier membre identifi¢ de la famille KLF qui compte 17
autres facteurs de transcription exprimés dans différents tissus et impliqués dans divers
processus biologiques tels que la prolifération, 1’apoptose, la différenciation et le
développement (Pearson et al., 2008). De plus, plusieurs de ces membres incluant KLF2
sont exprimés dans les cellules érythroides (Crossley et al., 1996; Basu et al., 2004&
2005; Matsumoto et al., 2006).

1.6.3.1 EKLF, cible de GATA1

Trois sites de liaison du facteur de transcription GATAL1 ont ét¢ identifiés dans le
promoteur d’EKLF murin dont un est critique pour la transcription (Crossley et al.,
1994; Anderson et al., 2000). Les analyses menées in vitro puis in vivo chez la souris ont
proposé que I’expression du géne EKLF soit régulée par le facteur de transcription
GATAL. Il semble que I’expression forcée de GATA1 active le promoteur d’EKLF dans
les cellules non-érythroides (Crossley et al., 1994). De plus, ’expression d’EKLF est
réduite en absence de GATA1 mais elle est restaurée lorsque 1’expression de GATAL est
réintroduite dans les cellules (Shirihai et al., 2000; Whyatt et al., 2000). Les données
semblent indiquer que I’expression d’EKLF est dépendante de GATAI, ce qui suggere

la participation de ces deux facteurs de transcription dans le processus érythropoiétique.

1.6.3.2 Réole d’EKLF dans I’érythropoiése définitive
Au cours du développement humain et murin, EKLF est exprimé exclusivement
dans les cellules érythroides. Les études d’hybridation in-situ chez la souris ont par

ailleurs permis de retracer I’expression d’EKLF dans les différents organes ou a lieu
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I’érythropoicse (Southwood et al., 1996). En effet, EKLF est détecté des 1’age E7.5 dans
les ilots sanguins du sac vitellin puis son expression prend place dans le foie durant le
stade foetal et a finalement lieu dans la rate et la moelle osseuse au stade adulte.

Diverses études chez la souris ont proposé la présence d’EKLF dans les cellules
érythroides primitives et définitives (Guy et al., 1998; Tewari et al., 1998; Hodge et al.,
2006). Son role essentiel au cours de 1’érythropoiése a d’ailleurs été identifié in vivo par
ablation génique chez la souris. Des 1995, deux groupes de chercheurs (Nuez et al,
1995; Perkins et al., 1995) ont démontré que les embryons murins EKLF nulles (EKLE™
) ont une apparence «normale» durant 1’érythropoicse primitive dans le sac vitellin mais
deviennent anémiques a mesure que le développement embryonnaire progresse
notamment lorsque I’érythropoiese prend place dans le foie. En effet, les embryons
EKLF™ présentent un phénotype de type B-thalassémique indiquant la présence de
défauts dans 1’érythropoicse définitive foetal. L’absence d’EKLF n’affecte ni
I’expression du géne oo murin ni 1’expression des génes embryonnaires $h; et €y mais en
revanche diminue de maniere significative 1’expression du géne adulte murin (Bmaj), ce
qui cause un débalancement dans la production de ’hémoglobine adulte murine (Nuez et
al., 1995; Perkins et al., 1995). Une diminution significative de I’expression de -
globine est connue pour altérer le ratio équimolaire o/} et entrainer la précipitation des
chaines de globine a dans les érythroblastes conduisant ainsi a la formation des corps de
Heinz qui déforment et rendent instable la membrane des cellules érythroides (Perkins et
al., 1995; Drissen et al., 2005). Ces cellules sont éliminées par hémolyse et conduit a une
anémie sévere. D’ailleurs, 1’absence d’EKLF ne permet pas aux embryons murins
d’atteindre le stade adulte: ils meurent in utero vers E14.5-E15.5 au moment ou
I’embryon requiert les cellules érythroides définitives feetales pour poursuivre son
développement (Nuez et al., 1995). Pour déterminer si le déficit de I’expression de [3-
globine murine était le seul responsable du phénotype 1étal observé, les chercheurs ont
surexprimé le géne Ay humain chez les embryons murins EKLF" (Lim et al., 1997,
Perkins et al., 2000). Ils ont pu constater une correction du débalancement des chaines
de globine a ’intérieur les cellules érythroides EKLF" qui était attribuée a la production
d’hémoglobine hybride (ma,-hy;). En revanche, I’hémolyse cellulaire persistait et la

survie des embryons n’était pas prolongée, ce qui semblait indiquer que 1’expression
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d’autres genes érythroides était affectée et contribuait a la mort intra-utérine des
embryons EKLF". Dans les érythroblastes, la synthése des globines est liée a celle de la
synthése de I’héme afin de produire des molécules d’hémoglobines fonctionnelles. 11
s’avere que I’expression des geénes codant pour les enzymes impliquées dans la
biosynthése de 1’héme est significativement réduite lorsque EKLF est absent (Drissen et
al., 2005). De plus, de nombreux autres geénes érythroides sont aussi régulés
significativement a la baisse. Cela inclut les genes codant pour les protéines du
cytosquelette (Azim et al., 1999) et d’importantes protéines membranaires tels que la
glycophorine A (GPA; Ter119") et le récepteur de la transferrine (CD71) (Hodge et al.,
2006). La dépendance de plusieurs genes érythroides pour le facteur EKLF dans le foie
feetal semble expliquer en parti pourquoi I’expression du géne humain y ne rétablit pas le

phénotype des embryons murins EKLF™".

1.6.3.3 Réle d’EKLF dans I’érythropoiése primitive

Bien qu’il ait été¢ rapporté précédemment que les embryons murins EKLF"
apparaissent normaux durant 1’érythropoiese primitive du sac vitellin, des études
récentes indiquent que les cellules érythroides primitives EKLF" présentent une
membrane instable et déformée due a la précipitation des chaines de globine o (Drissen
et al., 2005; Hodge et al., 2006). La survie de ces cellules ne semble cependant pas étre
affectée comparativement a celles des cellules définitives feetales EKLF". Les embryons
EKLF" possédant le locus humain de f-globine ont un niveau d’e réduit (Tanimoto et
al., 2000) et des analyses de ChIP dans les cellules érythroides primitives murines ont
démontré qu’EKLF lie les boites CACC dans les promoteurs des genes €y et fh; (Zhou
et al., 2006) suggérant le role de EKLF dans I’érythropoiése primitive. D’ailleurs, EKLF
est impliqué avec KLF2 et c-myc dans I’expansion et la maturation des cellules
érythroides primitives (Pang et al., 2012). Le lien entre KLF1, KLF2 et c-myc est abordé

dans la section 1.6.3.7.

1.6.3.4 Importance d’EKLF dans la commutation feetale-adulte
Le facteur de transcription EKLF est impliqué dans la régulation des génes

érythroides par le biais de sa liaison aux régions promotrices contenant les motifs
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CACC. Une boite CACC est d’ailleurs retrouvée dans le promoteur du geéne adulte de 3-
globine environ 90 pb en amont du site de transcription (Miller & Bieker, 1993). Des
¢tudes ont en plus montré que des mutations ponctuelles dans cette boite CACC étaient
associés au phénotype B-thalassémique (Orkin et al., 1982&1984) et inhibaient la liaison
de KLF1 pour cette région (Feng et al., 1994). Bien que les boites CACC soient
retrouvées dans plusieurs promoteurs des geénes érythroides, EKLF ne les lie pas avec la
méme affinité. EKLF a par exemple huit fois plus d’affinité pour la boite CACC du
promoteur du géne adulte de B-globine humaine que celle présente dans le promoteur du
gene humain de y-globine confirmant le rdle préférentiel d’EKLF dans 1’activation du
gene de B-globine (Donze et al., 1995). Cependant, 1’ablation de la boite CACC du
promoteur du geéne y altére la régulation développementale du géne adulte B-globine
dans les souris transgéniques suggérant que cet élément est essentiel pour la mise en
place de la commutation feetale a adulte (Ryan et al., 2000; Sargent et al., 2001).

Des études chez les souris transgéniques ont confirmé 1’importance de KLF1 dans
la commutation de I’hémoglobine feetale a adulte. Les embryons EKLF” possédant le
locus entier de B-globine humain montrent une expression élevée du geéne vy (5 fois plus
abondante) alors que celle du géne humain  est significativement réduite; ces souris
meurent cependant au cours de I’érythropoiese feetale a cause de leur phénotype f-
thalassémique (Wijgerde et al., 1996; Perkins et al., 1996). De plus, lorsqu’on
surexprime EKLF dans les souris transgéniques, la commutation fcetale-adulte est
prématurée (Tewari et al., 1998). Pris ensemble, ces études ont suggéré fortement le role

de KLF1 dans la commutation de ’hémoglobine feetale a adulte.

1.6.3.5 Régulation des génes feetaux par EKLF et BCL11A

Bien que plusieurs données aient été en faveur de I’'implication d’EKLF dans la
régulation des genes feetaux et adultes, le mécanisme par lequel a lieu la répression des
genes y restait méconnu. Des études d’association génétique (GWAS : Genome-Wide
Association Studies) ont été entreprises chez ’humain et ont permis de mettre en
évidence d’autres facteurs pouvant étre impliqués dans la régulation des genes feetaux.
Ainsi, il semble que certains polymorphismes (SNPs: Single Nucleotide

Polymorphisms) dans le génome humain soient associés a la variation de ’HbF (Thein et
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al., 2007; Menzel et al., 2007; Uda et al., 2008). Un des SNPs a été localisé sur le
chromosome 2 et plus présisément dans I’intron 2 du géne codant pour le facteur de
transcription a doigt de zinc BCL11A exprimé dans les cellules érythroides. Le
polymorphisme dans le géne BCL11A semble étre associé a des niveaux élevés d’HbF
au stade adulte; il est d’ailleurs fréquent chez des patients avec une HPFH et ceux qui
ont des symptomes moins sévéres de la B-thalassémie (Uda et al., 2008). A noter que le
SNP BCL11A compte a lui seul pour 15 % de la variation totale d’HbF estimée a 44 %
(Menzel et al., 2007).

Sankaran et al (2008) ont ensuite propos¢ que la production d’HbF soit augmentée
dans les érythroblastes humains aprés que I’expression de BCLI1A ait été
significativement réduite par shRNA. De plus, lorsque BCL11A est absent, une
dérépression de I’expression du transgene y et du géne embryonnaire murin est observée
(Sankaran et al., 2009). D’autres études ont ensuite suggéré un lien entre KLF1 et
BCL11A dans le mécanisme de régulation de I’hémoglobine (Zhou et al., 2010). En
effet, il semble que lors de la transition feetale-adulte, I’augmentation de I’expression de
KLF1 dans les cellules érythroides entraine non seulement I’activation du geéne 3 mais
aussi une augmentation de 1’expression du facteur de transcription BCL11A qui a son
tour réprime les génes y (Figure 1.13) (Lettre et al., 2008; Zhou et al., 2010). La
régulation de BCL11A par KLF1 fut par ailleurs confirmée par ChIP: EKLF semble se
lier in vivo a la région promotrice de BCL11A chez la souris et ’humain (Zhou et al.,
2010; Borg et al., 2010). Le mécanisme de régulation impliquant KLF1 et BCL11A a été
mis en avant par une autre ¢tude chez I’humain impliquant des individus d’une méme
famille atteints de persistance héréditaire de 1’hémoglobine feetale (HPHF) et porteurs
d’une mutation non sens dans 1’une des deux copies (génes) codant pour KLF1 (Borg et
al., 2010). La mutation hétérozygote avait pour conséquence une ablation du site de
liaison a I’ADN de la protéine et entrainait une haploinsuffisance de 1’expression de
KLFI1. Les études d’expression menées a partir de progéniteurs érythroides provenant de
ces patients ont montré que 1’expression de BCL11A était significativement réduite et

que le niveau d’expression des genes foetaux était élevé.
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Figure 1.13. EKLF et la commutation de I’hémoglobine feetale-adulte

Légende: Durant le stade embryonnaire et feetal humain, les faibles niveaux d’EKLF empéchent
I’expression de B et celle de BCL11A, ce qui résulte en une expression élevée des génes feetaux y. Au
stade adulte, les niveaux ¢€levés d’EKLF permettent 1’activation du géne adulte f§ et 1’augmentation des
niveaux de BCL11A ce qui entraine la répression des génes feetaux y. Référence: Siatecka & Bieker, 2011.

1.6.3.6 EKLF, BCL11A et SOX6

Sox6 appartient a la famille des facteurs de transcription SOX (Sry-type HMG
box) caractérisée par la présence d’un domaine HMG qui permet la liaison au sillon
mineure de I’ADN et engendre une distortion significative de la molécule (75°-85°) ainsi
que des changements conformationnels de la chromatine (Ferrari et al., 1992; Connor et
al., 1994). SOX6 est impliqué dans le développement du systéme nerveux, du cartilage,
du muscle squelettique et du cceur (Connor et al., 1995; Hagiwara et al., 2000; Cohen-
Barak et al., 2003; Ikeda et al., 2004; Hagiwara et al., 2007). L ablation de ce facteur de
transcription résulte en un retard de croissance, une myopathie et des problémes
cardiaques. Les souris SOX6-déficientes meurent environ 2 semaines apres leur
naissance (Hagiwara et al., 2000; Dumitriu et al., 2006).

Différentes études ont récemment révélé le role de SOX6 dans I’érythropoiése.
Dumitriu et al (2006) ont montré que 1’absence de SOX6 conduit d’une part a
I’augmentation du nombre de cellules érythroides primitives nucléées dans la circulation
feetale et d’autre part a la déformabilité des cellules érythroides définitives qui
compromet leur survie et entraine une anémie au cours du développement embryonnaire.
Ces observations ont suggéré que SOX6 était cruciale pour 1’érythropoicse définitive

chez la souris. D’ailleurs, I’absence de SOX6 est associée a une persistance de
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I’expression du géne embryonnaire €y durant le stade embryonnaire/fcetal de la souris. 1l
a été démontré que SOX6 lie le promoteur du geéne ey in vitro et in vivo indiquant son
role de répresseur dans la régulation du géne ey au cours de I'érythropoi¢se définitive
(Dumitriu et al., 2006; Yi et al., 2006; Cohen-Barak et al., 2007). Par ailleurs, les
données indiquent que SOX6 murin et humain sont identiques a 94% au niveau de leur
séquence d’acides aminés suggérant le possible réle de SOX6 dans la répression du gene
embryonnaire humain ¢ au moment ou I’érythropoi¢se définitive se met en place
(Cohen-Barak et al., 2001). Cantu et al (2011) ont proposé que SOX6 réprime les genes
€ ety en se liant a leur promoteur dans les cellules érythroleucémiques K562.

En plus de réguler les génes embryonnaires, SOX6 semble coopérer avec BCL11A
pour réprimer les génes feetaux y. Xu et al (2010) ont en effet montré que BCL11A ne lie
pas les régions promotrices des génes y mais semble plutot agir a longue distance par des
interactions avec des facteurs comme Mi-2/NurD, GATA-1, FOG-1 et SOX6. Les
auteurs ont ainsi proposé que SOX6 agirait comme un cofacteur de BCL11A lors de la
répression de y. A ce jour, les données semblent favoriser la voie KLF1-BCL11A-SOX6
pour expliquer la répression de y lors de la commutation de I’hémoglobine feetale-adulte
(Sankaran et al., 2011). Néanmoins d’autres membres de la famille KLF et d’autres
facteurs impliqués dans la prolifération participent au mécanisme complexe de

régulation des geénes de B-globines.

1.6.3.7 KLF1, KLF2 et c-myc

KLF2 ou LKLF (Lung Kriippel-like factor) est un autre membre de la famille KLF
exprimé au cours du développement dans les cellules érythroides primitives et
définitives (Basu et al., 2004; Zhang et al., 2005). Les souris KLF2™" sont normales
avant I’age embryonnaire E12.5 mais meurent ensuite de problémes cardiaques et
d’hémorragies internes entre E12.5 et E14.5; des défauts dans I’angiogénese et la
vasculogénése en sont la cause (Kuo et al., 1997; Wani et al., 1998). Ces embryons
présentent un retard de croissance et sont anémiques. Basu et al (2005) ont montré
qu’une réduction significative des genes embryonnaires murins (ey et $h;) était observée
maj min

chez les embryons KLF2" mais que ’expressionde 7~ et f dans le foie foetal n’était

pas affectée a E12.5. Chez les embryons transgéniques KLF2" possédant le locus
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humain de B-globine, le niveau d’expression du géne humain ¢ était réduit mais pas celle
du géne adulte de -globine humain, ce qui semblait confirmer le réle de KLF2 dans la
régulation des génes embryonnaires.

Basu et al (2007) ont par ailleurs mis en évidence les fonctions redondantes et
compensatoires entre KLF1 et KLF2. Chez les embryons doubles KLF1”~ KLF2”,
I’expression d’ey et Bh; était davantage réduite comparée a celle des embryons KLF17"
ou KLF2". De plus, les embryons KLF1” KLF2" étaient sévérement anémiques a
E10.5 et mouraient avant E11.5 alors que les embryons simples KLF 17" ou KLF2™"
apparaissent normaux a E10.5 et meurent plus tard dans le développement. A noter que
les cellules érythroides KLF17~ KLF2"" étaient particuliérement déformées suggérant un
lien entre KLF1 et KLF2 dans les cellules érythroides primitives embryonnaires.

Les roles combinés de KLF1 et KLF2 dans [I’érythropoi¢se primitive ont
récemment été investigués afin d’identifier notamment les génes controlés par ces deux
facteurs de transcription. Pang et al (2012) ont ainsi procéd¢ a I’analyse d’expression de
plusieurs geénes dans les cellules érythroides primitives d’embryons sauvages (WT),
d’embryons simples KLF17 et doubles KLF17" KLF2"" a I’age E9.5. Les résultats de
I’étude semblaient montrer que 1’expression du géne c-myc était davantage réduite dans
les cellules érythroides primitives KLF17~ KLF2” comparativement 4 celle mesurée dans
les cellules érythroides primitives simples KLF1”~ ou KLF2”, suggérant le synergisme
de ces facteurs dans la régulation de c-myc. D’ailleurs, Pang et al (2012) ont montré que
KLF1 et KLF2 sont impliqués dans la transactivation du facteur de transcription c-myc.
La méme ¢tude a ensuite proposé que [’ablation conditionnelle du géne c-myc
spécifiquement des le stade proérythroblaste engendrait d’une part la diminution de
cellules érythroides primitives dans la circulation et d’autre part une accélération dans la
maturation des cellules primitives entre E9.5 et E11.5. De plus, les cellules érythroides
n’ayant pas de c-myc n’ont pas 1’augmentation normale de I’expression des geénes de
globines murins (gy, pfhy, C, f) au cours de la maturation suggérant que c-myc a un role

dans la régulation de I’hémoglobine durant le développement embryonnaire.
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1.6.3.7 Intéractions protéine-protéine impliquant EKLF

EKLF participe aussi aux changements de structure de la chromatine du locus de
B-globine. L’absence de EKLF empéche la formation de site d’hypersensibilité au
promoteur de B-globine et diminue la sensibilité de HS3 a la DNAsel (Wijgerde et al.,
1996). Les facteurs EKLF, GATA-1 et FOG-1 sont essentiels pour 1’intéraction avec les
genes adultes de B-globine dans les cellules érythroides définitives (Drissen et al., 2004;

Vakoc et al., 2005).

1.6.4 Ikaros

1.6.4.1 La famille Ikaros

Ikaros (Lyf-1, Zfpmlal ou IKZF1) est un facteur de transcription a doigts de zinc
qui a été découvert lors de recherches sur la régulation de la lymphopoiese T murin
(Georgopoulos et al., 1992). Le géne qui code pour ce facteur de transcription contient 7
exons et présente une forte homologie entre les espéces notamment entre la souris et
I’homme (Molnar et al., 1996; Haire et al., 2000). Le facteur de transcription Ikaros est
le membre fondateur de la famille Ikaros qui comprend quatre autres membres : Helios,
Aiolos, Eos et Pegasus (Morgan et al., 1997; Hahm et al., 1998; Kelley et al., 1998;
Perdomo et al., 2000). Cette famille est caractérisée par la présence de six doigts de zinc
répartis en deux domaines distincts. Le domaine en N-terminal de la protéine posséde
quatre doigts de zinc qui permettent la liaison aux motifs GGGAA de I’ADN alors que
le domaine situ¢ en C-terminal contient deux doigts de zinc et permet [’homo- et/ou
I’hétéro-dimérisation (Sun et al., 1997) (Figure 1.14). De plus, les épissages alternatifs
du transcrit /karos entre les exons 2 et 7 produisent plusieurs isoformes (8 au total) qui
ont différentes fonctions au cours de I’hématopoicse (Hahm et al., 1994; Klug et al.,
1998; Payne KJ et al., 2001). Les isoformes sont caractérisés par un nombre différent de
doigts de zinc dans leur domaine de liaison a I’ADN (Figure 1.14) et sont soit
fonctionnelles soit dominant négatifs. 1K1, IK2, IK3 et IK4 sont des isoformes
fonctionnels (Molnar & Georgopoulos, 1994) alors que IKS5, IK6, IK7 et IK8 sont des
isoformes dits dominant-négatifs (DN) et ont la propriété de lier les isoformes
fonctionnels empéchant leur liaison a ’ADN (Sun et al., 1996). Ik1 et k2 sont exprimés

abondamment durant le développement (Georgopoulos, 2002).
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Figure 1.14. Les isoformes d’Ikaros
Légende: Ikaros 1 posséde un domaine de liaison a ’ADN, un domaine d’activation et un domaine de
dimérisation. Les huit isoformes d’Ikaros résultent de 1’épissage alternatif d’Ikaros. E1 a E7 indiquent les

régions codées par les exons. F1 a F6 représentent les différents doigts de zinc de la protéine. Références:
Adapté de Sun et al (1999).

1.6.4.2 Expression d’Ikaros dans ’hématopoiese

Ikaros est exprimé a plusieurs étapes de I’hématopoicse. Il est impliqué non
seulement dans les cellules souches hématopoiétique (Nichgiannopoulou et al., 1999)
mais aussi au cours de la différenciation lymphocytaire T et B (Georgopoulos et al.,
1994; Wang et al., 1996; Kirstetter et al., 2002), dans les cellules dendritiques (Wu et al.,
1997), les cellules Natural killer (NK) (Boggs et al., 1998), les neutrophiles (Dumortier
et al., 2003) ainsi que chez les cellules érythroides (O’Neill et al., 2000; Lopez et al.,
2002).

1.6.4.3 Réle d’Ikaros dans I’érythropoiése

Différentes sortes de mutations ponctuelles ont été causées dans le géne Ikaros
murin afin de produire des protéines mutées et déterminer la fonction de ce facteur de
transcription dans 1’érythropoiése. Dans une étude publiée par Papathanasiou et al
(2003), une mutation dans le troisiéme doigt de zinc de Ikaros empéche la liaison de la
protéine a ’ADN mais préserve sa capacit¢ a se dimériser avec les isoformes et les
autres membres de la famille Ikaros. Les embryons homozygotes pour la mutation
(Ikaros'fie’Plastiey résentent in utero une anémie sévére et meurent tous entre E15.5 et
E17.5 pendant le développement fcetal. Ils ont un taux d’hémoglobine dans le sang

périphérique et une hématocrite quatre fois plus bas que chez les souris Ikaros sauvages
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(Ik"). La plupart des cellules érythroides retrouvées dans le sang périphérique de ces
embryons mutants proviennent de 1’érythropoiése primitive du sac vitellin et ont une
apparence normale. Par contre, on retrouve cinq fois moins de cellules érythroides
définitives provenant du foie foetale comparé aux contrdles. Le déficit en Ikaros cause en
effet une diminution significative de la prolifération des progéniteurs (BFU-E et CFU-E)
dans le foie des embryons mutants, ce qui altére le nombre de précurseurs érythroides
précoces et tardifs (€rythroblastes) qui présentent en plus des défauts dans leur
maturation. Ikaros joue ainsi un réle important dans la prolifération et la différenciation
des érythroblastes pendant le développement feetale. L’¢tude chez les embryons
[ astie/Plastic 5 - cependant montré que la transcription de B™ et d’o-globine n’est pas
affectée indiquant qu’il n’y a pas de défauts dans la production des globines et écarte par
la méme occasion la cause de la P-thalassémie dans la mort de ces embryons
homozygotes mutants. Ces derniers présentent effectivement d’autres défauts dans
I’hématopoic¢se notamment dans la différenciation des granulocytes et des lymphocytes
T et B.

Des études ont ét¢ menées chez les souris Ikaros-nulles (Ik'/ ) qui présentent un

[k astiePlastic - Bien que les souris k™™ ne

phénotype moins drastique que les souris
meurent pas in utero et atteignent le stade adulte, leur durée de vie ne dépasse pas quatre
mois en raison de leur systétme immunitaire défaillant causé par des défauts survenant
dans la lymphopoi¢se murine (Wang et al.,, 1996). Les souris Ik sont aussi
anémiques puisqu’une baisse significative de 1’hématocrite et une diminution du taux
d’hémoglobine dans leur sang périphérique sont constatées comparativement aux souris
sauvages k" (Lopez et al., 2002). Par ailleurs, ’anémie observée chez les souris Ik est
accompagnée d’une augmentation du nombre de réticulocytes dans leur sang, un
phénomene appelé réticulocytose. Des analyses d’expression ont €té effectuées a partir
du foie feetal des souris Ik au stade embryonnaire E14.5: les résultats semblent
indiquer une diminution de I’expression de certains génes érythroides comme celle du
récepteur de la transferrine (CD71) et du facteur de transcription EKLF suggérant le role
d’Ikaros dans la régulation de I’érythropoiese (Lopez et al., 2002). La méme étude
indique que I’expression d’autres genes érythroides comme celle des genes GATA-1 et

GPA semble étre inchangée a E14.5 en I’absence d’Ikaros.
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1.6.4.4 Ikaros dans la régulation des génes de f-globine

Les embryons k™ présentent un retard dans la mise en place de la commutation de
I’hémoglobine embryonnaire a adulte. De plus, lorsque les souris Ik” sont croisées avec
des souris transgéniques possédant un minilocus contenant les génes feetaux et adultes de
B-globine humain (32 kb), un retard semble étre observé lors de la commutation de
I’hémoglobine feetale-adulte humaine (Lopez et al., 2002). Chez les souris Ik "</ astic
croisées avec les souris B-YAC contenant le locus entier de -globine humain, un délai
dans la mise en place de la commutation foetale-adulte semble aussi étre observé (Keys
et al., 2008). Toutes ces observations ont suggéré le role d’lkaros au niveau de la

régulation de I’expression des génes de [-globine et donc son implication dans la mise

en place de la commutation de ’hémoglobine embryonnaire/feetale a adulte.

1.6.4.5 Le complexe Pyr et la commutation feetale-adulte

L’implication d’lkaros dans la transcription des génes de globine avait déja été
suggérée dans les études antérieures. En 1991, O’Neill et al ont proposé que Ikaros se
liait & une région spécifique riche en pyrimidine qu’ils ont surnommé région Pyr qui est
située environ 1Kb en amont du site d’initiation de la transcription du geéne & (O’Neill et
al., 1991). A noter que la région Pyr fait partie de la délétion de Corfu (Chakalova et al.,
2005; Bank, 2006). O’Neill et al (1999) ont indiqué que la délétion de cette région Pyr
dans un minilocus de B-globine contenant la séquence allant de “y & B retarde la
commutation de 1’hémoglobine feetale a adulte chez les souris transgéniques. L’année
suivante, O’Neill et al (2000) ont montré que, dans les cellules érythroides définitives,
Ikaros faisait partie d’un large complexe protéique nommé complexe Pyr qui comprenait
aussi les complexes de remodelage de la chromatine SWI/SNF et NuRD (Nucleosome-
remodeling deacetylase). Ainsi, au moment de la commutation de I’hémoglobine feetale-
adulte, il a été proposé que le complexe Ikaros-SWI/SNF-NuRD soit assemblé puis
recrut¢ a cette région Pyr pour faciliter la répression de y et/ou I’activation de
B (Figure 1.15). Ceci reste cependant a étre vérifié notamment par le fait qu’il a été
démontré que I’excision de la région Pyr dans le locus entier de (-globine humain

n’affecte pas I’expression des génes feetaux et adultes (Gaensler et al., 2003).
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Figure 1.15. Ikaros et la commutation de I’hémoglobine feetale-adulte

Légende: Dans les cellules érythroides feetales, le BLCR coopére avec des facteurs trans-regulateurs pour
activer les geénes y. Au stade adulte, le complexe BLCR active préférentiellement le géne {3; Ikaros est
recruté pour former le complexe Pyr et faciliter la répression de y-globine et I’activation de p.

Références: Adapté de Bank (2006).

1.6.4.6 Mécanisme de la commutation de ’hémoglobine par Ikaros

Des données recueillies par la technique de capture de la conformation de la
chromatine (3C) semblent montrer qu’lkaros participe a la formation de la boucle de
chromatine active (ACH : Active Chromatin Hub), ce qui facilite le rapprochement du
LCR avec la région intergénique y-0 ou est localisée la région Pyr (Keys et al., 2008). De
plus, 1’étude suggere qu’lkaros se lie in vitro et in vivo proche du core du HS3 du LCR
et propose sa présence dans un complexe multiprotéique comprenant GATA-1, EKLF et
Eos qui serait impliqué dans la formation de I’ACH.

Eos, un autre membre de la famille Ikaros, peut lui aussi lier les régions d’Ikaros
suggérant leur coopération dans la régulation des génes de P-globine sous une forme
hétérodimere (Eos-Ikaros) et/ou homodimere (Eos-Eos). L’implication d’Eos dans la
répression du gene y dans les cellules érythroides a d’ailleurs été analysée. Les cellules
érythroleucémiques K562 ont été prises comme modele étant donné qu’elles
maintiennent des hauts niveau d’expression des genes foetaux (Benz et al.,, 1980;
Rutherford et al., 1981). En effet, Yu et al (2011) ont indiqué que la surexpression d’Eos

dans les cellules K562 a pour effet de réprimer significativement I’expression du géne y
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alors que Dexpression des autres génes de f-globine n’est pas influencée.
L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a d’ailleurs montré qu’Eos se lie au HS3
et dans les promoteurs des génes “ et “y alors que la technique de 3C a indiqué qu’Eos
peut réduire I’intéraction entre le LCR et les promoteurs des geénes y (Yu et al., 2011).
Bottardi et al (2009) ont révélé que la liaison d’lkaros aux différentes régions du
locus humain de -globine est associée au recrutement des cofacteurs Mi-2 et HDACI1
impliqués dans le remodelage de la chromatine et la modification des histones. Leur
étude montre aussi que I’intéraction entre Ikaros et GATAL1 dans les cellules érythroides
feetales perturbe le rapprochement entre LCR et promoteurs des geénes y-globine, ce qui
aurait pour conséquence la répression des geénes feetaux au moment de la commutation

feetal-adulte.

1.6.5 BP1

Bien que d’importants activateurs de f§ tels que EKLF aient été identifiés a ce jour,
les facteurs de transcription impliqués dans la répression de ce géne n’ont pas été encore
découverts et caractérisés. En 1989, Berg et al ont démontré I’existence d’un protéine
dans les extraits nucléaires des cellules K562 humaines qui avait la propriété de lier in
vitro des régions régulatrices du promoteur du géne adulte {3. Cette protéine fut nommée
Beta protein 1 (BP1). Au cours des deux décennies suivantes, des études in vitro ont
fortement suggéré le role du facteur de transcription BP1 dans la répression du géne

adulte de B-globine.

1.6.5.1 BP1, un membre de la famille DLX

BP1 est un facteur de transcription faisant parti de la grande famille des génes a
homéoboite (HB) qui code pour des protéines a homéodomaine aussi appelées
homéoprotéines. Les génes HB ont la particularité de posséder une séquence conservée
de 180 pb appelée homéoboite (HB) qui code pour un homéodomaine de 60 acides
aminés responsable de la liaison de la protéine a I’ADN (Levine & Hoey, 1988). Les
genes a homéoboite ont ét¢ découverts chez la drosophile (Lewis, 1978) et ont ensuite
été retrouvés chez plusieurs autres espeéces incluant ’humain (Levine et al., 1984). La

plus grande famille de génes a homéoboite chez I’humain est la famille des génes HOX
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(39 membres) qui jouent un role crucial au cours du développement des membres ainsi
que dans I’hématopoiese (van Oostveen et al., 1999).

BP1 appartient plus particulierement a la famille des génes DLX humain qui est
apparentée a la famille des génes distal-less (DII) retrouvée chez la drosophile (Cohen et
al., 1989). Chez I’humain (DLX) et la souris (DIx), on compte 6 génes qui sont organisés
en loci bigéniques (Sumiyama et al., 2003) et chaque paire de genes DLX est associée a
un locus de génes HOX sur leur chromosome respectif (Nakamura et al., 1996; Simeone
et al., 1994). Les genes DLX sont exprimés durant la morphogénése dans les arcs
branchiaux, le prosencéphale, les membres, les yeux, les dents, les os et le mésenchyme
facial (Dolle et al.,, 1992; Robinson & Mahon, 1994). Chez la souris, 1’absence
d’expression des genes DIx conduit a la mort embryonnaire (Morasso et al., 1999;
Morasso & Radoja, 2005). De plus, il a démontré que 1’altération des génes DLX chez
I’humain semble étre impliquée dans les leucémies (Shimamoto et al., 1997&2000;
Ferrari et al., 2003) .

Chez I’humain, le facteur de transcription BP1 est codé par le géene DLX4 localisé
sur le chromosome 17q21-22 (Fu et al., 2001; Chase et al., 2002). Il est important de
noter que plusieurs études au sujet des génes DLX créent une confusion dans la
nomenclature de cette famille car le géne DLX4 est souvent référé par le nom de DLX7
dans certains articles. Suite aux comparaisons des séquences ADNc, Chase et al (2002)
ont «clarifié» la situation et ont suggéré qu’au moins trois isoformes (DLX4, DLX7 et
BP1) sont générés par un seul et méme géne qu’ils ont nommé DLX4 (Nakamura et al.,

1996; Quinn et al., 1997; Price et al., 1998; Chase et al., 2002) (Figure 1.16).

1 565 1251
BP1 | (7]

1 1404
DLX7 [ . |
1

DLX4 | [

Figure 1.16. BP1, une isoforme de DLX4

Légende: Le géne DLX4 code pour trois protéines différentes : BP1, DLX7 et DLX4. Les lignes rouges
correspondent aux cadres de lectures prédits. HB représente la région de ’homéoboite identique entre les
trois isoformes. En amont du nucléotide 565, la séquence différe entre les isoformes. Les régions entre les
lignes verticales indiquent la similarité de séquence. Références: Fu et al., 2001; Chase et al., 2002.
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1.6.5.2 Expression de BP1

Les analyses d’expression dans différents tissus humains ont révélé que BP1 est
fortement exprimé dans le placenta, les reins et a des niveaux plus bas dans le foie foetal
suggérant son implication dans la régulation génique au cours du développement. De
plus, BP1 est aussi exprimé dans les cellules hématopoiétiques CD34™ de la moelle
osseuse mais son expression diminue a des niveaux indétectables au cours de la phase de
différenciation de 1’érythropoiése (Haga et al., 2000; Chase et al., 2002).

BP1 est fortement exprimé dans les cellules érythroleucémiques K562 humaines
dans lesquelles les génes embryonnaires/feetaux sont exprimés mais pas le géne adulte
de p-globine (Rutherford et al., 1979&1981; Benz et al., 1980; Dean et al., 1983). Par
ailleurs, Haga et al (2000) a démontré que la surexpression de BP1 dans ces cellules
entraine une augmentation significative de leur prolifération supportant I’idée que BP1

est impliqué dans la leucémogénese.

1.6.5.3 Role de BP1 dans I’érythropoiése

Le role de BP1 dans I’érythropoi¢se a émergé des sa découverte chez les cellules
K562. Berg et al (1989) ont démontré que la protéine BP1 liait in vitro deux régions
négatives (silencers) dans le promoteur du gene adulte de f-globine. Le site consensus
de BP1 a été déterminé et correspond a la séquence (A/T)T(A/C)(A/T)ATATG. Le
premier site de liaison de BP1 est localisée 530 pb en amont du site d’initiation de la
transcription du geéne f (-530 pb) : il s’agit du silencer I (SI). Le second site de liaison de
BP1 (silencer II; SII) est quant a lui situé¢ a -300 pb. Les deux silencers n’ont cependant
pas la méme force. En effet, des expériences in vitro de transfection avec soit le silencer
I soit le silencer II en amont d’une séquence CAT ont montré que le silencer II a un effet
de répression plus prononcé que le silencer I. D’ailleurs, il a ét¢ mentionné que BP1 lie
2.5 fois plus fort le silencer II que le silencer I. La liaison de BP1 ne semble pas se
limiter uniquement a la région promotrice du géne humain de f3-globine. /n vitro, BP1
peut lier un site situé a -530 pb dans une région négative du promoteur du geéne adulte o
humain (Berg et al., 1994; Tang et al., 1997; Chase et al., 2002) et aussi dans la région

promotrice du géne adulte murin B-majeur (Berg et al., 1989).
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A ce jour, BP1 est le seul membre de la famille DLX qui peut réguler I’expression
du gene de B-globine. Une étude in vitro a montré qu’une des isoformes de BP1, DLX7,
¢tait aussi exprimée dans les cellules K562 mais ne pouvait pas réprimer le géne § méme
s’il était capable de lier les silencers I et II (Fu et al., 2001). Bien que BP1 et DLX7
soient co-exprimés dans le méme type cellulaire, I’isoforme DLX7 semble avoir des
fonctions distinctes. En effet, Shimamoto et al (1997) a montré que 1’inhibition de DLX7
dans les cellules K562 cause une diminution de I’expression des facteurs de transcription
GATA-1 et c-myc ainsi que la mort apoptotique. DLX7, tout comme BPI1, est par
ailleurs exprimé dans les cellules hématopoiétiques malignes et chez les patients atteints
de leucémies (Haga et al., 2000). Le role de DLX4, seconde isoforme de BP1, n’a pas
¢été étudié dans le cadre de la régulation des genes de globine jusqu’a maintenant.

Différentes approches menées in vitro ont pu affirmer que le facteur de
transcription BP1 joue bien un rdle dans la répression du géne . Zoueva et Rodgers
(2004) ont montré qu’une diminution de 75 % de I’expression de BP1 par siRNA (small
interfering RNA) engendrait parallelement une augmentation d’environ 40 % de
I’expression du gene humain 3 dans les cellules humaines K562. Eiymo Mwa Mpollo et
al (2006) ont choisi de surexprimer BP1 (LCRBP1) in vitro dans les cellules ES
murines et les analyses d’expression par PCR quantitatif ont révélé que la surexpression
de BP1 humain réduisait significativement la transcription du géne adulte de (-globine
(B™) et inhibait la différenciation érythroide définitive. Le role de BP1 a aussi été
investiguée in vivo en surexprimant BP1 mais une seule souris possédant le transgeéne
LCRBPI a été obtenue (Eiymo Mwa Mpollo et al., 2006). La survie de cette souris
transgénique fondatrice était attribuée au mosaisme du transgeéne car le transgéne ne
pouvait pas €tre transmis a la descendance. L’étude a aussi montrée que les embryons
murins surexprimant BP1 humain mouraient in utero vers E15.5-E16.5 au moment ou
I’expression du gene adulte Bmaj devenait essentielle a la poursuite du développement
confirmant le role de BP1 dans I’érythropoiése définitive. Fait intéressant, 1’analyse
pathologique de la seule souris transgénique LCRBP1 obtenue a révélé une stimulation
de I’érythropoi¢se définitive dans la moelle osseuse, une splénomégalie ainsi que des

dépots importants d’amyloides A dans le rein (SAA : serum amyloidosis A), des
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caractéristiques retrouvées chez des individus avec un phénotype de type thalassémique

(Uguccioni et al., 1992; Beauchemin et al., 2004).

1.6.5.4 BP1, BP2 et les protéines de type HMG

En plus de BP1, une seconde protéine appelée BP2 lie le promoteur de [3-globine
a -270 pb (Berg et al., 1989). La région promotrice du gene adulte § contient ainsi trois
motifs pouvant étre liés par BP1 et BP2. Lorsque 1'un de ces éléments est muté
individuellement, 1’activité du promoteur de B dans les cellules K562 augmente entre 4 a
6 fois suggérant ’importance de ces sites de liaison dans la répression du géne adulte de
B-globine (Ebb et al., 1998; Drew et al., 2000). Cependant, il a ét¢ démontré que la
mutation simultanée de ces trois sites conduit a une activité transcriptionnelle de  plus
basse que celle constitutivement observée dans les cellules K562 indiquant le possible
role dans une configuration spatiale de la chromatine nécessaire au recrutement des
facteurs trans-régulateurs tels que BP1, BP2 et des protéines HMG (Drew et al., 2000).

Des études ont proposé I’implication des protéines de type HMG (High Mobility
Group) dans la régulation du gene P par BP1. Les protéines HMG sont connues pour
leur fonction de remodelage de la chromatine : elles peuvent lier ’ADN au niveau du
sillon mineur et «plier» la structure génomique pour rapprocher les ¢léments distaux
changeant ainsi la conformation de I'ADN et facilitant 1’assemblage de complexes
nucléoprotéiques (Thomas & Travers, 2001). Chase et al (1999) ont identifi¢ des
protéines isoformes HMG-I et HMG-Y qui ont la capacité de lier in vitro le silencer I de
BP1 (-530 bp) et de créer une torsion de I’ADN dans cette région. Les protéines HMG-I
et HMG-Y sont exprimées de maniere ubiquitaire dans plusieurs tissus ou le gene p-
globine n’est pas exprimé et sont d’ailleurs fortement exprimées dans le foie feetal, site
de I’érythropoi¢se définitive feetale ainsi que dans les cellules érythroleucémiques K562
humaines. De plus, I’expression de HMG-I et HMG-Y diminue dans les cellules
érythroides au cours de la progression du développement embryonnaire (Friedmann et
al., 1993; Chase et al., 1999). Il a été proposé que ces protéines HMG joueraient un role
dans la répression du géne 3 par I'intermédiaire du silencer I et faciliteraient la liaison de

répresseurs tels que BP1.
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D’autres protéines de type HMG, HMG 1 et 2, possédent des sites de liaison qui
chevauchent les sites de liaison de BP1 et méme celui de BP2 (Qian et al., 1993; Drew et
al., 2000) (Figure 1.17). Ces protéines ont la proprié¢té¢ d’engendrer une torsion de I’ADN
(54°) qui permet le rapprochement des sites de liaison de BP1 et BP2 pouvant faciliter
des possibles interactions protéine-protéine dans la répression du gene adulte de [3-
globine pendant le stade embryonnaire/feetal. Bien que les données in vitro suggerent
une coopération entre BP1, BP2 et les protéines HMG, le mécanisme de répression du

gene 3 demeure inconnu a ce jour.
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Figure 1.17. Sites de liaison de BP1, BP2 et des protéines HMG

Légende: Les sites de liaison de BP1 (silencers I et 1), BP2 et ceux des protéines HMG sont indiqués par
rapport au site d’initiation de la transcription (+1) du géne humain de (3-globine. Les sites de liaison pour
les facteurs GATA-1, EKLF et TFIID ainsi que les sites HS du BLCR sont mis a titre indicatif.
Références: Adapté de Drew et al., 2000.

Le facteur de transcription de type HMG SOX6 est impliqué dans 1’érythropoicse
notamment par la régulation des génes de f-globine. SOX6 et les autres membres de la
méme famille possédent un domaine HMG qui leur permet de lier le sillon mineure de
I’ADN et engendrer un pli important (75°). La distorsion de I’ADN par les protéines
SOX est connu pour provoquer des changements conformationnels (Ferrari et al., 1992;
Connor et al., 1994). Les protéines SOX posseédent par ailleurs des sites de liaison a
proximité des sites d’autres facteurs de transcription suggérant qu’elles pourraient agir
comme protéines «architecturales». Yi et al (2006) ont proposé¢ que le facteur de
transcription SOX6 pourrait étre responsable de changements structuraux au niveau de la

chromatine et serait responsable d’assembler d’autres facteurs de transcription dans des
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complexes multiprotéiques. Comme il a ét¢é mentionné précédemment, SOX6 réprime
les génes embryonnaires de 3-globine mais le mécanisme exact dans la commutation de
I’hémoglobine n’a pas encore ét¢ déterminé. De plus, aucun lien n’a été établi a ce jour

entre BP1 et SOX6.

1.6.5.5 BP1 et I’anémie falciforme

Cingq différents haplotypes sont associés au géne mutant B° dans ’anémie
falciforme (Pagnier et al., 1984; Kulozik et al., 1986; Berg et al., 1991; Lapoumeroulie
et al., 1992) (Tableau I-II). Les individus avec 1’haplotype Indien présentent des
symptomes moins sévere de ’anémie falciforme comparativement aux individus avec
I’haplotype Bantu qui sont plus séverement affectés (Ali, 1970; Perrine et al., 1978;
Labie et al., 1984). Par ailleurs, il s’avere que le site de liaison de BP1 situé¢ a -530 pb
(silencer I) est sujet a un polymorphisme qui différe selon les haplotypes (Chebloune et
al., 1988). Ces variations de séquence en amont du géne f° affecte la liaison de BP1 in
vitro (Berg et al., 1989). En effet, une corrélation inverse existe entre I’affinité de BP1
pour le silencer I et la sévérité de I’anémie falciforme. Comparativement a la séquence
de référence, BP1 lie cinq a six fois plus fort la séquence d’ADN contenant I’haplotype
Indien et deux a trois fois moins fort que la séquence correspondant a 1’haplotype Bantu
(Berg et al., 1991; Elion et al., 1992; Zeng et al., 1994). Les études ont ainsi suggéré que

BP1 pourrait étre modulé dans la sévérité de 1’anémie falciforme.

Tableau I-II. BP1 et polymorphisme dans le site de liaison -530

LY 543 530 520 an

Referonce TGTA T ATATACA C ATATATATATAT AT TYT TTTT € TTTY (AT)? T7
Senegal TGTA T ATATACA C ATATATATATAT ATAT TITT T TT77 (AT)8 T4
Benin TGTA T ATATACA T ATATATATATAT ATAT. .- .- TTITT C TTTT (AT)8 T4
Bantu TGTA C ATATACA C ATATATATATAT «...TTTTT TTTT C TTTT (AT)6 TO
Cameroan TGTA T ATATACA C ATATATATATAT ATAT....T TTTT C TTTT (AT)8 TS
India TGTA C ATATACA C ATATATATATAT ATATAT..T TTTT C TTTT (AT} T8

Légende: Le motif (AT)x(T)y situé environ 0.5 Kb en amont du geéne 3 (nucléotides en caractére gras)
correspond au site de liaison de BP1 et varie selon les haplotypes. Les variations impliquant un seul
nucléotide sont soulignés. Référence: Berg et al., 1991.
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Objectif de maitrise

Il a ét¢ démontré que le facteur de transcription BP1 peut réprimer in vitro
I’expression du gene adulte de B-globine mais aucune étude a ce jour ne fait état du role
de BP1 dans la régulation des geénes € et y. Il se pourrait que BP1 puisse réguler les
genes embryonnaire et feetaux au moment de la répression de . Par ailleurs, on ne sait
pas si BP1 peut moduler I’expression des facteurs de transcription (Ikaros, EKLF,
BCLI11A et SOX6) connus pour étre impliqués dans la régulation stade-spécifique des
genes de B-globine au cours du développement. Mon objectif de maitrise consistait a

déterminer in vivo le role de BP1 dans la régulation des génes humains de $-globine.



Chapitre 2 : Matériels et méthodes

2.1 Les souris

2.1.1 Les souris transgéniques BP1*

L’expression de BP1 humain a été ciblée dans les cellules érythroides définitives
murines. Pour cela, I’ADN complémentaire (ADNc) de BP1 humain a été placé sous le
controle du promoteur du géne adulte de 3-globine humaine dont les sites de liaison de
BP1 (silencers I et II) ont été préalablement enlevés pour éviter une auto-inhibition du
transgene. Pour compléter la construction plasmidique, la région 3’ (18 pb de ’exon 2,
I’intron 2, I’exon 3) et le 3’UTR comprenant une queue polyA du géne adulte de f3-
globine humaine ont ét¢ ajoutés en aval de ’ADNc de BP1. Les détails concernant la
construction BBP1f, le séquencage, la purification du fragment pour la micro-injection
ainsi que les étapes subséquentes pour obtenir les différentes lignées de souris
transgéniques exprimant BP1 humain (BP1*, BP1*, BP1¥, BP1” et BP1*') sont
décrites de maniere exhaustive dans le mémoire de Mélissa Beaudoin (2003). Les souris
transgéniques BP1 ont été¢ générées sur fond génétique mixte (C57B1/6] et CBA/J) puis
sélectionnées pour I’haplotype diffus (d/d). Les analyses d’expression du transgene BP1
dans les différentes lignées de souris au stade adulte sont mentionnées dans le mémoire
de Marthe-Sandrine Eiymo Mwa Pollo (2007).

Mon étude de BP1 humain s’est concentrée au cours du stade embryonnaire et
plus particuliérement durant 1’érythropoiése définitive feetale. Les expériences ont été
effectuées uniquement a partir de la lignée transgénique BP1* qui posséde un niveau
d’expression  significativement plus ¢levée dans les cellules érythroides
comparativement au niveau retrouvé dans la moelle osseuse totale. Etant donné que les
cellules érythroides représentent ~ 1/3 des cellules totales présentes dans la moelle

osseuse, 1I’expression de BP1 humain est principalement érythroide spécifique dans la

lignée BP1* (Eiymo Mwa Pollo, 2007).
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Figure 2.1. Construction 3 BP1p3

Légende: Représentation schématique des ¢léments régulateurs présents dans la construction plasmidique
utilisée pour obtenir les lignées de souris transgéniques exprimant BP1 humain. La taille du fragment
microinjecté est d’environ 4 Kb. Référence: Tiré de Eiymo Mwa Pollo, 2007.

2.1.2 La souris transgénique f-YAC

La souris B-YAC possede le locus entier de B-globine humaine (Gaensler et al.,
1993; Bungert et al., 1995). Les souris ont été croisées sur fond génétique mixte
(C57BL/6J et CBA/J) et sélectionnées pour I’haplotype murin diffus (d/d). Le
génotypage des souris B-YAC a été effectué par électrophorese de ’hémoglobine sur
cellulose acétate (section 2.2.4) et/ou par réaction de polymérisation en chaine (PCR).
La séquence des amorces utilisées, les conditions de PCR ainsi que la taille de la bande

attendue sont indiquées dans le tableau II-1.

2.1.3 La souris Ikaros-nulle

La souris Ikaros-nulle (Ik'/ 7) a été générée par ’ablation génique du dernier exon
(exon 7) du geéne murin Ikaros, ce qui entraine la perte de toutes les isoformes d’Ikaros
(Wang et al., 1996). Les souris ont été croisées sur fond génétique mixte (C57BL/6J et
CBA/J) et sélectionnées pour 1’haplotype murin diffus (d/d). Les progénitures provenant
du croisement entre souris hétérozygotes Ikaros (Ik+/') ont ¢été analysés par PCR a partir
d’ADN de queue afin de déterminer le génotype des souris (Ik”*, Ik"" ou Ik). La
séquence des amorces utilisées, les conditions de PCR ainsi que la taille des bandes

attendues sont inscrites dans le tableau II-1.
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2.2 Génotypage des souris

2.2.1 Extraction de ’ADN génomique des souris

Un bout de queue des souris est coupé et mis en présence d’un tampon de lyse
cellulaire [Tris-HCI1 (50 mM, pH 8), EDTA (100 mM), SDS (0,5%)] et de pronase (20
mg/mL, Roche) pendant toute la nuit a 55°C sous agitation. L’ADN est extrait par
précipitation avec du NaCl (5M) et de I’éthanol 100 %. Le culot est lavé avec de
I’éthanol 70 % et séché sous-vide durant quelques minutes. L’ADN génomique est

ensuite resuspendu dans un tampon TE [Tris-HCI (10 mM, pH 8), EDTA (ImM)].

2.2.2 SouthernBlot

Environ 10 ug d’ADN génomique provenant de la queue des souris
transgéniques BP1* sont digérés par I’enzyme de restriction BamHI (Invitrogen)
pendant 3 h a 37°C puis sont migrés sur un gel d’agarose 1% pendant 3 h a 150 V. Ce
dernier est incubé dans une solution de dénaturation [NaCl (1 M), NaOH (0,5 M)]
pendant 30 min et ensuite dans une solution de neutralisation [Tris-HCI (0,5 M, pH 7.4),
NaCl (3 M)] pendant 1h. L’ADN est ensuite transféré sur une membrane de nylon
(Fisher) durant toute la nuit.

La membrane est ensuite séchée a 55°C pendant quelques minutes puis I’ADN
est li¢ de maniére permanente a la membrane par une exposition aux UV (1200 uJ) en
utilisant 1’appareil UV Stratalinker 2400 (Stratagene). La membrane est mise dans une
bouteille en présence d’une solution d’hybridation [Ficoll (2%), polyvinylpyrrolidone
(2%), BSA (2%), NaCl (0,75 M), citrate de sodium (75 mM), ADN de sperme de
saumon (ssDNA)] et est incubé au moins 3 h a 65°C avant que la sonde radioactive ne
soit rajoutée. Pour produire une sonde capable de reconnaitre le transgéne BP1 dans le
génome murin, une portion de la construction plasmidique (Figure 2.1) comprenant le
promoteur 3 et BP1 a été excisée avec les enzymes Sphl et Xhol. 100 ng de ce fragment
d’ADN ont été mis en présence de 600 ng d’amorces hexamériques pdN6 (Roche) et
portés a ébullition pendant 3 min pour permettre a I’ADN double brin de se dénaturer et
aux amorces pdN6 de lier de maniere aléatoire I’ADN. Par la suite sont ajoutés 2 ul du

tampon Nick Mix [Tris (500 mM, pH 7.5), MgCl, (50 mM), B-mercaptoéthanol (100
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mM)], 3 wl de 200 mM dATG et 0,5 ul (3U) de Klenow (Large fragment of DNA
Polymerase I) avant d’introduire 25 uCi dCTP**. La réaction de polymérisation est
effectuée a 37°C pendant au moins 30 minutes puis est interrompue en ajoutant 5
volumes de solution d’arrét [Tris (10 mM, pH 7,5), EDTA (12,5 mM), SDS (0,5 %)]. La
sonde radioactive spécifique au transgene BP1 est ensuite dénaturée par ébullition durant
5 minutes puis déposée sur glace et est rajoutée a la solution d’hybridation pour
appariement avec la séquence d’ADN complémentaire située sur la membrane.
L’ hybridation se fait a 65°C durant toute la nuit. La membrane subit une série de trois
lavages successifs avec les solutions suivantes : solution I [SDS (0,1%), NaCl (0,3 M),
citrate de sodium (30 mM)] pendant 30 min, solution II [SDS (0,1%, NaCl (0,15 M),
citrate de sodium (15 mM)] pendant 15 min et solution III [SDS (0,1%), NaCl (15 mM),
citrate de sodium (1,5 mM)] pendant 8 min. La membrane est ensuite exposée avec un
film pour autoradiographie X-Ray blue film (Fujifilm) qui est développé le jour suivant
grace a I’appareil Kodak. La détection d’une bande d’environ 4 Kb indique la présence

du trangéne BP1 dans le génome de la souris BP1*.

2.2.3 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

L’ADN génomique de souris provenant du croisement B-YAC et Ikaros est isolé
tel que décrit a la section 2.2.1. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est
effectuée pour déterminer la présence du transgene B-YAC et dans les cas de Ikaros,
évaluer ’homozygotie (+/+ ou -/-) et I’hétérozygotie (+/-). Les amorces utilisées et les

conditions de réaction pour chaque PCR sont inscrites dans le tableau II-1.

Tableau II-I. Amorces pour génotypage des souris B-YAC et Ikaros

Amorces Séquence Description Conditions de PCR Produit(s)
00-52 5-AAGATTCCCTGAGAAGTGAACCTAGC-3’ 5 promoteur y- sens  94°C/45 s; 62°C/45 s; 72°C/1,5 min 1000 bp
FR-¢3 5-AGAGGCTTGTGATAGTAGCCTTGTC-3’ Exon 1 y- antisens (30 cycles)

06-41 5-GGGCCTTTGGGGACATCGAAGGTC-3’ Ikaros murin - pRo . . ++ : 650 bp
0642  5.CATAGGGCATGTCTGACAGGCACTTGT-3' lkaros murin S4°CIAS s; 65°CIAS ; 68°CI1 min -1 450 bp
06-43  5.CCAGCCTCTGAGCCCAGAAAGCGA-3' Cassette Neo (35 cycles) +/-: 650 bp et 450 bp
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2.2.4 Electrophorése de I’hémoglobine

Le sang périphérique des souris est récupéré dans un capillaire hépariné (Fisher).
Les érythrocytes sont séparés par centrifugation pendant 3 minutes et sont ensuite lysés
par une solution contenant de la cystamine diHCl (0,33 M), DTT (6,7 mM), NH4OH (0,5
M). Le lysat est déposé sur une membrane de cellulose acétate TITAN III-H (Helena
Laboratory) qui a été préalablement trempée dans le TBE 1X [Tris (84,2 mM), EDTA
(1,6 mM), acide borique (51,7mM). La migration de ’hémoglobine est effectuée a 300V
pendant 40 min. La membrane est ensuite colorée au rouge de Ponceau [Ponceau S (5
g/L), acide trichloroacétique (0,3 M)] puis lavée avec une solution d’acide acétique
(5%). La membrane est mise en présence d’éthanol (100%) puis trempée dans une
solution de méthanol (70%)/acide acétique (30%) et finalement séchée a 55°C.
L’haplotype single ou diffus des souris est identifié¢ par rapport a une souris contrdle F1
(C57Bl/6J x CBA/J; s/d); seules les souris avec un haplotype diffus (d/d) ont été

sélectionnées pour les croisements et les expériences ultérieures.

2.3 Les embryons transgéniques

2.3.1 BP1¥

Les embryons BP1* sont obtenus par croisement entre les souris transgéniques
adultes BP1* (d/d). Les embryons non transgéniques issus du croisement entre souris F1
(C57Bl/6J x CBA/J) ont été utilisés comme contrdles lors des analyses d’expression par
PCR quantitatif en temps réel (QPCR). Des embryons non transgéniques (BP1 humain
négatifs) ont aussi été utilisés comme controle lors du buvardage de type Western pour

déterminer 1’expression protéique de BP1 humain chez les embryons BP1*.
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2.3.2 B-YAC et BP1%; B-YAC

Les embryons B-YAC ont été obtenus par croisement entre les souris
transgéniques adultes B-YAC (d/d). Les embryons BP1*; B-YAC ont été obtenus par
croisement entre les souris transgéniques BP1* (d/d) et B-YAC (d/d). Les embryons f-
YAC sont utilisés comme souris contrdles pour les analyses d’expression des genes de

B-globine humaine (e, %y et y, B).

2.3.31k™; B-YAC et BP1¥; Ik™"; B-YAC
Les embryons k" B-YAC ont été obtenus par croisement entre les souris Ikaros

hétérozygotes Ik et B-YAC. Les embryons BP1%; k" ; B-YAC ont été produits par

croisements entre les souris BP1* ; Ik et Ik 5 B-YAC.

2.3.4 Prélevement des tissus et organes érythroides

Lors de la copulation, le male laisse un bouchon vaginale qui indique le moment
de la fécondation. L’observation de ce bouchon correspond au jour embryonnaire EQ.5.
Les embryons sont ensuite récupérés aux jours embryonnaires (E10.5, E12.5, E13.5,
E14.5 et E16.5) en procédant a une césarienne de la femelle gestante euthanasiée par
dislocation cervicale. Les embryons aux ages E10.5 a E16.5 sont retirés de la femelle et
lavés avec du PBS 1X [NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM), Na,HPO4 (4.3 mM), 1.47 mM
KH,PO,)]. Les cellules érythroides des il6ts sanguins du sac vitellin des embryons a
E10.5 sont récupérés par centrifugation (3min, 2000 rpm) alors que le foie feetal a E12.5
a E16.5 est prélevé a I’aide de pinces sous le microscope. Les organes sont mis
individuellement dans des tubes puis conservés a -80°C. Un bout de queue de I’embryon
est prélevé pour extraire I’ADN génomique tel que décrit dans la section 2.2.1. Le
génotypage des embryons se fait par buvardage de type Southern pour détecter la

présence du transgéne BP1 et par PCR pour Ikaros et 3-YAC (Tableau II-I).
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2.4 Extraction de ’ARN et transcription inverse

2.4.1 Extraction et vérification de I’intégrité de I’ARN

L’extraction des ARNs présents dans les organes prélevés des embryons est
effectuée avec du Trizol en suivant les instructions du manufacturier (Invitrogen, Life
technologies). Les ARNs sont resuspendus dans de I’eau ddH,0 traitée au
diethylpyrocarbonate ou DEPC (Sigma) et la concentration est mesurée avec
I’instrument de quantification Nanodrop. Des dilutions a 250 ng/ul sont effectuées dans
I’eau ddH,0 traitée au diethylpyrocarbonate ou DEPC. 250 ng totals d’ARN sont migrés
sur gel d’agarose 0.8 %/formaldéhyde 2.2 M afin de vérifier 1’intégrité des ARNs par la
présence des bandes de 28S et 18S.

2.4.2 Traitement a la DNAse

1 ug d’ARN est digéré a la DNAse I (Invitrogen) en présence d’inhibiteurs de
RNAses RNAguard (Amersham Biosciences) a 37°C pendant 15 min. Afin d’arréter la
réaction, 25mM EDTA (Invitrogen) est ajoutée. L’incubation a lieu a 65°C pendant 15

min et les échantillons sont conservés a -80°C.

2.4.3 Transcription inverse

Les ARNs sont mis en présence d’amorces hexamériques pdN6 (Roche) et
incubés a 65°C pendant 5 min puis conservés sur la glace. Afin de produire des ADNs
complémentaires (ADNc), les ARN messagers sont ensuite mis en présence de dANTP
(2.5 mM), 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 0.1 M DTT (Invitrogen), d’inhibiteurs de
RNases RNAguard (Amersham Biosciences) et de la transcriptase inverse Moloney
Murine Leukemia Virus (Invitrogen). La réaction a lieu a 37°C pendant 45 min et est
arrétée a 65°C pendant 15 min. Les dilutions des ADNc ont été effectuées a 1’aide de

I’eau ddH,0 traitée au DEPC.
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2.5 PCR quantitatif en temps réel (qPCR)

2.5.1 Conditions d’amplification

Les ADNs complémentaires sont quantifiés en présence de 5 uL de Perfecta
SYBR Green SuperMix, UNG, Low Rox (Quanta Biosciences) et de 7 uM de chaque
amorce (Tableau II-II) pour un volume total de réaction de 10 ul. Les conditions
d'amplification pour toutes les paires d'amorces utilisées sont: une étape de dénaturation
a 95°C pendant 3 min suivie de 40 a 50 cycles d'amplification (95°C-15 s, 60°C-30 s).
La fluorescence ¢émise par le SYBRGreen est détectée par 1’appareil Mx3005P
(Stratagene).

2.5.2 Analyse des résultats

Les données obtenues ont été analysées avec le logiciel MxPro. Les valeurs ont
été ensuite compilées sous forme de graphiques a 1’aide du logiciel Prism 5.0 et
soumises a des tests statistiques (t-test et ANOVA) afin d’interpréter les résultats. Le test
statistique ¢-test permet de montrer la variance dans un méme groupe (méme age) entre
les différents génotypes. L’analyse de variance (ANOVA) permet de déterminer le

niveau de variance entre les différents ages embryonnaires.
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Tableau II-1I. Amorces utilisés pour PCR quantitatif

Amorces Séquence Description
09-15 5'-CTTCTCCCGATTTGTCCTACTC-3’ BP1 (murin) - sens
09-16 5-GTTGCTGGCGGGGCAGGTAG-3’ BP1 (murin) - antisens
05-39 5-CCTCCCCCAATTTGTCCTACTC-3’ BP1 (humain) - sens
05-40 5-GGTTGCTGGCAGGACAGGTA-3' BP1 (humain) - antisens
08-15 5-AGCAATGTCGCCAAACGTAAGAGC-3’ lkaros (murin) - sens
08-16 5-TTGATGGCATTGTTGATGGCCTGG-3’ lkaros (murin) - antisens
12-01 5'-CCTCCATCAGTACACTCACC-3’ EKLF (murin) - sens
12-02 5-CCTCCGATTTCAGACTCACG-3’ EKLF (murin) - antisens
12-03 5’-AATTT GGACCCCTCTGAACA-3’ SOX6 (murin) - sens
12-04 5-AGCTGAGCGGCATAGAGC-3’ SOX6 (murin) - antisens
12-05 5'-GCACTTAAGCAAACGGGAAT-3’ BCL11A (murin) - sens
12-06 5-CAGGTGAGAAGGTCGTGGTC-3’ BCL11A (murin) - antisens
05-22 5-GCCTTTGCTAAGCTGAGTGAG-3’ e-globine (humain) - sens
05-23 5-TTGCCAAAGTGAGTAGCCAGAA-3’ e-globine (humain)- antisens
05-08 5’-AATAAGCTCCTAGTCCAGACGC-3’ y-globine (humain) - sens*
05-07 5-TAGACAACCAGGAGCCTTCC-3’ Ay- et Gy- globine - antisens
05-05 5'-GCAAGGTGAACGTGGATGAAGT-3' d et B-globine (humain) - sens
05-06 5-TAACAGCATCAGGAGTGGACAGA-3’ § et B-globine (humain) - antisens
05-01 5-GCTACCAGGGCCTTTGAGATG-3’ $16 (murin) - sens
05-02 5-AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3’ $16 (murin) - antisens
05-20 5-CAGCCGAATGACAAAGAAAAGTTCA-3’ Glycophorine A murin} -sens
05-21 5-CAAACATTGGAGGACTCTTCATTAGGA-3’ Glycophorine A (murin) - antisens
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2.6 WesternBlot

2.6.1 Lyse cellulaire

Les foies feetaux des embryons WT et BP1* (E12.5-E16.5) ainsi que les cellules
K562 (utilisées comme contrdles positifs pour BP1) sont homogénéisés avec 200 ul de
tampon de lyse cellulaire (RIPA buffer) [Tris (20 mM pHS8), NaCl (150 mM), EDTA (2
mM), Triton (0,5 %)] en présence de 2 ul PMSF 100mM et 2 ul cocktail inhibiteurs de
protéases (Sigma). Les homogénats sont incubés sur glace 60 minutes pour une lyse
cellulaire compléte. Les lysats sont ensuite centrifugés a 4°C pendant 10 minutes jusqu’a

ce que cela soit translucide. Les extraits protéiques sont conservés a -80°C.

2.6.2 Quantification et préparation des échantillons

La concentration des protéines (ug/ul) est obtenue a partir de la courbe
d’absorbance des concentrations croissantes de BSA (Bovine Serum Albumin) effectuée
avec le spectrophotometre UltroSpect 2100 a la longueur d’onde de 595 nm. 20 ug de
protéines de chaque échantillon sont utilisées pour la migration sur un gel d’acrylamide
12%. Le volume de protéines a prélever des extraits protéiques est complété a 20 ul avec
ddH20 et 10 ul de 3X Sample Buffer [Tris-HCL 2M pH 6.8 (0,1875 M), SDS (6%),
glycérol 30%, Bleu de Bromophenol (0,2 %), B-mercaptoethanol (5 %)] y sont ajoutés.
Les échantillons sont ensuite bouillis a 100°C et mis sur glace avant le dépot des

échantillons.

2.6.3 Migration et transfert des protéines

7 ul de marqueur moléculaire Kaleidoscope Precision Plus Protein Standard
(BioRad) est utilis¢é comme référence pour identifier ultérieurement la taille des bandes.
La migration des échantillons se fait avec du tampon 1X [Tris 3,0 g, Glycine 14,4 g,
SDS 1 g] a 150 V pendant 1h. Le transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose
(GE) se fait dans du tampon 1X [Tris (3.03 g), Glycine (14,4 g), 200 ml Méthanol, 800
ml ddH,0] pendant 1h30 a 100V et a 4°C.
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2.6.4 Hybridation et détection

La membrane est préhybridée avec du TBST 1X [Tris (25 mM), NaCl (0,9%),
Tween20 (0,1%)] + 5 % lait pendant au moins 1h a 4°C sous agitation. L’hybridation se
fait toute la nuit sous agitation avec le premier anticorps polyclonale BP1 (provenant de
Dr Berg, Universit¢ de Washington) dilu¢ 1:4000 dans du TBST 1X/ 5 % Lait. Les
membranes sont lavées avec du TBST 1X (3x 5Smin) a température ambiante. La
membrane est ensuite incubée pendant 1h a 4°C sous agitation avec le second anticorps
polyclonal Anti Rabbit IgG (Sigma) dilué a 1:10000 dans du TBST 1X/ 5% Lait. Elle est
ensuite lavée a température ambiante (3x5min) avec du TBST 1X avant de procéder
ensuite a la détection avec la trousse ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
selon les directions du manufacturier (Amersham). Les films autoradiographiques
Hyblot CL (Denville) sont utilisés pour I’exposition des membranes. La membrane est
ensuite déshybridée avec le tampon ERASURE [SDS (2 %), Tris (62,5 mM pH 6,8), 3-
mercaptoethanol (100 mM)] pendant 30 minutes a 65°C sous agitation. La membrane est
lavée (3x5min) une nouvelle fois avec du TBST 1X puis incubée durant 1h a 4°C sous
agitation avec du TBST 1X/ 5 % Lait pour empécher une hybridation non spécifique.
L’anticorps monoclonal Anti-GAPDH (Abcam) est dilué¢ a 1: 10 000 dans du TBST 1X/
5 % Lait et est ajouté pour hybridation pour 1h a 4'C. La membrane est lavée (3x5min)
puis incubée avec le second anticorps polyclonal anti-mouse IgG (Sigma) dilué aussi a
1:10000 dans du TBST 1X / 5% Lait. La détection et I’exposition sont effectuées telles

que mentionnées précédemment.

2.6.5 Analyse des résultats

Les bandes protéiques de BP1 (murin et humain) et GAPDH (murin) ont été
numérisées et quantifiées a 1’aide du logiciel Image Quant 5.2. Le niveau de
surexpression de BP1 humain chez les embryons BP1* est mesuré par rapport au niveau

d’expression de la protéine BP1 endogéne murin chez les embryons murins sauvages.
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2.7 Analyses de séquences

2.7.1 Obtention des régions régulatrices

Les régions régulatrices situées a promixité des génes murins codant pour les
facteurs de transcription Ikaros, EKLF, BCL11A et SOX6 ont été obtenues a partir de la
base de données d’¢léments régulateurs de transcription (TRED : Transcriptional
Regulatory Element Database) mise en place par le laboratoire du Dr Michael Zhang
(Cold Spring Harbor). La région d’ADN allant de -700 pb a +499 pb et relative au site
d’initiation de la transcription (7SS . Transcription Start Site) de chacun des genes cités

précédemment, a été sélectionnée lors dex analyses de séquences.

2.7.2 Identification des sites de liaison potentiels de BP1

Les sites de liaison potentiels de BP1 humain dans les régions régulatrices a
proximité des génes Ikaros, EKLF, BCL11A et SOX6 ont ¢été recherchés a partir de la
séquence consensus de liaison de BP1 (A/T)T(A/C)(A/T)ATATG et en identifiant les
régions d’ADN riches en AT (Berg et al., 1989; van Oostveen et al., 1999; Chase et al.,
2002). Le logiciel Matlnspector (Genomatix) a aussi été utilisé¢ lors des analyses de

séquences.

2.7.3 Identification des sites de liaison potentiels d’Ikaros
Les sites de liaison potentiels du facteur de transcription Ikaros murin dans les

régions régulatrices a proximité des genes EKLF, BCL11A et SOX6 ont ét¢ identifiés en
recherchant la présence de motifs GGGAA (Cobbs et al., 2000; Hu et al., 2001).



Chapitre 3: Résultats

3.1 Surexpression de BP1 humain au stade embryonnaire

3.1.1 Les embryons BP1*

Avant d’analyser le role de BP1 dans la régulation des génes humains de f3-
globines au stade embryonnaire, nous avons tout d’abord vérifié si la surexpression de
BP1 humain affectait I’érythropoiése foetale des embryons simples transgéniques BP1%.
Pour cela, nous avons obtenu les embryons transgéniques a partir de 1’age E12.5 jusqu’a
E16.5. Puisque BP1 humain inhibe 1’érythropoi¢se définitive, sa présence dans les
cellules érythroides feetales devrait avoir un impact sur la survie des embryons in utero.
A premiére vue, I’examen des embryons sauvages et transgéniques BP1* a I’age E13.5
(Figure 3.1) ainsi qu’aux autres dges embryonnaires (non montré ici) n’a révélé aucune
aucune différence majeure : les souris transgéniques BP1* n’ont pas d’anomalies

morphologiques apparentes et ne présentent pas de paleur suggérant 1’absence d’anémie.

Contréle BP143

E13.5

Figure 3.1. Absence de phénotype chez les embryons transgéniques BP1%#

Les embryons sauvages (3 gauche) et transgéniques BP1* (a droite) ont été prélevés a I’age
embryonnaire E13.5 puis photographiés avec un microscope Leica MZ12 (X2,5).
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3.1.2 Expression de BP1 humain (ARN)

Puisque les embryons BP1* n’ont pas de phénotype apparent, nous avons décidé
de mesurer 1’expression de BP1 humain dans les cellules érythroides foetales. Pour cela,
nous avons prélevé le foie feetal d’embryons BP1* a différents ages embryonnaires soit
de E12.5 a E16.5. Le niveau d’expression de BP1 humain au niveau ARN a été mesuré
puis comparé a celui de BP1 murin dans les cellules érythroides feetales des embryons
BP1* (Figure 3.2). Les niveaux d’expression du géne érythroide glycophorine A (GPA)
ont été utilisés pour normaliser les données de BP1 durant le développement
embryonnaire. Dans les cellules érythroides du foie feetal entre E12.5 et E16.5, BP1
humain est clairement surexprimée par rapport a I’endogene : les niveaux du transgeéne
sont 12 a 15 fois supérieurs a ceux de I’endogene. Le ratio BP1 Endo/BP1 Tg indique
que BP1 murin est significativement moins abondant que BP1 humain. Les données
semblent montrées que I’expression de BP1 humain diminue entre le début (~E12.5) et

la fin (E16.5) de I’érythropoiése définitive dans le foie foetal.

0.200+

[ BP1Endo
o 0.150- o o Il BP1Tg
g 0.100+ *
= =
2 0.0504
S 0.020
S 0.015+
W 0.010-
0.005-
0.000-
E12.5 E13.5 E14.5 E16.5

Figure 3.2. Expression de BP1 murin et humain dans le foie feetal

L’expression relative de 1’endogéne (BP1 Endo) et du transgene (BP1 Tg) a été déterminée par PCR
quantitatif a partir de foies feetaux prélevés a différents dges embryonnaires chez les souris BP1*. N=5
foies foetaux ont été utilisés pour chaque age indiqué. L’expression a été normalisée par rapport a celle du
gene érythroide glycophorine A (GPA) et est représentée en unités relatives. La variation des données est
évaluée par rapport a I’écart a la moyenne (+SEM). La différence entre le niveau d’expression du géne
endogene et du transgéne est déterminée par le test de Student (t-test): *, p< 0.05; **, p< 0.01; **** p<
0.0001 (par rapport a ’endogene).
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3.1.3 Expression de la glycophorine A (GPA)

Nous nous sommes demandés si la réduction d’expression de BP1 humain
observée était attribuée a I’augmentation de 1’expression de GPA ou encore a une
diminution du nombre de cellules érythroides chez les embryons BP1*. Pour cela, nous
avons mesuré ’expression du geéne érythroide Glycophorine A (GPA) murin et les
valeurs obtenues ont été normalisées a celles de 1’expression du géne ribosomale S16
(Figure 3.3). Chez les souris sauvages et transgéniques BP1*, nous pouvons constater
que I’expression de GPA est relativement stable entre E12.5 et E14.5 mais augmente
significativement entre E14.5 et E16.5 (p<0.01, test ANOVA). Par ailleurs, nos données
montrent que I’expression de GPA n’est pas réduite significativement chez les embryons

transgéniques BP1%.

GPA

0.84
[ controle

0.74 B sr14
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ns

Expression relative

E12.5 E13.5 E14.5 E16.5

Figure 3.3. Expression de la glycophorine A

L’expression de la glycophorine A (GPA) dans le foie feetal a été mesurée a différents dges embryonnaires
chez les souris BP1% et comparée a celle des souris sauvages de méme fond génétique (C57BL/6J x
CBA/J). N=5 foies feetaux ont été utilisés pour chaque age indiqué. L expression de GPA a été normalisée
par rapport a celle du géne ribosomale S16. La variation des données est représentée par rapport a I’écart a
la moyenne (= SEM). La différence de niveaux d’expression de GPA entre les embryons contréles et
BP1* a été déterminée par le test de Student (r-test): ns (non significatif), p>0.05 (par rapport au contrdle).
La variation d’expression au cours du développement a été mesurée par le test ANOVA.



83

3.1.4 Expression de BP1 humain (protéine)

Etant donné que 1’expression de BP1 humain a été déterminé au niveau ARN,
nous voulions vérifier si les transcrits BP1 humains étaient traduits en protéines. Pour
cela, le niveau d’expression de la protéine humaine BP1 a été déterminé par rapport a
celle de la protéine endogéne murine dans les cellules érythroides foetales des embryons
BP1*. Puisque I’anticorps employé pour détecter la protéine BP1 humaine reconnait
aussi la protéine endogéne, une quantification des bandes protéiques a été nécessaire afin
d’obtenir le niveau de surexpression du transgene chez les embryons BP1*. La mesure
semi-quantitative de 1’intensité des bandes protéiques montre que 1’expression de la
protéine BP1 endogene a E14.5 et E16.5 est deux fois plus basse comparativement aux
ages E12.5 et E13.5, ce qui montre que I’expression protéique de BP1 murin diminue au
cours du développement embryonnaire. En ce qui concerne le transgene, nos données
indiquent que la protéine BP1 humaine est exprimée 2,5 a 3 fois plus que la protéine
endogéne aux ages E12.5 et E13.5 (Figure 3.4). A E14.5 et E16.5, il semble que BP1
humain n’est plus exprimé au niveau protéique : seule la protéine murine BP1 semble

étre détectée a ces ages embryonnaires.

E12.5 E13.5 E14.5 E16.5
— e G — <4 BP1 (Endo): 32 kDa
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K562
E12.5 E13.5 E14.5 E16.5 (+C)
_— e T e — ww» | 4= BP1 (Endo + Tg): 32 KDa
BP1Tg

Figure 3.4. Expression de la protéine BP1 murine et humaine dans le foie feetal
L’expression protéique de BP1 murin (Endo) et humain (Tg) a été déterminée a partir d’extraits protéiques
de foies feetaux provenant de souris sauvages et BP1**. N=2 foies feetaux ont été choisis pour chaque 4ge.
L’intensité des bandes protéiques a ét¢ mesurée puis normalisée a celle obtenues pour la Glycéraldehyde
3-phosphate dehydrogénase (Gapdh) qui a servit de contrdle interne. Pour déterminer la surexpression de
BP1 humain chez BP1* & chaque stade, I’expression de la protéine endogéne chez les embryons sauvages
a été établie a 1. Les extraits protéiques des cellules K562 ont servi de contrdle positif pour la protéine
BP1 humaine.
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3.1.5 Expression d’Ikaros, EKLF, BCL11A et SOX6

Etant donné que la protéine BP1 humaine est exprimée a E12.5 et E13.5 dans le
foie foetal, nous avons décidé¢ de vérifier si la présence de BP1 humain altérait la
machinerie transcriptionnelle impliquée dans la régulation des genes murins de (-
globine. Aucune étude a ce jour n’a fait référence aux possibles roles de BP1 dans la
régulation de I’expression des facteurs de transcription qui sont d’ailleurs conservés chez
la souris et I’humain. Etant donné notre intérét pour la commutation de 1’hémoglobine
embryonnaire/feetale-adulte, nous avons choisi de quantifier le niveau d’expression des
facteurs de transcription connus pour étre impliqués dans la régulation des geénes
embryonnaires et feetaux soit Ikaros, EKLF, BCLI1A et SOX6. Leur niveau
d’expression relative a été ainsi mesuré par PCR quantitatif dans le foie foetal au moment

ou la protéine BP1 est exprimée, soit E12.5 et E13.5.
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Figure 3.5. Expression d’Ikaros dans les cellules érythroides foetales

L’expression d’Ikaros a été mesurée par PCR quantitatif a partir de foies foetaux des embryons BP1* et
des embryons sauvages de méme fond génétique (C57BL/6J x CBA/J). N=5 foies foetaux ont été utilisés
pour chaque dge. Les niveaux d’expression des facteurs de transcription ont été normalisés par rapport a
celles de géne de la glycophorine A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a I’écart a
la moyenne (= SEM). La différence dans les niveaux d’expression entre les embryons controles et BP1* a
été évaluée par le test de Student (t-test): **, p< 0.01.

Le niveau d’expression d’lkaros murin a été mesuré dans les cellules érythroides

. s 43
des souris sauvages et transgéniques BP1

. Nos données indiquent que 1’expression
d’Tkaros est élevée chez les embryons BP1* (Figure 3.5). En effet, la transcription

d’Tkaros est augmentée d’environ 30 % a E12.5 et davantage (35 %) a E13.5 chez BP1*.
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Le facteur de transcription EKLF est un régulateur essentiel de I’érythropoiése
définitive puisqu’il active 1’expression des geénes adultes de f-globine et de nombreux
autres génes érythroides. A E12.5 et E13.5, nous avons pu constater que 1’expression
d’EKLF ne varie pas significativement entre les embryons sauvages et transgéniques
BP1* (Figure 3.6). Etant donné que BCL11A est un géne cible d’EKLF, nous avions
décidé de mesurer son expression chez les embryons BP1* (Figure 3.7). L’expression de
BCLI1A n’est pas non plus altérée significativement en présence de BP1 humain a

El12.5eta E13.5.
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Figure 3.6. Expression d’EKLF dans les cellules érythroides feetales

L’expression d’EKLF a été mesurée par PCR quantitatif a partir de foies foetaux des embryons BP1* et
des embryons sauvages de méme fond génétique (C57BL/6J x CBA/J). N=5 foies foetaux ont été utilisés
pour chaque 4ge. Les niveaux d’expression des facteurs de transcription ont été normalisés par rapport a
celles de géne de la glycophorine A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a 1’écart a
la moyenne (+ SEM).
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Figure 3.7. Expression de BCL11A dans les cellules érythroides feetales
L’expression de BCL11A a été mesurée par PCR quantitatif a partir de foies feetaux des embryons BP
et des embryons sauvages de méme fond génétique (C57BL/6J x CBA/J). N=5 foies foetaux ont été utilisés
pour chaque 4ge. Les niveaux d’expression des facteurs de transcription ont été normalisés par rapport a
celles de géne de la glycophorine A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a 1’écart a
la moyenne (+ SEM).

14



86

SOX6 a été identifi¢ comme étant un régulateur de I’érythropoiese définitive impliqué a
plusieurs niveaux dans les cellules érythroides notamment dans la répression des génes
embryonnaires. Ce facteur de transcription réprime les génes embryonnaires et feetaux
(chez I’humain) notamment via sa coopération avec BCL11A (Sankaran et al., 2011).
Nos données montrent que le niveau d’expression de SOX6 est significativement réduit
dans les cellules érythroides feetales des embryons BP1* a E12.5 (Figure 3.8). Par

contre, la transcription de SOX6 n’est plus réduite a ’dge embryonnaire E13.5.
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Figure 3.8. Expression de SOX6 dans les cellules érythroides feetales

L’expression de SOX6 a été mesurée par PCR quantitatif a partir de foies feetaux des embryons BP1* et
des embryons sauvages de méme fond génétique (C57BL/6J x CBA/J). N=5 foies foetaux ont été utilisés
pour chaque age. Les niveaux d’expression des facteurs de transcription ont été normalisés par rapport a
celles de géne de la glycophorine A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a 1’écart a
la moyenne (= SEM). La différence dans les niveaux d’expression entre les embryons contrdles et BP1* a
été évaluée par le test de Student (t-test): *, p= 0.05.

3.2 BP1 et les genes humains de 3-globine

Afin de déterminer in vivo le role de BP1 humain dans I’expression des génes
humains de -globine, nous avons croisé nos souris BP1* avec les souris B-YAC qui
possedent le locus entier de [3-globine humaine et avons mesuré I’expression de chacune
des globines (g, “y et *y, et B) a différents ages embryonnaires (E10.5, E12.5, E13.5,
E14.5 et E16.5) chez B-YAC et BP1*; B-YAC (Figure 3.9). Nous avons pu constater
que la commutation de I’hémoglobine chez les embryons p-YAC et BP1*; B-YAC a

lieu au méme jour embryonnaire soit vers E11.5. Toutefois, I’expression du gene 3 est
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altérée a E12.5 chez BP1*; B-YAC car sa transcription est réduite de 7% par rapport au
niveau retrouvé chez f-YAC (Figure 3.10). L’expression des génes feetaux (%y et *y) est
aussi modifiée a E12.5 chez BP1*; B-YAC puisque leur niveau est 2 fois plus élevés que
celui des embryons trangéniques -YAC de méme age. Cette altération de 1’expression
des génes y et B en présence de BP1 humain a E12.5 est aussi accompagné d’une
augmentation de 1’expression du géne embryonnaire € mais qui n’est pas significative
(p>0.05). A E13.5, I’expression des génes humains de f-globine ne semble pas différée
entre les génotypes B-YAC et BP1%; B-YAC.
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Figure 3.9. Profil d’expression des 3-globines humaines en présence de BP1

L’expression des geénes humains de (-globine a ét¢ mesurée par PCR quantitatif a différents ages
embryonnaires chez les souris BP1*; B-YAC et comparée a celle des souris f-YAC. N=3 embryons ont
été utilisés pour chaque age indiqué et les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles de
gene de la glycophorine A (GPA). Le pourcentage d’expression de chaque géne a été calculé par rapport
au pourcentage total de p-globine (e, “y+*y et B). La variation des données a été représentée en

pourcentages + I’écart a la moyenne (= SEM).
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Figure 3.10. Expression des génes humains de $-globine dans le foie feetal
L’expression de chaque géne humain de -globine (%) est représentée individuellement. La variation des
données a été représentée en pourcentage = I’écart a la moyenne (+ SEM). La différence de niveau
d’expression par rapport au génotype B-YAC été évaluée par le test de Student (t-test) : *, p< 0.05.

3.3 Régulation des genes de B-globine par BP1 et Ikaros

Au cours du développement, 1’expression des geénes de [-globine murins et
humains est sous le contrdle de différents facteurs de transcriptions. Ikaros en est un
exemple car son absence affecte 1’érythropoic¢se définitive et entraine une anémie visible
durant le stade embryonnaire (Figure 3.11). Les embryons Ik semblent présenter
d’ailleurs un retard dans la commutation de I’hémoglobine embryonnaire-adulte (Lopez
et al., 2002). Afin d’identifier le role d’Ikaros dans la régulation des génes humains de 3-
globine par BP1, nous avons entrepris nos analyses d’expression des [(-globines
humaines sur un fond génétique Ikaros-nulle en présence de BP1. Pour cela, nous avons
crois¢ les souris B-YAC et Ikaros pour obtenir des souris k™ ; B-YAC. Ces dernicres
ont été ensuite croisées avec les souris BP1*; Ik™" afin d’obtenir des embryons BP1*;

Ik B-YAC.
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Figure 3.11. Phénotype des embryons 1K™ et Ik
Les embryons Ik”" (2 gauche) et Ik (a droite) ont été obtenus 4 E16.5 et photographiés avec un

microscope Leica MZ12 (X2,5).

3.3.1 Profil d’expression des B-globines en absence d’Ikaros
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Figure 3.12. Profil d’expression des B-globines humaines en absence d’Ikaros
L’expression des genes humains de [-globine a ét¢ mesurée par PCR quantitatif a différents ages
embryonnaires. N=2 pour E10.5 et n=3 embryons pour les autres ages indiqués et les niveaux d’expression
ont été normalisés par rapport a celles de géne de la glycophorine A (GPA). Le pourcentage d’expression
de chaque géne a été calculé par rapport au pourcentage total de B-globine (e, “y+y et ). La variation des
données a été représentée en pourcentages + I’écart a la moyenne (= SEM).
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Nous avons déterminé le profil d’expression des B-globines humaines chez les
embryons k”; B-YAC et BP1%; Ik’ ; B-YAC (Figure 3.12). En absence d’lkaros,
I’expression stade-spécifique des genes humains de -globine est altérée chez les deux
génotypes. Chez les embryons k" B-YAC, I’absence d’lkaros entre E12.5 et E14.5
dans le foie feetal retarde la répression des génes ¢ et y ainsi que 1’activation de 3. Nous
avons pu constater un délai dans la mise en place de la commutation feetale-adulte chez
les embryons k" B-YAC : celle-ci a lieu vers E12.75 soit plus d’un jour de retard par
rapport aux embryons B-YAC (E11.5). Chez les embryons BP1%; Ik”; B-YAC, la
commutation de I’hémoglobine feetale-adulte a lieu aussi vers E12.75. A E12.5 et E13.5,
on peut observer que l’expression des genes €, yet est altérée dans les cellules

érythroides des embryons BP1%; Ik”" ; B-YAC.

3.3.2 Expression d’e, y et f dans le foie feetal a E12.5

Afin de mesurer précisément I’effet de BP1 humain en absence d’lkaros, nous
avons mesuré les niveaux d’expression de chacune des f-globines humaines dans les
cellules érythroides foetales des embryons p-YAC, Ik”"; B-YAC et BP1%; Ik”" ; B-YAC.

A E12.5 chez les souris f-YAC, I’expression du géne embryonnaire & représente
seulement 1% de I’expression totale des -globines humaines. Chez les embryons k"
B-YAC, le niveau d’e grimpe a environ 11% soit pres de 11 fois le niveau observé chez
B-YAC (Figure 3.13). Lorsque ¢ est quantifié¢ chez les embryons BP1%; Ik B-YAC, on
s’apercoit que son expression est jusqu’a 30 fois supérieurs comparativement au niveau
présent dans les embryons -YAC et de 3 fois si ’on compare avec celui 4’1k B-YAC.

En ce qui concerne les genes feetaux (Gy et Ay) a E12.5 chez les souris 3-YAC,
leur niveau d’expression est plus ¢€levé que celui d’e (6% versus 1%) mais est
significativement plus bas comparé a celui du géne adulte f§ (92%). Chez les embryons
k" B-YAC, la transcription de y est maintenue élevée a E12.5 et représente 53 % de
I’expression totale des B-globines humaines. Chez les souris BP1%; Ik”; B-YAC, la

transcription des feetaux ne représente que 45 %, un niveau plus bas que celui retrouvé

chez Ik”; B-YAC (non significative, p>0.05).
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L’expression du géne adulte B est aussi altérée a E12.5 chez 1k”; B-YAC : elle

représente seulement 35%, soit une baisse de 57 % comparé au niveau retrouvé chez les

B-YAC (92%). Chez BP1*; Ik™; B-YAC, la transcription B est de 25%.
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Figure 3.13. Expression des génes humains de p-globine a E12.5

L’expression des genes humains de [-globine a ét¢ mesurée par PCR quantitatif a différents ages
embryonnaires. Les mesures de quantification des globines ont été effectuées a partir de n=3 foies feetaux
pour chaque age indiqué et les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles du géne de la
glycophorine A (GPA). Le pourcentage d’expression de chaque geéne calculé par rapport au pourcentage
total de B-globine (e, “y+*y et B) a été converti en ratio. La variabilité des données est représentée = 1’écart
a la moyenne (= SEM). La différence de niveau d’expression par rapport au génotype 3-YAC été évaluée
par le test de Student (t-test): ** p= 0.01; *** p=< 0.001; **** p< 0.0001. La différence des niveaux
d’expression entre les génotypes Ik™; B-YAC et BP1%; Ik”; B-YAC été évaluée par le test de Student (t-
test) : T, p<0.01.
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3.3.3 Expression d’e, y et B dans le foie foetal a2 E13.5

A E13.5, ’expression du géne embryonnaire € est quasi nulle chez p-YAC. Chez
les embryons Ik’ 5 PB-YAC et BP143; Ik’ 5 B-YAC, le niveau d’e reste élevé soit
respectivement 2,6 % et 3 %. Les geénes feetaux continuent a étre fortement exprimés a
E13.5 dans les cellules érythroides foetales 4’1k B-YAC (26%) et BP1*; Ik ; B-YAC
(17%). Les données montrent surtout que la présence de BP1 humain engendre une
répression significative (p<0.05) des génes feetaux dans un contexte Ikaros-nulle.
L’absence d’lkaros murin a I’age E13.5 continue d’affecter aussi I’expression du géne
adulte f humain qui se situe a 71 % chez les souris k" B-YAC. L’expression du gene f3
est toutefois significativement augmentée chez les embryons BP1%; k"; B-YAC si ’on

compare a k" B-YAC (p<0.05).
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Figure 3.14. Expression des génes humains de §-globine a E13.5

L’expression des génes humains de (-globine a été mesurée par PCR quantitatif a différents ages
embryonnaires. Les mesures de quantification des globines ont été effectuées a partir de n=3 foies foetaux
pour chaque age indiqué et les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles du géne de la
glycophorine A (GPA). Le pourcentage d’expression de chaque géne calculé par rapport au pourcentage
total de B-globine (e, “y+*y et B) a été converti en ratio. La variabilité des données est représentée = 1’écart
a la moyenne (+SEM). La différence de niveau d’expression par rapport au génotype -YAC été évaluée
par le test de Student (t-test) : *** p=< 0.001. La différence des niveaux d’expression entre les génotypes
Ik"; B-YAC et BP1*; Ik”"; p-YAC été évaluée par le test de Student (t-test) :F, p< 0.05.
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3.3.4 Expression des facteurs de transcription a E12.5 et E13.5

La régulation des génes humains de (3-globine par BP1 en absence d’Ikaros laisse
penser que des facteurs de transcription tels que EKLF, BCL11A et SOX6 pourraient
étre impliqués dans le mécanisme transcriptionnel. Pour vérifier cette hypothése, nous
avons quantifié leur niveau d’expression aux ages E12.5 et E13.5 chez les différents

génotypes.

3.3.4.1 Expression d’EKLF en absence d’Ikaros
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Figure 3.15. Expression relative d’EKLF en absence d’Ikaros

L’expression relative d’EKLF a été mesurée par PCR quantitatif dans le foie feetal des embryons
trangéniques. Les mesures de quantification ont été effectuées a partir de n=3 foies feetaux pour chaque
age indiqué. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles du geéne de la glycophorine
A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a 1’écart a la moyenne (+xSEM). La
différence d’expression par rapport a -YAC a été évaluée par le test de Student: *, p< 0.05; **, p< 0.01;
##% p< 0.001. La différence des niveaux d’expression entre Ik”; p-YAC et BP1%; Ik”; B-YAC été
évaluée par le test de Student (t-test) : 111, p< 0.001.

Le niveau d’expression d’EKLF murin a été déterminé dans les cellules
érythoides des différents génotypes a E12.5 (Figure 3.16). Lorsqu’lkaros est absent chez
les embryons B-YAC (Ik”; B-YAC), le niveau d’expression d’EKLF murin est augmenté
d’environ 1.5 fois par rapport a celui de p-YAC. Chez BP1%; k" ; B-YAC a E12.5, le
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niveau d’EKLF est augmenté de 3 fois par rapport a celui de B-YAC et représente le
double de I’expression observée chez k" B-YAC (p<0.001). Le niveau d’EKLF semble
augmenté chez les souris BP1*; B-YAC mais la différence d’expression entre f-YAC et
BP1*; B-YAC n’est pas significative (p>0.05).

A I’age embryonnaire E13.5, le niveau d’expression d’EKLF diminue de 20%
chez Ik B-YAC si I’on compare au niveau de $-YAC. Chez les embryons BP1%; Ik”;
B-YAC a E13.5, la transcription d’EKLF est aussi réduite par rapport a f-YAC (p<0.05).
La comparaison entre Ik”; p-YAC et BP1*; Ik”; p-YAC montre aucune différence

significative dans I’expression d’EKLF.

3.3.4.2 Expression de BCL11A en absence d’Ikaros

Etant donné que BCL11A est un géne cible d’EKLF pour la répression de y, nous
avons vérifié si son niveau d’expression augmentait dans les cellules érythroides des
embryons k" B-YAC et BP1%; k" ; B-YAC (Figure 3.17). Le niveau de BCL11A
murin chez les embryons k" B-YAC est augmenté a E12.5 et représente environ 5 fois
celui de B-YAC. Chez les embryons BP1%; k" ; B-YAC de méme age embryonnaire, le
niveau de BCL11A augmente de 12 fois par rapport a celui de B-YAC et correspond a
2,5 fois I’expression observé chez k" B-YAC (p=0.01). Le niveau de BCL11A chez les
souris BP1%; B-YAC et la différence d’expression entre BP1*; f-YAC et BP1%; k" B-
YAC est significative (p<0.01). La quantification de BCL11A a E13.5 chez les
embryons Ik”; B-YAC et BP1¥; Ik ; B-YAC montre que les niveaux d’expression

détectés sont similaires a celui de -YAC.
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Figure 3.16. Expression relative de BCL11A en absence d’Ikaros

L’expression relative de BCL11A a été mesurée par PCR quantitatif dans le foie foetal des embryons
transgéniques. Les mesures de quantification ont été effectuées a partir de n=3 embryons pour chaque age
indiqué. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles du gene de la glycophorine A
(GPA). La variation des données est représentée par rapport a I’écart a la moyenne (=SEM). La différence
d’expression par rapport a B-YAC a été évaluée par le test de Student (t-test): *, p< 0.05; **, p< 0.01. La
différence des niveaux d’expression entre Ik”; p-YAC et BP1%; Ik”; B-YAC été évaluée par le test de
Student (t-test) :1+, p<0.01.

3.3.4.3 Expression de SOX6 en absence d’Ikaros

BCL11A intéragit avec le facteur de transcription de type HMG SOX6 dans les
cellules érythroides pour réprimer y (Xu et al. 2010). Nous avons ainsi procéd¢ a la
quantification de I’expression de SOX6 dans les cellules érythroides foetales chez les
mémes génotypes. Chez les embryons k" B-YAC a E12.5, I’expression de SOX6 est
réduite pratiquement de moitié€ par rapport au niveau mesuré chez $-YAC. Le niveau de
SOX6 dans les cellules érythroides BP1*; Ik ; B-YAC a E12.5 semble plus bas que
celui mesuré chez B-YAC mais plus élevé que celui retrouvé chez k" B-YAC.

A E13.5, le transcription de SOX6 murin est aussi altérée chez Ik”; B-YAC : le
niveau est réduite de moitié par rapport a celui de 3-YAC. Dans les cellules érythroides
des embryons BP1* ; Ik'/'; B-YAC, le niveau de SOX6 murin est diminué s’il ’on
compare a celui de B-YAC (non significatif, p>0.5) mais il s’avére plus élevé en

comparant avec Ik”; B-YAC (non significatif, p>0.5). Les données semblent montrer
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que la présence de BP1 humain engendre une dérépression de SOX6 murin en absence

d’lkaros a E12.5 et E13.5.
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Figure 3.17. Expression relative de SOX6 en absence d’Ikaros

L’expression relative de SOX6 a été mesurée par PCR quantitatif dans le foie feetal des embryons
transgéniques. Les mesures de quantification ont été effectuées a partir de n=3 foies feetaux pour chaque
age indiqué. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport a celles du géne de la glycophorine
A (GPA). La variation des données est représentée par rapport a I’écart a la moyenne (+SEM). La
différence d’expression par rapport & B-YAC a été évaluée par le test de Student (t-test): *, p< 0.05; **, p<
0.01.

3.4 Identification des sites de liaison de BP1 et d’Ikaros

Puisque la surexpression de BP1 humain et I’absence d’lkaros murin semblent
influencer le niveau d’expression des facteurs de transcription endogenes EKLF,
BCLI1A et SOX6, nous avons décidé de vérifier la présence des sites de liaison
potentiels de BP1 et d’Ikaros dans des régions régulatrices a proximité des genes codant
pour ces facteurs de transcription. L’identification des sites de liaison potentiels de BP1
et Ikaros a été effectuée dans les régions d’ADN allant de -700 pb a +499 pb par rapport
au site d’initiation de la transcription des génes murins EKLF, BCL11A et SOX6. La
présence de sites de liaison et leur localisation sont indiquées dans les tableaux III-I et

II-1I.
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3.4.1 Sites de liaison de BP1 dans EKLF, BCL11A et SOX6

Nos données semblent indiquer la présence d’un site de liaison potentiel de BP1
situé 422 pb en aval du site d’initiation de la transcription du géne murin EKLF (Tableau
ITI-I). BP1 semble aussi posséder un site de liaison dans la région régulatrice du géne
SOX6 localisé a +138 pb. Aucun site de liaison de BP1 n’a cependant été identifi¢ dans
la région promotrice du gene BCL11A. Par ailleurs, la liaison de BP1 a aussi été vérifiée
dans la région régulatrice a proximité du gene Ikaros murin (Ik) mais aucun site de

liaison potentiel n’a été identifié.

Tableau III-1. Sites de liaison potentiels de BP1

Région régulatrice Nombre de sites de Localisation des sites de liaison
(-700 a +499) liaison identifiés relative au site d’initiation de la transcription
EKLF 1 +422 pb
BCL11A 0 N/A
SOX6 1 +138 pb
Ik 0 N/A

N/A : Non applicable. pb : paires de bases.

3.4.2 Sites de liaison d’Ikaros dans EKLF, BCL11A et SOX6

En ce qui concerne Ikaros, trois sites de liaison GGGAA (-63 pb, +456 pb et
+467 pb) a pu étre identifiés dans la région régulatrice du géne murin EKLF (Tableau
[I-1T). Un seul site de liaison d’Ikaros a été repéré dans le promoteur du géne murin

BCL11A a -401 pb mais aucun n’a été identifié pour la région régulatrice de SOX6.

Tableau III-II. Sites de liaison potentiels d’Ikaros

Région régulatrice Nombre de sites de Localisation des sites de liaison
(-700 a +499) liaison identifiés relative au site d’initiation de la transcription
EKLF 3 -63 pb; +456 pb; +467 pb
BCL11A 1 -401 pb
SOX6 0 N/A

N/A : Non applicable. pb : paires de bases.



Chapitre 4: Discussion

4.1 Role de BP1 dans I’érythropoiese feetale murine

A ce jour, la plupart des études concernant BP1 humain ont été menées dans un
contexte in vitro. Son role dans la répression du gene adulte de B-globine a d’ailleurs été
¢tabli in vitro dans les cellules érythroleucémiques K562 humaines (Berg et al., 1989;
Chase et al., 2002; Zoueva et al., 2004). Une seule étude a été effectuée in vivo avec des
souris transgéniques mais 1’analyse de BP1 humain dans le compartiment érythroide
définitif murin a ét¢ interrompue a cause du déces de la seule souris transgénique
obtenue. De plus, les embryons LCRBP1 mouraient in utero durant I’érythropoi¢se
feetale vers E16.5 notamment par le fait du niveau élevé de BP1 humain dont
I’expression était sous le contrdle du LCR (Eiymo Mwa Pollo et al., 2006). Afin de
produire des souris transgéniques ayant des niveaux de BP1 humain compatibles avec la
survie des embryons, le LCR a été enlevé de la construction du transgene et plusieurs
lignées de souris transgéniques ont été ainsi générées. Une seule d’entre elles, la lignée
transgénique BP1%, a la caractéristique d’exprimer exclusivement BP1 humain dans les
cellules érythroides de la moelle osseuse des souris transgéniques (Eiymo Mwa Pollo,
2007). De plus, la protéine BP1 humaine est significativement surexprimée par rapport a
la protéine endogene dans les cellules de la moelle osseuse (Eiymo Mwa Pollo, 2007).
Par ailleurs, la réduction de I’expression des genes adultes 3 chez les souris adultes
BP1* et BP1*; B-YAC a confirmé in vivo la fonction de BP1 humain dans la répression
de ce gene (Eiymo Mwa Pollo, 2007). Afin de déterminer le role de BP1 humain plus t6t
dans le développement, nous avons décidé d’entreprendre notre analyse au niveau
embryonnaire et plus particuliérement durant I’érythropoiese définitive des embryons
transgéniques BP1*. Vers 1’dge embryonnaire E11.5 et pendant une grande partie de la
gestation de la souris, le foie feetal constitue le site principal de 1’érythropoiése définitive
chez I’embryon. A 1’age E14.5, plus de 90 % des cellules du foie feetal murin sont des
cellules érythroides (Morris et al., 1988). Par ailleurs, 1’établissement de I’érythropoiése
définitive dans le foie feetal est associé a la commutation de 1’hémoglobine

embryonnaire/fcetale-adulte chez la souris sauvage et transgénique -YAC (Gaensler et
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al., 1993). Déterminer I’impact de la surexpression de BP1 dans I’érythropoiése
définitive feetale était nécessaire avant notre analyse des génes humains de 3-globine

chez les souris doubles transgéniques BP1*; B-YAC.

4.1.1 Niveau d’expression de BP1 humain dans le foie feetal

La mesure d’expression de BP1 humain au niveau ARN dans les cellules
érythroides feetales a permis de mettre en évidence la surexpression du transgene par
rapport a celle du gene endogene BP1. L’abondance des transcrits de BP1 humain dans
les cellules érythroides feetales est d’ailleurs attribuée aux éléments présents dans la
construction BBP1P. Le promoteur humain de B-globine étant un promoteur faible, la
région 3’ du géne de B-globine comprenant 18 pb de I’exon 2 suivies de I’intron2, I’exon
3 et la région en 3’ du poly(A) a été placée en aval de I’ADNc de BP1 humain. Plusieurs
études ont clairement démontré 1’importance des séquences 3’ du géne de la 3-globine
pour I’expression dans les cellules érythroides feetales et adultes. Les séquences
présentes dans I’exon 3 du gene humain de B-globine sont nécessaires et suffisantes pour
conduire I’expression de génes hybrides S’Gy/3’[3 dans les tissues érythroides adultes et
dans le foie feetal (Trudel et al., 1987). Un enhancer est d’ailleurs situé entre 600 et 900
pb en 3’ du site poly(A) et permet I’expression stade-spécifique du geéne adulte f§ (Trudel
& Costantini, 1987). Par ailleurs, la construction BBP1f contient aussi des introns qui
permettent non seulement d’augmenter significativement la transcription de transgene
mais aussi le transport de I’ARNm hors du noyau, un processus couplé au mécanisme
d’¢épissage (Brinster et al., 1988; Choi et al., 1991). En ce qui concerne le profil
d’expression de BP1 humain obtenu dans le foie feetal, nous devons apporter quelques
précisions. En effet, ’expression du transgene a été normalisée par rapport a celle du
gene ¢érythroide GPA donnant D’impression que BP1 diminue au cours du
développement. Si on prend en compte que I’expression de GPA murin augmente
significativement entre les ages E12.5 et E16.5 (Figure 3.3), cela fait en sorte que le ratio
BP1Tg/GPA déterminé a E16.5 semble plus faible qu’a I’age E12.5. En réalité, la
transcription de BP1 humain ne diminue pas significativement entre E12.5 et E16.5
(Figure 3.2). Toutefois, nous n’écartons la possibilité que notre transgene soit sujet a un

effet de position dans les cellules érythroides feetales. En effet, in vivo 1’expression des
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transgenes peut étre perturbée par 1’activation d’éléments régulateurs situés de part et
d’autre du site d’intégration dans la chromatine, ce qui peut résulter en une réduction de
I’expression du transgene (Festenstein et al., 1996; Milot et al., 1996). Une hybridation
in situ par fluorescence (FISH) nous aurait permis de localiser le site d’intégration du
transgene et définir les régions adjacentes qui pourraient influencer 1’expression in vivo
du transgéne (Milot et al., 1996). Par ailleurs, une solution aurait été d’intégrer a la
construction BP1P un insulateur tel que le 5’HS4 (Walters et al., 1999) qui protege le
transgene contre les effets de position de la chromatine. Nous avons d’ailleurs généré
une autre construction dans laquelle I’insulateur HS4 est inséré en 3’ de ’ADNc de BP1
humain qui est sous le contrdle d’un promoteur du géne érythroide PBGD (Annexe 1).
Cette construction servira a produire des souris transgéniques dans lesquels I’expression
de BP1 humain est ciblée dans les cellules érythroides plus tot dans le développement
embryonnaire alors que la présence de I’insulateur HS4 permettra d’empécher les effets
de la chromatine environnante et assurer une expression plus stable du transgéne BP1.
Déterminer [’expression du transgéene BP1 au niveau protéique était
particulierement important pour la suite de notre analyse au niveau embryonnaire. Bien
que I’expression de BP1 humain est élevé au niveau ARN, son expression au niveau
protéique représente seulement que 2,5 a 3 fois le niveau de la protéine endogeéne. De
plus, BP1 humain est exprimé uniquement au début de I’érythropoiese foetale soit aux
ages embryonnaires E12.5 et E13.5. Ces observations suggerent que les étapes post-
transcriptionnelles telles que 1’épissage constitutif et la traduction pourraient étre altérées
dans les cellules érythroides définitives feetales des embryons BP1%. 1l se peut que le
faible taux de traduction observée soit attribué¢ a un défaut d’accumulation des ARNm
dans le cytoplasme des cellules érythroides (Yilmaz et al., 2006) ou peut étre a une
dégradation d’une fraction des transcrits BP1 humains. Ces hypothéses devront
cependant étre vérifiées afin d’éclaicir notamment 1’absence de la protéine BP1 humaine

aux autres ages embryonnaires soit a E14.5 et E16.5.
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4.1.2 Impact de BP1 humain dans les cellules érythroides BP1*

Les embryons transgéniques BPI1*

ne meurent pas in ufero et sont
phénotypiquement semblables aux embryons sauvages. Cette observation pourrait étre
expliquée par le fait que les niveaux protéiques de BP1 humain chez les embryons BP1#
ne sont pas suffisants pour affecter significativement 1’érythropoic¢se définitive feetale et
entrainer une anémie. On peut donc penser que 1’impact de BP1 serait dose-dépendent.
Chez les embryons LCRBP1 (Eimyo Mwa Pollo et al., 2006), il se pourrait que le niveau
protéique de BP1 ait été significativement €lévé pour inhiber la production de cellules
érythroides définitives, ce qui expliquerait leur mort in utero. Dans notre cas,
I’expression de BP1 humain n’est pas sous le contrdle du LCR et I’expression protéique
ne représente que 2,5 a 3 fois celui de I’endogeéne, ce qui expliquerait la survie des
embryons transgéniques BP1*. En outre, le niveau d’expression du géne érythroide
GPA murin a E12.5 et E13.5 chez BP1* (Figure 3.3) indique que les niveaux protéiques
de BP1 humain ne seraient pas suffisants pour engendrer une réduction significative du
nombre de cellules érythroides définitives feetales et causer une anémie. D’ailleurs, la
production de proérythroblastes ne semble pas étre compromise chez les embryons
BP1* puisque I’expression de GPA débute a ce stade de différenciation érythroide
(Wojda et al., 2002 ; Chen et al 2009). Ces observations semblent confirmer que
1’érythropoiése feetale des embryons BP1* n’est pas affectée. Toutefois, un tri cellulaire
en utilisant les marqueurs CD71 et Ter119" permettrait de confirmer ’effet de BP1
humain dans la maturation érythroide aux 4ges E12.5 et E13.5 chez les souris BP1%.
Pour expliquer 1’absence de phénotype chez les embryons BP1*, nous avions
décidé aussi de mesurer I’expression d’lkaros, EKLF, BCL11A et SOX6 dans les
cellules érythroides BP1* 4 E12.5 et E13.5. Ce choix fut justifié par le fait que ces
facteurs de transcription sont impliqués a différents niveaux dans I’érythropoiése
définitive notamment dans ’activation de genes essentiels aux cellules érythroides dont
les geénes de P-globine. Ainsi, quelconque changement dans le niveau d’expression de
ces régulateurs pouvait nous indiquer les effets de BP1 humain dans I’érythropoiése
définitive foetale murine. Dans un premier temps, 1’augmentation du niveau d’lkaros

14

dans les cellules érythroides feetales BP1™ (Figure 3.5) nous a révélé que BP1 humain

pouvait étre impliqué dans la régulation de ce facteur de transcription au cours du
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développement. Toutefois, 1’absence de site de liaison potentiel de BP1 dans la région
régulatrice du gene murin Ikaros (Tableau III-I) semble indiquer que BP1 pourrait
réguler I’expression d’Ikaros par I’intermédiaire d’autres facteurs de transcription. Etant
donné qu’lkaros semble jouer un role dans la prolifération et la différenciation des
érythroblastes ainsi que dans la commutation de I’hémoglobine embryonnaire/fcetal-
adulte (Lopez et al., 2002; Papathanasiou et al., 2003), I’augmentation de 1’expression
d’lkaros pouvait compenser I’effet de BP1 humain dans les cellules érythroides
définitives foetales murines. Toutefois, nos données n’indiquent pas quelle isoforme est
la plus abondante. En effet, plusieurs isoformes d’lkaros ont été identifiées et chacune
montre un profil tissu- et stade-spécifique durant le développement embryonnaire. Ikaros
1 (Ik1) et Ikaros 2 (Ik2) sont les isoformes les plus abondantes dans le foie feetal (Molnar
& Georgopoulos, 1994). 11 se peut que les isoformes 1 et 2 soient majoritairement
présentes dans le foie feetal aux ages E12.5 et E13.5 dans les cellules érythroides BP1%.
A noter qu’Ik1 et Ik2 sont des puissants activateurs comparés aux autres isoformes et
pourraient stimuler 1’expression des geénes érythroides cibles dans les cellules
érythroides BP1* comme par exemple ceux codant pour le récepteur de la transferrine
(CD71) et de I’érythropoiétine (Lopez et al., 2002).

Un des plus importants activateurs de [’érythropoiese est le facteur de
transcription EKLF. Celui-ci n’est pas nécessaire a |’expansion des progéniteurs
érythroides ; en revanche, il est essentiel a la différenciation terminale des précurseurs
car il active I’expression de genes érythroides essentiels au métabolisme de
I’hémoglobine (enzymes de synthése de ’héme, molécules chaperrones et géne de [3-
globine adulte) et a la stabilité membranaire (Lim et al., 1997; Drissen et al., 2005). Bien
qu’un site de liaison potentiel de BP1 ait été identifié dans la région régulatrice du géne
murin EKLF suggérant une possible régulation directe d’EKLF par BPI1, le niveau
d’expression d’EKLF ne varie pas significativement dans les cellules érythroides des
embryons BP1* a E12.5 et E13.5 (F igure 3.6). Cette observation semble ainsi suggérer
indirectement que la différenciation terminale des précurseurs érythroides ne serait pas
affectée par la présence de BP1 humain chez les embryons BP1%. Ceci est en accord
avec les résultats précédents qui semblent montrer que les niveaux de BP1 humain

n’entrainent pas de réduction significative de I’expression de GPA et donc que la
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maturation des cellules érythroides ne serait pas affectée. Etant donné que la
transcription d’EKLF ne change pas significativement en présence de BP1, les génes
cibles d’EKLF tels que BCL11A se comportent de la méme maniére. A noter qu’aucun
site liaison de BP1 n’a été identifié¢ dans la région régulatrice du géne murin BCL11A.
BP1 humain pourrait agir par d’autres voies que celle de la répression du géne
adulte B pour perturber 1’érythropoic¢se définitive. C’est la raison pour laquelle le niveau
de SOX6 a été mesuré chez les embryons BP1*. SOX6 est un facteur de transcription
requis non seulement pour le développement des tissus érythropoiétiques (foie feetal,
rate, moelle osseuse) mais aussi pour la survie et la prolifération des cellules érythroides
(Dumitriu et al., 2006). Nos données semblent indiquer que la surexpression de BP1
humain réduit significativement la transcription de SOX6 murin a E12.5. Il faut
cependant souligner que I’effet de SOX6 dans 1’érythropoiése définitive dépend de son
niveau d’expression: il a ét¢ démontré que I’haploinsuffisance de SOX6 n’est pas
suffisant pour perturber significativement 1’érythropoi¢se normale (Cantu et al., 2011;
Sankaran et al., 2011). Par conséquent, on peut supposer que la diminution de SOX6
observée chez les souris transgéniques BP1* n’aurait pas d’impact significatif dans la
survie des cellules érythroides définitives feetales, ce qui expliquerait en partie pourquoi
les embryons transgéniques BP1* ne présentent pas d’anémie apparente. De plus, il
s’avere que le niveau de SOX6 n’est plus affecté significativement a E13.5 malgré la
présence de BP1 humain ce qui laisse penser que la maturation et la survie des cellules
érythroides définitives BP1* ne sont pas compromises a court terme. Cette observation
suggere que d’autres facteurs endogenes pourraient &tre impliqués dans 1’activation de
SOX6, ce qui antagoniserait ’effet répresseur de BP1. Etant donné que BP1 semble
réguler le niveau d’expression de SOX6 et qu’un site de liaison potentiel de BP1 a été
identifié dans la région régulatrice de ce géne, on peut envisager le possible role de BP1
humain dans la régulation des génes embryonnaires et feetaux de P-globine par
I’intermédiaire de SOX6. D’ailleurs, le facteur de transcription SOX6 est responsable de

la répression des génes embryonnaires €y et fh; (Yi et al., 2006).
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4.2 Régulation des génes humains de 3-globine par BP1

4.2.1 Répression du géne adulte humain 3 au stade embryonnaire

Plusieurs études in vitro ont montré que le facteur de transcription BP1 est un
répresseur du géne adulte de B-globine. Toutefois, ce role n’a pas été confirmé dans un
contexte in vivo. Avec les embryons doubles transgéniques BP1%; B-YAC, nous avions
la possibilité de déterminer pendant le stade embryonnaire murin si BP1 humain pouvait
réprimer le géne P in vivo. Sachant que les niveaux protéiques de BP1 humain n’inhibent
pas I’érythropoiése définitive feetale murine, on pouvait s’attendre a ce que la répression
de B ne soit pas importante au stade embryonnaire. A 1’age E12.5 chez les embryons
doubles trangéniques BP1*; B-YAC, la transcription de B est réduite uniquement de 7%
par rapport au niveau observé chez les embryons PB-YAC, une répression de B bien
inférieure a celle mesurée au stade adulte dans les cellules de la moelle osseuse (~50%)
(Eiymo Mwa Pollo, 2007). Plusieurs possibilités pourraient expliquer que cette situation.
Le niveau d’expression protéique de BP1 humain au stade embryonnaire pourrait en
effet étre en cause puisque qu’elle ne représente que 2,5 fois le niveau de la protéine
endogene a E12.5. Par ailleurs, on peut aussi penser que la faible répression de 3 humain
soit attribuée a 1’absence de partenaire protéique de BP1 dans les cellules érythroides
feetales. Bien qu’aucune protéine partenaire de BP1 n’ait été identifiée a ce jour, il se
pourrait que la répression de f§ soit médiée par un complexe multiprotéique comprenant
non seulement BP1 mais aussi d’autres protéines tel que les protéines HMG et BP2
(Drew et al., 2000) ou méme d’autres facteurs de transcription qui pourraient agir
comme cofacteurs de BP1. Le profil d’expression ainsi que le role de BP2 ne sont pas
connu a ce jour mais cette protéine pourrait &tre un des partenaires potentiels. D’ailleurs,
BP2 peut lier in vitro dans le promoteur du géne 3 a -270 pb, un site proche du silencer
I de BP1 (Berg et al., 1989). On pourrait aussi envisager que des mécanismes
endogeénes antagoniseraient la répression de 3 par BP1. Cette hypothése est mise en
avant pour deux raisons. La premicre vient du fait que la protéine BP1 humaine est
exprimée a 1’age E13.5 alors qu’aucune répression de § n’est visible. Deuxiémement,
I’expression d’lkaros est augmentée en présence de BP1 humain chez les embryons

14

simples transgéniques BP17". Dans les cellules érythroides feetales, Ikaros fait partie du
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complexe PYR qui semble faciliter la commutation de I’hémoglobine
embryonnaire/feetale-adulte en changeant entre autre la conformation du locus de p-
globine de sorte que le BLCR active préférentiellement le géne humain de B-globine.
Ikaros pourrait donc compétitionner avec BP1 humain en favorisant ’activation de f3

humain.

4.2.2 Régulation des génes € ety par BP1 ?

La répression de p a E12.5 chez BP1%; B-YAC est associée 4 une élévation de
I’expression des génes humains ¢ et y. Cette observation propose que BP1 humain puisse
participer aux mécanismes d’activation des autres génes fonctionnels de -globine au
début du développement embryonnaire. Bien qu’aucun site de liaison de BP1 n’a été
identifié¢ dans le promoteur d’e, trois sites de liaison de BP1 ont été identifiés par EMSA
en amont du site d’initiation de la transcription des génes feetaux %y et Ay (Berg, données
non publiées). En effet, deux sites de BP1 ont ¢été localisés a 1427 pb et 1091 pb en
amont de Gy alors qu’un autre site est situé a 1091 bp en amont de “y. De plus, un site de
liaison de BP1 est présent dans la région intergénique y-0 et plus précisément en amont
du geéne & (Chaseetal., 2002), une région importante dans la régulation de Ia
commutation de 1’hémoglobine feetale-adulte. BP1 pourrait lier ses sites et participer
a I’activation des genes foetaux dans les cellules érythroides. Une immunoprécipitation
de la chromatine (ChIP) sera cependant nécessaire pour déterminer si BP1 humain lie
véritablement ces régions du locus humain de -globine.

Par ailleurs, il se pourrait aussi que BP1 humain puisse activer les genes € et y par
le biais de la répression de SOX6. En effet, nos données semblent montrer que
I’expression de SOX6 murin diminue lorsque BP1 humain est surexprimée chez les
embryons BP1* et BP1%; B-YAC a E12.5. D’ailleurs, un site de liaison potentiel de
BP1 semble étre présent dans la région régulatrice du géne murin SOX6. Fait
intéressant, différentes études montrent aussi que le profil d’expression de BP1 murin et
SOX6 murin s’opposent au cours du développement embryonnaire chez les souris
sauvages. En effet, au début du stade embryonnaire (E10.5), I’expression de BP1 murin

est ¢levée (Zoueva et al., 2008) alors que celle de SOX6 murin est faible (Yi et al.,
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2006). 11 se pourrait que BP1 murin puisse maintenir [’expression des genes
embryonnaires (ey et Ph;) en réprimant I’expression de SOX6 tot dans le
développement. On pourrait donc envisager le méme type d’action de la part de BP1
humain sur les génes € et y dans les cellules érythroides murines BP1*; B-YAC. A ce
jour, aucune étude ne fait état de la fonction des facteurs DLX dans la régulation du géne

SOX6 dans les cellules érythroides murines.

4.3 Role de BP1 en absence d’Ikaros

BP1 pourrait faire partie des mécanismes transcriptionnels impliqués dans la
répression de [ et ’activation d’e et y au cours du développement embryonnaire. Nous
avons toutefois remarqué que la surexpression de BP1 humain dans les cellules
érythroides feetales murines était associée a une €lévation de 1’expression d’lkaros murin
qui est un facteur transcriptionnel qui facilite la commutation de 1’hémoglobine fcetale-
adulte. Cette observation nous a conduit a émettre I’hypothése que BP1 et Ikaros seraient
liés d’une maniére ou d’une autre aux mécanismes de régulation des génes humains de

B-globine dans les cellules érythroides feetales.

4.3.1 Altération de I’expression d’e, y et f en absence d’Ikaros

Ikaros est exprimé dans les cellules érythroides définitives du foie feetal (O’Neill
et al., 1999). Son rdle dans la régulation des génes humains y et § a déja ét¢ abordé in
vivo dans les souris transgéniques (Lopez et al., 2002). Toutefois, il restait a éclaicir son
impact dans un contexte de locus entier de 3-globine notamment en ce qui concerne son
role dans I’expression du gene humain €. En effet, les analyses d’expression ont été
menées chez des souris transgéniques possédant un mini locus de p-globine (cosmide y-
B) (O’Neill et al., 1999; Lopez et al., 2002). Les analyses d’expression menées avec nos
embryons k" B-YAC semblent confirmer le role d’lkaros dans la répression de y et
I’activation de f et révelent entre autre son implication dans la répression d’e. Il s’avére
en effet que le géne embryonnaire humain se comporte de la méme manicre que les

genes foetaux en absence d’lkaros. La liaison d’lkaros au promoteur d’e n’a pas ¢été

encore investiguée dans les cellules érythroides foetales des souris sauvages. Toutefois,
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une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a été effectuée avec des cellules
érythroleucémiques K562 mais les résultats semblent indiquer qu’lkaros n’occupe pas la
région promotrice du gene € (Keys et al., 2008). Cette observation pourrait suggérer
qu’lkaros nécessiterait la coopération d’autres facteurs pour réprimer €. On peut aussi
envisager la possibilit¢ qu’lkaros régule positivement I’expression de facteurs de
transcription responsable a leur tour de la répression des génes embryonnaires. Fait
intéressant, 1’absence d’lkaros a E12.5 et a E13.5 est associée a une réduction
significative de SOX6 alors que I’expression du geéne € est maintenue ¢élevée. Il se
pourrait que chez les souris sauvages, Ikaros participe a ’activation de SOX6 qui a son
tour réduit la transcription des génes embryonnaires. Toutefois, il faut noter qu’aucun
site de liaison d’Tkaros n’a été identifi¢ dans la région promotrice de SOX6 suggérant
qu’lkaros pourrait contrdler indirectement le niveau d’expression de SOX6 via d’autres
facteurs de transcription (Tableau III-11).

Bien que I’expression des genes humains de 3-globine soit altérée en absence
d’Ikaros, la commutation de 1’hémoglobine feetale-adulte survient tout de méme
suggérant que les mécanismes de répression de y et d’activation § sont conservés. Il a été
démontré qu’EKLF et BCLI1A sont des facteurs impliqués dans la répression de y
(Zhou et al., 2010). En absence d’lkaros a E12.5, il s’avere que leur niveau d’expression
est €élevé dans les cellules érythroides foetales indiquant que 1’¢lévation d’EKLF et de
BCLI11A serait nécessaire pour permettre la commutation de I’hémoglobine feetale-
adulte dans un contexte Ikaros-nulle. A noter aussi que des sites de liaison potentiels
d’Ikaros sont présents dans les régions régulatrices (promoteurs) d’EKLF et BCL11A
(Tableau III-IT) suggérant que Ikaros pourrait controler directement 1’expression de ces
facteurs de transcription dans les cellules érythroides définitives d’embryons sauvages.

En ce qui concerne le role de SOX6 dans le mécanisme de répression de v, il se
pourrait que sa fonction ne soit pas indispensable. D’ailleurs, le niveau d’expression de
SOX6 est réduit alors que celui de BCL11A est augmenté en absence d’lkaros. Des
récentes données ont montré que le facteur de transcription SOX6 coopere avec
BCLI11A pour la répression de y mais suggerent toutefois que BCL11A joue un role

prédominant par rapport 8 SOX6 dans cette régulation (Sankaran et al., 2010).
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4.3.2 BP1 humain atténue I’absence d’Ikaros

La surexpression de BP1 humain dans les cellules érythroides B-YAC
dépourvues d’Ikaros (BP1*; k" B-YAC) semble mettre en évidence le role de BP1
humain dans la régulation des geénes humains & et y. En absence d’lkaros, la
surexpression de BP1 humain accentue 1’augmentation d’e confirmant I’implication de
BP1 dans I’activation de ce géne. Cette observation souligne aussi le fait que I’activation
du géne embryonnaire € par BP1 pourrait étre indépendante de la présence d’Ikaros. En
outre, nos données suggerent fortement que BP1 et Ikaros auraient des fonctions
opposées quant a la régulation du géne € au cours du développement embryonnaire. A ce
jour, nous ne sommes pas en mesure d’affirmer si BP1 active directement le géne
€ en se liant a son promoteur ou indirectement via la répression de SOX6. En effet, il
s’avére que la diminution de SOX6 est associée a une élévation d’e chez BP1%; B-YAC
a E12.5. Par ailleurs, un site de liaison de BP1 semble avoir été identifié dans SOX6 tel
que mentionné précédemment. Toutefois, la dérepression de SOX6 observée chez les
embryons BP1*; k" B-YAC alors que le géne ¢ est davantage ¢levé laisse penser que
les mécanismes de régulation du gene &€ par BP1 serait bien plus complexe. Les
mécanismes moléculaires impliquant SOX6 restent donc a étre €élucidés étant donné que
ce facteur de transcription peut agir soit en tant qu’activateur soit en tant que répresseur
transcriptionnel (Lefebvre, 2010).

L’expression de y semble diminuer dans les cellules érythroides définitives
feetales BP1%; Ik™; B-YAC a E12.5 et E13.5 suggérant un role de BP1 humain dans la
répression des geénes feetaux en absence d’lkaros. Cette observation indique que la
présence de BP1 humain atténue ’altération de I’expression des génes de (3-globine
engendrée par la perte d’lkaros. Toutefois, 1’effet de BP1 humain ne semble pas étre
suffisant pour abolir totalement le retard en absence d’lkaros puisque la commutation de
I’hémoglobine feetal-adulte a lieu au méme 4ge que Ik”; B-YAC soit E12.75. Méme si
les mécanismes impliqués restent a étre définis, I’élévation importante du niveau
d’EKLF et BCL11A pourrait expliquer cette situation. En effet, BP1 semble avoir un
impact plus important dans 1’activation de ces facteurs en absence d’lkaros a E12.5

(Figure 3.15 et 3.16). Il semblerait donc que BPI antagonise la perte d’lkaros en
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augmentant considérablement I’expression d’EKLF et indirectement celle de BCL11A,
ce qui entraine une réduction de y qui persiste a E13.5. D’ailleurs, cette hypothése
semble concorder avec le fait qu'un site de liaison potentiel de BP1 ait été identifié 422
bp en aval du site d’initiation de la transcription du géne murin EKLF. Ainsi, en
I’absence d’lkaros, BP1 pourrait augmenter directement I’expression d’EKLF, ce qui
engendrait par la méme occasion une augmentation du niveau de BCL11A dans les
cellules érythroides définitives. Par ailleurs, cette hypothése semble aussi suggérer la
possibilité que les protéines endogenes BP1 et Ikaros soient liées fonctionnellement au
niveau post-traductionnelle dans les cellules érythroides définitives feetales des
embryons sauvages aux ages embryonnaires E12.5 et E13.5.

A noter que la diminution de y 4 E13.5 est associée a une élévation du niveau de
B dans les cellules érythroides définitives BP1%; k" B-YAC. 1l se pourrait que les
niveaux ¢levés d’EKLF et BCL11A soient responsables de cette situation. En effet,
BCLI11A pourrait reconfigurer le locus humain de f-globine entre E12.5 et E13.5 de
sorte que le BLCR puisse intéragir préférentiellement avec le géne adulte  (Sankaran et
al., 2010). Une capture de la conformation de la chromatine (3C) pourrait confirmer
cette hypothése et aider a mieux comprendre I’impact de la surexpression de BP1
humain dans la régulation des genes feetaux et adultes de [3-globine en absence d’Ikaros.
De plus, il se pourrait que la dérépression de SOX6 murin observée a EI12.5 soit
nécessaire afin de finaliser la répression des génes feetaux y dans les cellules érythroides
des embryons BP1*; Ik”"; B-YAC. Etant donné que le facteur de transcription BCL11A
n’occupe pas les promoteurs des geénes feetaux du locus humain de B-globine (Sankaran

et al., 2010), la répression de y observée pourrait étre due a 1’action de SOX6.
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Conclusions et perspectives

Notre étude chez les souris transgéniques BP1* a permis de montrer que BP1
humain peut non seulement réprimer le géne adulte § mais aussi activer les génes ¢ et y
in vivo. Cependant, les mécanismes moléculaires restent a étre définis. En effet, il faudra
effectuer des analyses par immunoprécipitation de la chromatine afin de déterminer la
liaison de BP1 au niveau des promoteurs des génes fcetaux et adultes. Il sera important
de confirmer in vivo si BP1 humain lie réellement les silencers I et II présents dans le
promoteur du géne humain (. Par ailleurs, déterminer la conformation de la chromatine
par une analyse 3C chez les souris BP1*’; B-YAC & E12.5 aiderait & avoir une idée de la
reconfiguration du locus humain de p-globine en présence de BP1 humain notamment en
ce qui concerne I’intéraction entre le 3-LCR et les génes de B-globine.

Des données indiquent que BP1 humain pourrait faire partie d’un complexe
comprenant les protéines de type HMG capables de créer une torsion de ’ADN. BP1 et
HMG pourrait interagir physiquement pour produire un encombrement spatial au niveau
de la promoteur du géne adulte 3 et empécher des activateurs tels que EKLF de
promouvoir 1’activation des genes adultes (Drew et al., 2000). Il sera donc intéressant de
vérifier ceci par une immunoprécipitation des protéines. Ceci permettra par la méme
occasion de déterminer les protéines partenaires de BP1 qui a ce jour restent inconnus.
Par ailleurs, la fonction de BP1 dans la régulation des génes de B-globine pourrait
dépendre de I’intéraction/présence avec d’autres facteurs de transcriptions tels qu’lkaros.
Cette idée est supportée par la répression des genes feetaux et 1’activation du gene adulte
dans un contexte de surexpression de BP1 en absence d’lkaros. Nous proposons que BP1
nécessite la présence d’lkaros pour certaines fonctions dans la régulation des génes
humains de -globines. Il sera intéressant de vérifier par co-immunoprécipitation si BP1
intéragit avec Ikaros dans les cellules érythroides définitives des embryons sauvages et
transgéniques. Par ailleurs, BP1 semble pouvoir réguler les facteurs EKLF et BCL11A
en absence d’lkaros. Etant donné qu’un site de liaison potentiel de BP1 a été mis en
¢évidence dans la région régulatrice du gene murin EKLF, nous pourrions vérifier par

ChIP si le facteur de transcription BP1 lie véritablement cette région d’EKLF pour
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confirmer 1’hypothése émise précédemment concernant la participation de BP1 dans la
régulation d’EKLF et par extension dans celle de BCL11A.

Plusieurs études dont la notre démontrent la présence d’un homologue de BP1
humain chez la souris. Il serait judicieux de procéder a une ablation du géne endogéne
murin BP1 spécifiquement dans le compartiment érythroide des souris sauvages. Pour
cela, des souris BP1"" (sites loxP de part et d’autre d’un des exons du géne murin BP1)
pourraient €tre crois€es avec des souris ErGFPCRe dans lesquelles la Cre recombinase,
sous le controle du promoteur de EpoR, est capable de recombiner les génes flanqués par
des sites LoxP uniquement dans les cellules érythroides (Heinrich et al., 2004). Ceci
pourrait éclairer la fonction de BP1 au cours de I’érythropoi¢se.

Chez la souris et I’humain, la protéine BP1 posséde un poids moléculaire
d’environ 32 kDa alors que la taille prédite est de 26 kDa (Chase et al., 2002). 1l se
pourrait que le facteur de transcription BP1 subisse des modifications post-
traductionnelles nécessaires a sa fonction dans la régulation des genes de P-globine.
Plusieurs études ont mis en évidence que la sumoylation est responsable non seulement
de ’augmentation du poids moléculaire des protéines mais surtout de la modification de
la fonction des facteurs de transcription (Gomez del Arco, 2005; Siatecka et al., 2007).
De plus, la sumoylation est impliquée dans les interactions protéine-protéine. Une
désumoylation de la protéine BP1 murine dans les cellules érythroide foetales pourrait
étre envisagée afin de déterminer si ce facteur de transcription est la cible de ce type de

modification post-traductionnelle.
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Annexe 1. Construction plasmidique PBGD-BP1f-HS4

La construction comprend le promoteur PBGD érythroide spécifique en amont de I’ADNc de
BP1 humain. Les éléments régulateurs de -globine humain (18 pb de I’exon 2, intron 2, exon 3,
et polyA) et ’insulateur HS4 ont été mis en position 3’ de I’ADNc de BP1 humain.



