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« Death Inducing Signaling Complex »
DéoxyriboNucléase II
2,3 DiPhophoGlycerate
« Erythroid Endogenous Colony »
« Erythroid Kruppel-like Factor »
« Erythroblast macrophage protein »
Erythropoiétine
Récepteur a I’Epo
« Extracellular signal Regulated Kinase »
« Fas-Associated Death Domain »
« Fanconi Anemia Complementation group C »
« Fibroblast Growth Factor »

« Forkhead box O1 »
« Friend leukemia virus integration 1 »
« FADD-Like ICE Inhibitory Proteins »
FLIP cellulaire
« viral FLICE-Inhibitory Protein »
« Fibroblast growth factor-inducible 14 »
« Friend Of GATA-1 »
« Forkhead box O3A »
« Friend Virus Anemia inducing strain »
« GRB2-associated binding protein »
« v-IFN Activated Sequences »
« Granulocyte-Colony Stimulating Factor »
« Growth factor independent 1B »
« Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor »
« Granulocyte-Makrophage Progenitor »
Glycoprotéine IX
Glycoprotéine 130
Glycophorine A
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GR
GRB2
GSK3
GTP
HAT
HIF
HLA
HRI
HSC
Hsc70
HSE
HSF
Hsp
IAP
ICAD
ICE
Id
IEC
IFN
IGF-1
IKK
IL
IRS-2
JAK2
JH
JNK

kb
LAL-T
Lck
LCR
LMO-2

« Glucocorticoid Receptor »

« Growth factor Receptor-bound protein 2 »
« Glycogen Synthetase Kinase 3 »
Guanosine TriPhosphate

Histone Acétyle-Transférase

« Hypoxia Inducible Factor »

« Human Leukocyte Antigen »

« Heme Regulated Inhibitor of translation »
Cellules Souches Hématopoictiques

« Heat Shock Cognate 70 »

« Heat Shock Element »

« Heat Shock Factors »

« Heat shock proteins »

« Inhibitor of Apoptosis Protein »

« Inhibitor of Caspase Activated DNase »
enzyme de conversion de I’interleukine-1alpha
« Inhibitors of DNA binding »

Inhibiteur de I'enzyme de conversion de l'angiotensine
Interféron

« Insulin-like Growth Factor-1 »

IKB kinase

Interleukine

« Insulin Receptor Substrate-2 »

Janus Kinase 2

« JAK Homology »

c-Jun-NH,-terminal Kinase

Ion potassium

Kilobase

Leucémies Aigués Lymphoblastiques T

« Leukocyte-specific protein tyrosine kinase »
« Locus Control Region »

« LIM domain only 2 (rhombotine-like 1 »
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Lin
LT-HSC
Lyn
Maf
MAP
MAPK
M-CSF
MEKK1
MDS
MEL
MENT
MEP
MGG
MPP
MST1
NAIP
NEF
NES
NF-E2
NF-KB
NGF
NLR
NLS
NuMA

ORL
PARP
PBD
PCNA
PH
PHA
PI3K

« Lineage negative »

« Long-Term HSC »

« Lck/yes-related novel tyrosine kinase »

« musculoaponevrotic fibrosarcoma oncogene homolog »
« Mitogen-Activated Protein »

« Mitogen-Activated Protein Kinase »

« Macrophage Colony-Stimulating Factor »
MAP Kinase Kinase 1

Syndromes myélodysplasiques

« Murine ErythroLeukemia »

« Mature Erythrocyte Nuclear Termination stage-specific protein »
« Megakaryocyte-Erythroid Progenitor »
May Grunwald Giemsa

« MultiPotent Progenitor »

« Mammalian Sterile Twenty-like kinase »
« Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein »
« Nucleotid Exchange Factor »

« Nuclear Export Signal »

« Nuclear Factor Erythroid-derived 2 »

« Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells »
« Nerve Growth Factor »

« NOD-Like Receptor »

« Nuclear Localization Signal »

« Nuclear-Mitotic Apparatus protein »
Nucleoporin

Otho-Rhino-Laryngée

Poly(ADP-Ribose) Polymérase

« Peptid Binding Domain »

« Proliferating Cell Nuclear Antigen »

« Pleckstrine Homolog »
PhytoHémaglutinine

Phosphatidylinositol 3-kinase
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PIDD
PIP3
PKA
PKB
PKC
PKR
PLC-y
PR3
PTP
RAIDD
RANKL
Ras

Rb

RE

RIP
siRNA
snRNPs
RON
ROS
SAPK
SCF
SDF-1
SH2
SHIP
SHP-1
SOCS
Sos 1
STAT
ST-HSC
Syk

T. thermophila
T3

« P53-Induced protein with Death Domain »

3' phospho-inositol

Protéine Kinase A

Protéine Kinase B

Protéine Kinase C

« Double-stranded RNA-dependent Protein Kinase »
PhosphoLipase C-y

Proteinase 3

Pore de Transition de Perméabilité (

« RIP-Associated ICH-1/CED-3-homologous protein with Death Domain »

« Receptor Activator of NF-KB Ligand »
« Rous sarcoma kinase »

« Retinoblastoma protein »
Réticulum endoplasmique

« Receptor-Interacting Protein »

« Small Interfering RNA »

« small nuclear RiboNucleoProtein »
Récepteur d’Origine Nantais

« Reactive Oxygen Species »

« Stress-Activated Protein kinase »

« Stem Cell Factor »

« Stromal Derived Factor-1 »

Src Homology 2

« SH2-containing Inositol Phosphatase »

« Small Heterodimer Partner-1 »

« Suppressor Of Cytokine Signalling »

« Son of sevenless homolog 1 »

« Signal Transducer and Activator of Transcription »
« Short-Term HSC »

« Spleen tyrosine kinase »

Tetrahymena thermophila

trilodothyronine
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TAL-1
TCR
TGF-B
TIMP-1
TNF
TNF-R
Tpo

Tpr
TRADD
TRAIL
TRAIL-R
TRPC
TWEAK
UBP

« T-cell acute lymphocytic leukemia 1 »

« T Cell Receptor »

« Transforming Growth Factor-3 »

« Tissue Inhibitor of MetalloProteinases-1 »
« Tumor Necrosis Factor »

« Tumor Necrosis Factor-Receptor »
Thrombopoiétine

« Translocated promoter region »

« TNF Receptor-Associated Death Domain »
« TNF Related Apoptosis Inducing Ligand »
« TRAIL-Receptor »

« Transient Receptor Potential Channel »
«Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis »

« Ubiquitin Binding Peptid »

VCAM-1/a, integrine « Vascular Cell Adhesion Molecule-1 »

VEGF

VHL
VLA-4/1CAM-4
XIAP

ZBP-89

« Vasular Endothelial Growth Factor »
Von Hippel Lindau

« Very Late Antigen-4/Inter Cellular »
« X-linked mammalian Inhibitor »

« Zinc finger Binding Protein of 89 kDa »
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RESUME

Hsp70 est un nouveau régulateur majeur de I'érythropoiése empéchant le clivage du facteur

de transcription GATA-1 par la caspase-3 au cours de la différenciation

La production de globules rouges dépend du taux apoptose des précurseurs érythroides et est
principalement régulé par I’érythropoiétine (Epo). La privation en Epo aboutit a I'activation de la
caspase-3 (casp-3) qui clive GATA-1 ce qui entraine l'apoptose des érythroblastes immatures.
L’activation de la casp-3 est également indispensable aux modifications morphologiques
caractéristiques observées au cours de la différenciation érythroide terminale humaine, sans qu’il
n’y ait ni d’apoptose ni de clivage de GATA-1.

L’objectif de cette thése était de mettre en évidence si Hsp70 inductible, dont un des rdles
principaux est la régulation de l'apoptose, est impliquée dans la protection sélective des substrats
de la casp-3 activée au cours de la différenciation érythroide terminale humaine. Nous avons mis
en évidence que lors de la différentiation érythroide terminale pendant la phase d'activation des
caspases, Hsp70 a une expression nucléo-cytoplasmique constitutive et co-localise avec GATA-1
dans le noyau. La localisation nucléaire d’Hsp70 est régulée par I’Epo : aprés privation des
cellules en Epo, il y a une importante diminution de la localisation nucléaire d'Hsp70 et GATA-1
est clivée. L’inhibition de I’expression d’Hsp70 par une approche siRNA a comme conséquence
le clivage de GATA-1 lors de l'activation de la casp-3 avec un arrét de différenciation et une
augmentation de la mort cellulaire.

Hsp70 est une nouvelle protéine anti-apoptotique de la différenciation érythroide terminale. Nous
proposons un modele dans lequel I'Epo détermine le destin des érythroblastes (apoptose vs

différenciation) en aval de la casp-3 en régulant la localisation nucléaire d'Hsp70.

Mots clés : Erythropoi¢se, GATA-1, Hsp70, Caspase-3, Erythropoiétine
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ABSTRACT

Hsp70 is a new major regulator of erythropoiesis by preventing caspase-3-mediated

cleavage of GATA-1.

Red blood cells production depends on apoptosis rate of erythroid precursors. This process is
mainly regulated by the erythropoietin (Epo). Thus, Epo starvation results in caspase-3 (casp-3)
activation and as a consequence GATA-1 is cleaved and apoptosis of immature erythroblasts
occurs. Casp-3 activation is also absolutely required for the morphological changes that occur
during normal human terminal erythroid differentiation. In this context, although that caspase-3 is
activated, apoptosis and GATA-1 cleavage do not occur. The aim of this thesis, was to study if
the inducible form of Hsp70 which is chaperon protein that play a major role as a modulator of
apoptosis. Here, we show that inducible Hsp70 is constituvely expressed during human terminal
erythroid differentiation, in both nuclear and cytoplasmic erythroblast compartments. Hsp70 and
co-localizes with GATA-1 in the nucleus at the onset of caspases activation during terminal
erythroid differentiation. Hsp70 nuclear localization is regulated by Epo: after Epo starvation,
while Hsp70 nuclear localization is lost, GATA-1 is cleaved. Transfection of siRNA Hsp70,
reduces significantly Hsp 70 expression, and is associated with GATA-1 cleavage at the onset of
casp-3 activation occuring during erythroid differentiation. Hsp70 inhibition leads to stop
differentiation and increase cell death.

Therefore, Hsp70 exerts a new critical anti-apoptotic role during terminal erythropoiesis. We
propose a model in which, Epo determines the fate of erythroblasts (apoptosis vs. differentiation)

downstream of casp-3 activation by regulating the nuclear localization of Hsp70.

Key words: Erythropoiesis, GATA-1, Hsp70, Caspase-3, Erythropoietin
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INTRODUCTION






I. ERYTHROPOIESE

I.A. Introduction

L’¢érythropoiese est le processus permettant la production de globules rouges matures ou
érythrocytes. Ces cellules, anucléées, de forme biconcave et dont le composant principal est
I'hémoglobine, permettent le transport de l’oxygéne dans tous les tissus de I'organisme.
L’érythropoi¢se est caractérisée par ’engagement d’une cellule souche hématopoiétique
multipotente a I’origine de tous les éléments du sang (Figure E1) vers un progéniteur érythroide
qui, en se différenciant, va diminuer ses capacités de prolifération et aboutir a la formation
d’érythrocytes. La production de globules rouges représente le plus haut rendement du systeme
hématopoiétique, avec un taux de production estimé a 200 milliards d’érythrocytes par jour. Ce
processus est finement régulé par I’effet combiné du microenvironnement et des facteurs de
croissance qui permettent la survie, la prolifération et/ou la différenciation des progéniteurs
¢érythroides, et de facteurs de transcriptions qui régulent la transcription de génes impliqués dans
I’acquisition du phénotype érythroide. La durée de vie des globules rouges d'environ 120 jours
implique une régulation fine et précise de leur production, afin de maintenir I'homéostasie du
systeme. En cas de besoins accrus, 1’érythropoie¢se peut s’adapter et produire 7 a 8 fois plus

d’érythrocytes.

L.B. Description de I’érythropoiése chez I’homme adulte au niveau cellulaire

I.B.1. Ontogénie

Chez I’homme comme chez I’animal, le siége principal de I’érythropoiese se modifie au cours de
I’évolution ontogénique. Ainsi, au début de la vie embryonnaire, les premieres hématies se
forment dans les ilots sanguins du sac vitellin. Dans le deuxiéme mois de la gestation, ces
grandes cellules nucléées sont progressivement remplacées par des cellules plus petites provenant
d’une hématopoic¢se hépatique. Dans les mois suivants, le foie et la rate deviennent les principaux
lieux de production érythrocytaire. Ce n’est qu’a partir du cinquiéme mois que vont se
développer les cavités des régions cartilagineuses centrales des os, siege définitif de
I’érythropoiése chez 1’adulte (Orkin and Zon, 2008). En effet, chez I'homme adulte normal,

I’érythropoicse a lieu seulement dans la moelle osseuse.
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Critical transcription factors for blood development
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Figure E1: Représentation actuelle de I’hématopoiese et principaux facteurs de
transcriptions impliqués dans la différenciation hématopoiétique

(Schéma tiré de Orkin et Zon, 2008)



L’érythropoicse est un processus de maturation cellulaire continue pouvant étre schématiquement
divisée en deux étapes :

1/ L’érythropoiése précoce pendant laquelle une cellule souche hématopoiétique médullaire
restreint sa multipotence et s’engage définitivement dans la voie de la lignée rouge. Cette phase
correspond a I’activation d’un programme complexe de différenciation aboutissant a 1’apparition
de progéniteurs érythroides unipotents. Ces cellules représentent a peine 1% des éléments de la
moelle normale et gardent cytologiquement I’aspect d’hémoblastes indifférenciés.

2/ L’érythropoicse tardive correspond a la phase de maturation terminale de ces progéniteurs,
sous la dépendance de 1’érythropoiétine (Epo). Cette phase est marquée a la fois par 1’acquisition
des caractéristiques cytologiques et phénotypiques spécifiques de la lignée rouge et par une
expansion massive et finement régulée du compartiment érythroide jusqu’au stade réticulocytaire.
I.B.2. Les cellules souches hématopoiétiques en amont de I’érythropoiése

L hématopoiese est habituellement décrite selon un modele dit « hiérarchique » relativement
rigide dans lequel la différenciation se fait par étapes successives correspondant a une restriction
progressive des potentialités cellulaires.

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC, Hematopoietic Stem Cells), progéniteurs les plus
précoces de 1'hématopoicse, sont peu nombreuses (environ 0,05% des cellules de la moelle
osseuse et 1% des cellules du sang placentaire) et répondent a des critéres précis. Ces cellules ont
une capacité¢ d'auto-renouvellement (Ema and Nakauchi, 2003) et sont pluripotentes (Kondo et
al., 2003) (Szilvassy, 2003) . En effet, elles sont a l'origine de toutes les cellules matures et
fonctionnelles composant le systéeme hématopoiétique.

Chez la souris comme chez I'homme, ['antigéne de surface CD34 (Cluster de Différenciation 34)
est le marqueur de la population des HSC, mais est également exprimé a la membrane dans les
progéniteurs précoces déja engagés et dans les cellules endothéliales (Krause et al., 1996). Le
compartiment des HSC est déterminé par la présence du CD34 et I'absence de marqueurs
antigéniques des lignées lymphoides, myéloides et érythroides (lin") (Lineage negative). Chez
I'homme, l'antigéne de surface CD38 est également utilis¢ pour définir la population des HSC,
son absence dans les cellules CD34'lin” correspondant au phénotype des HSC les plus précoces.
Cependant, la culture de cellules lin'CD34" in vitro ou in vivo entraine la formation de cellules
CD34"; ce qui suggere que les cellules CD34" seraient en amont des cellules CD34" (Kondo et
al., 2003) (Guo et al., 2003) (Wognum et al., 2003). Les HSC humaines les plus primitives
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seraient alors définies par une sélection négative d'antigéne de surface (linCD34°CD38"). Le
marqueur CD133, exprimé dans les cellules humaines CD34, peut alors étre utilisé lors d'une
sélection positive (Wognum et al., 2003).

Le compartiment des HSC peut étre séparé¢ en deux sous-populations distinguées selon leur
capacité de reconstitution de 1'hématopoicse: les ST-HSC (« Short-Term HSC ») ont une
capacité de reconstitution rapide mais inférieure a 6 mois, tandis que les LT-HSC (« Long-Term
HSC »), dont la fréquence est trés faible (1/2000 cellules dans la moelle osseuse), reconstituent
de fagon définitive I'hématopoiése et sont considérées comme les véritables HSC (Kondo et al.,
2003) (Szilvassy, 2003) (Yang et al., 2005) (Zhong et al., 2005) (Zhong et al., 1996).

En plus des LT-HSC et des ST-HSC (Figure E1), une autre sous-population appartenant au
compartiment des HSC a été mise en évidence: les MPP (« MultiPotent Progenitors ») qui
donnent naissance a des progéniteurs engagés soit dans la voie lymphoide (CLP, « Common
Lymphoid Progenitor ») soit dans la voie myéloide (CMP, « Common Myeloid Progenitor »).
L'entrée de ces cellules dans la différenciation hématopoiétique s'accompagne d'une restriction du
potentiel de différenciation vers un lignage de plus en plus précis et d'une perte progressive du
potentiel d'auto-renouvellement. Alors que la différenciation des CLP se fait directement dans un
lignage donné (précurseurs des cellules T, B, dendritiques et NK), les CMP vont tout d'abord
générer deux progéniteurs bipotents : les GMP (« Granulocyte-Macrophage Progenitors ») et les
MEP (« Megakaryocyte-Erythroid Progenitors »). Les GMP vont donner naissance, d'une part,
aux macrophages appartenant au lignage monocytaire et d'autre part aux neutrophiles,
¢osinophiles et probablement aux basophiles et mastocytes appartenant au lignage granuleux. Les
cellules dendritiques ne sont pas exclusivement dérivées de la lignée lymphocytaire et peuvent
¢également se différencier a partir des GMP. Les MEP, quant a eux, donnent naissance aux lignées
érythrocytaire et mégacaryocytaire (Figure E1).

Les mécanismes a l'origine de la détermination d'une cellule multipotente vers une lignée donnée
sont encore imparfaitement compris et deux grandes « théories » se sont longtemps opposées
(D'Andrea, 1994):

-La théorie instructive qui implique un réle déterministe de l'environnement cellulaire sur le
destin de la cellule souche, par le biais de facteurs de croissance et d'interactions entre la cellule
hématopoiétique et son microenvironnement. Les facteurs de croissance peuvent activer un
programme de différenciation spécifique d'une lignée donnée (Metcalf and Merchav, 1982)

(Robb, 2007).
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-La théorie stochastique (Till et al., 1964) selon laquelle les facteurs de croissance possedent
une fonction essentiellement « permissive » en apportant a la cellule des signaux de prolifération
et de survie. La détermination cellulaire est ici dépendante de facteurs transcriptionnels qui
activent un programme d'expression génique spécifique de chaque lignage et inhibent
I'expression des génes spécifiques des autres lignages (Pour revue, cf. (Orkin, 2000).

La différenciation érythroide est spécifiquement sous la dépendance de 1'Epo; et il a été
initialement évoqué que cette cytokine apportait aux progéniteurs multipotents un signal
spécifique de différenciation vers la lignée rouge. De nombreuses publications au cours des 15
dernic¢res années ont réfuté cette hypothése et plaident en faveur du modele stochastique plutot
que du modgele instructif, au moins en ce qui concerne 1'érythropoiése (Lacout et al., 2006) (Wu et
al., 1995a) (Millot et al., 2001) (Pharr et al., 1994) (Socolovsky et al., 1997) (Goldsmith et al.,
1998) (Semerad et al., 1999).

I.B.3. Erythropoiése précoce

La maturation des différents progéniteurs érythrocytaires est un phénomene continu mais les
différents stades de différenciation ont été artificiellement classifiés grace a leur capacité a
former, en culture de méthylcellulose, des colonies d’érythroblastes matures (Gregory and Eaves,
1978). Ces tests rétrospectifs permettent de caractériser les différents progéniteurs par leur taille,
le temps et les facteurs de croissance nécessaires a I'obtention des colonies auxquelles ils donnent
naissance. On peut schématiquement diviser la différenciation érythroide de la fagon suivante:

- Le CFU-GEMM («Colony Forming Unit Granulocyte-Erythroid-Megakaryocyte-

Macrophage ») est un progéniteur myé¢loide multipotent a l'origine de colonies
mégacaryocytaires, granulo-monocytaires et érythroides. Sur le plan immunologique, ces cellules
expriment chez I'Homme l'antigene CD34, CD33, HLA-DR (HLA, « Human Leukocyte
Antigen ») et le récepteur au « Stem Cell Factor » (SCF) c-kit.

- Le BFU-E/Mk (« Burst Forming Unit-Erythroid and Megakaryocyte ») est un progéniteur

possédant la double potentialité érythroide et mégacaryocytaire. Ce progéniteur correspond au
MEP décrit chez la souris. L'existence d'un tel précurseur se base sur plusieurs arguments : de
nombreuses lignées leucémiques, telles que UT7 ou K562 se caractérisent par la co-expression de
marqueurs des deux lignages (Tabilio et al., 1984) (Papayannopoulou et al., 1988) (Rowley et al.,
1992). Les expériences d'invalidation génique chez la souris ont montré que les facteurs de
transcription tels que GATA-1 ou Gfi-1B (« Growth factor independent 1B »), jouant un role

majeur dans la différenciation érythroide, étaient tout aussi impliqués dans la mégacaryopoiese
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(Pevny et al., 1991) (Saleque et al., 2002). Chez I'Homme, ce précurseur bipotent, présent dans la
fraction CD347/CD38"" de la moelle osseuse, donne des colonies de petite taille constituées
d'érythroblastes et de quelques mégacaryocytes en 12 jours de culture en présence de
Thrombopoiétine (Tpo), d' Interleukine -3 (IL-3), d'IL-6, de SCF et d'Epo (Debili et al., 1996).

- Le BFU-E immature (« Burst Forming Unit-Erythroid ») est le premier progéniteur

irréversiblement engagé dans la lignée érythroide. Il est obtenu en 15 jours de culture en milieu
semi-solide chez I'Homme, en donnant de grosses colonies érythroides contenant plusieurs
milliers d’érythroblastes matures. Ces cellules représentent 0,03% des cellules hématopoiétiques
médullaires et seulement 40% des BFU-E sont en cycle et proliférent (Iscove, 1977). Leur
phénotype est CD34" CD33" HLA-DR" et c-kit". Il est dépendant du SCF et d’autres facteurs de
croissance hématopoiétiques pour leur prolifération et leur différenciation. Il n'exprime pas ou
peu le récepteur & ’Epo : Epo-R. En effet, Les souris Epo”™ possédent une quantité normale de
BFU-E immatures. L'insensibilit¢ de ces BFU-E a I’Epo chez I'Homme reste a nuancer,
I'administration de doses fortes d'Epo entrainant une augmentation du nombre et de l'index
mitotique de ces progéniteurs (Dessypris et al., 1988).

- Le BFU-E mature est observé chez 'Homme aprés 10 jours de culture en présence d'IL-3, de

SCF et d'Epo. A ce stade, les cellules n’expriment plus le CD33 tandis que I’Epo-R apparait a
leur surface.

- Les CFU-E (« Colony Forming Unit Erythroid ») sont les progéniteurs les plus matures qui, en
7 jours de culture en méthylcellulose en présence d'Epo, vont donner de petites colonies
d'érythroblastes. Les CFU-E représentent 0,3% des cellules hématopoiétiques médullaires et la
plupart d’entres elles sont en cycle et proliférent (Iscove et al., 1974). Ces cellules n'expriment
plus les marqueurs d'immaturit¢é CD34 et DR, mais expriment a leur surface Epo-R, le CD36, le
récepteur a la transferrine CD71, puis ultérieurement la glycophorine A (Gpa) dont l'expression
augmente au fur et a mesure de la maturation érythroide terminale. En revanche, 1'expression de
c-kit diminue a ce stade. Sur un frottis médullaire, ces différents précurseurs ne représentent
qu'un faible pourcentage des cellules nucléées (1% environ), et ne possédent aucun caractére
cytologique propre qui permette de les identifier en May Griinwald-Giemsa (MGGQ). Ils se
présentent comme de simple hémoblastes, cellules de taille moyenne a haut rapport

nucléocytoplasmique contenant une chromatine fine.
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Ensuite, les CFU-E vont donner les érythroblastes qui sont reconnaissables a leurs morphologies
et qui acquierent des modifications phénotypiques caractéristiques de la différenciation
¢érythroide terminale.

I.B.4. Erythropoiése tardive

L’¢érythropoi¢se tardive correspond ainsi a l'ensemble des modifications morphologiques et
fonctionnelles aboutissant en six jours environ, a partir d'un CFU-E, a la production d'un globule
rouge mature ou érythrocyte. L'ensemble de ces cellules constitue la lignée érythroblastique
proprement dite et représente 20 a 30% des cellules nucléées d'une aspiration médullaire. Sur le
plan anatomique, elle a lieu chez ’homme adulte dans la moelle osseuse, au sein d'une structure
particuliere : 1'llot érythroblastique, contenant en son centre un macrophage nourricier.

La maturation entre le premier stade identifiable (proérythroblaste) et le réticulocyte
s’accompagne d'une expansion cellulaire assurée par quatre mitoses successives. Au cours de la
différenciation érythroide, un index ¢élevé de prolifération est observé au stade CFU-E/
proérythroblastes. L'index de prolifération diminue rapidement dans les étapes terminales de la
maturation jusqu'au stade polychromatophile a partir duquel les mitoses s'arrétent (Gregory and
Eaves, 1978).

Bien que ces différents stades ne soient pas phénotypiquement séparables, la différenciation
érythropoiétique entraine I’évolution de I’expression des antigénes de surface (GpA ou CD235a,
récepteur a la transferrine : CD71, c-kit: CD117, CD34, CDI111, et CD36) (Belaaloui et al.,
2003) (Okumura et al., 1992) (Figure E2).

La classification des stades érythroblastiques repose sur plusieurs critéres fournis par
I’observation au microscope optique de frottis colorés au MGG : taille cellulaire, rapport
nucléocytoplasmique, basophilie du cytoplasme et surtout arrangement de la chromatine qui se
condense au fur et a mesure de la maturation. Au cours de ce processus, il y a une réduction
progressive du volume cellulaire, le noyau diminuant de volume plus rapidement que la cellule
entiere. Enfin, le noyau est exclu. Le cytoplasme des cellules jeunes est intens€ément basophile et
devient progressivement acidophile. Cela s’explique par une diminution progressive d’acides
ribonucléiques responsables de la basophilie, doublée de 1’apparition progressive de

I’hémoglobine, qui donne au cytoplasme cette affinité¢ pour 1’éosine.
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Figure E2 : L’ érythropoiese : processus par lequel les cellules souches hématopoiétiques
multipotentes se différencient en globules rouges matures



On distingue ainsi, par ordre de maturité croissante : le proérythroblaste, 1'érythroblaste
basophile, [I'érythroblaste polychromatophile, 1'érythroblaste acidophile, le réticulocyte,
I'érythrocyte qui est une cellule anucléée (Figure E2). Les érythroblastes sont classés en deux
grandes catégories: immatures et matures. Du stade proérythroblaste au stade érythroblaste
basophile, on considere que les érythroblastes sont immatures. A partir du stade érythroblaste
polychromatophile, les érythroblastes sont dits matures.

1.B.4.1. Les différents stades de la maturation érythroide terminale
1.B.4.1.1. Le proérythroblaste

Le proérythroblaste est une cellule rare, représentant environ 0,5 % des cellules médullaires. C'est
une cellule de grande taille (25 a 28 um de diametre), arrondie ou légerement ovale, au rapport
nucléocytoplasmique élevé (autour de 0,8). La chromatine est fine mais moins homogene que
celle des blastes indifférenciés et tend a se regrouper en amas. On observe un ou deux nucléoles
peu nets. Le cytoplasme est réduit & une mince couronne périnucléaire dont la basophilie intense
« bleu de Prusse » est caractéristique.

1.B.4.1.2. Les érythroblastes basophiles

Ils représentent de 2 a 4% des cellules médullaires. Leur diameétre est de 16 a 18 um. Ce sont des
cellules arrondies et bien limitées. La structure chromatinienne se condense en mottes
hexagonales ou pentagonales trés foncées en MGG et fréquemment disposées en rayon. Le
nucléole disparait. Le cytoplasme reste profondément basophile et encore plus que celui du
proérythroblaste. L'hémoglobine commence a y étre synthétisée. Ces cellules proliférent et
donnent naissance au premier stade d'érythroblastes matures: les érythroblastes
polychromatophiles.

I.B.4.1.3. Les érythroblastes polychromatophiles
Ces cellules sont caractérisées par l'accumulation progressive d'hémoglobine dans leur

cytoplasme qui perd sa basophilie profonde. La taille de ces cellules est nettement inférieure a
celle des érythroblastes basophiles (9 a 12 um) en raison, essentiellement, de la réduction du
volume nucléaire. La cellule reste bien ronde avec un noyau central ayant une chromatine en
mottes trés denses toujours en forme de « rayons de roue ». La quantité d'hémoglobine présente
dans le cytoplasme augmente, celui-ci devient de ce fait moins basophile et s'éclaircit pour
prendre une coloration violet clair. Ce sont les derniers érythroblastes ayant la capacité de

proliférer.
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1.B.4.1.4. Les érythroblastes acidophiles

Dernier stade nucléé de la maturation érythroblastique, le stade acidophile se caractérise par la
petite taille des cellules (8 a 9 um), par un noyau devenu pycnotique et rond qui s’excentre
progressivement, constitué de 2 a 4 blocs chromatiniens extrémement compacts. Le cytoplasme
désormais rempli d'hémoglobine apparait rose-orangé clair. De l'expulsion nucléaire nait le
réticulocyte.

1.B.4.1.5. Les réticulocytes

Ce sont des cellules anucléées, acidophiles et de forme irrégulicre. De taille légerement plus
grande que 1'hématie mature (>100 femto litres) et qui contient encore des ribosomes dessinant un
réseau lache bien visible apres coloration par le bleu de Crésyl. Ces cellules quittent la moelle
osseuse et passent dans le sang ou elles vont maturer pendant 2 a 3 jours avant de devenir enfin
un globule rouge.

1.B.4.1.6. Les érythrocytes

Le globule rouge normal est une cellule anucléée ayant la forme d'un disque biconcave. Il a une
forme réguliere de 7,5 pm environ. Son cytoplasme est acidophile. Aucun organelle n'est présent
dans 1'érythrocyte mature. L'hémoglobine représente le tiers de la masse du globule rouge. Il
contient aussi de I'eau, des ions (K™ notamment), du glucose et des enzymes. Toute anomalie de
la taille ou de la forme des érythrocytes entraine une anémie. Les érythrocytes non conformes ne
pouvant se déformer pour passer dans les capillaires les plus fins et assurer leur fonction, sont
¢liminés par la rate.

I.B.S. Etapes de la maturation terminale

L.B.5.1. Réle des cellules stromales dans la régulation de I’érythropoiése

L’érythropoiese nécessite 1’établissement d’unités anatomiques distinctes appelées ilots
érythroblastiques et localisées dans le foie feetal, la moelle osseuse et également la rate chez la
souris. Les 1lots érythroblastiques sont des niches spécialisées dans lesquelles les précurseurs
proliferent, se différencient et expulsent leur noyau et sont composées par une cellule
macrophagique centrale qui émet de nombreux pseudopodes venant entourer les érythroblastes
disposés en couronne autour d’elle (Allen and Dexter, 1982) (Chasis and Mohandas, 2008). Cette
organisation cellulaire est un ¢lément essentiel de la maturation terminale des érythroblastes. Elle
assure une triple fonction de: 1) Régulation de la croissance et de la différenciation
¢érythroblastique, 2) Epuration des déchets, en particulier, élimination des noyaux expulsés des

érythroblastes acidophiles ou des érythroblastes abortifs en cas d'érythropoiese inefficace, 3)
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Régulation de la mort cellulaire par apoptose des précurseurs érythroides. Le fer, nécessaire a la
synthése d'hémoglobine, et li¢ a la transferrine, est fourni par les macrophages de la moelle
osseuse apres phagocytose et recyclage du fer de I'hémoglobine contenu dans les érythrocytes
ageés (ou sénescent).

Historiquement, la protéine Emp (« Erythroblast macrophage protein») a été la premicre
molécule  identifiéee = comme capable de former une liaison  homophilique
macrophage/érythroblaste. Les feetus murins Emp-null meurent d’une anémie séveére montrant
que Emp joue un réle essentiel dans 1’érythropoicse (Soni et al., 2006) (Hanspal et al., 1998). Les
interactions entre VLA-4/ICAM-4 (Very Late Antigen-4) (InterCellular Adhesion molecule-4)
(Lee et al., 2006b) et VCAM-1/a,, integrine (« Vascular Cell Adhesion Molecule-1 ») (Sadahira
et al., 1995) entre les érythroblastes et le macrophage central contribuent a 1’intégrité de 1’1lot.
Ces protéines permettent la cohésion anatomique de 1'7lot érythroblastique; l'invalidation de leur
geéne chez la souris entrainant une diminution plus ou moins marquée de la formation de ces ilots
ainsi que, parfois, une inhibition de I'érythropoi¢se terminale. L’intégrité¢ de la structure des ilots
met en jeu également des interactions entre les érythroblastes et la matrice extracellulaire par
I’intermédiaire d’intégrines (Simmons et al., 1992).

L’1lot érythroblastique est un élément essentiel de la régulation de 1'érythropoicse via 1’activation
des récepteurs de mort cellulaire présents a la surface des érythroblastes (Chasis and Mohandas,
2008) (cf. infra). La prolifération érythroblastique est accentuée au contact de macrophages
indépendamment de la concentration en Epo et résulte d’une diminution de la durée de la phase
GO0/G1 (Rhodes et al., 2008).

Il a récemment été¢ décrit que la DNase II (DésoxyriboNucléase II) serait impliquée dans la
maturation érythroide et particulicrement dans le processus d’énucléation en fin de
différenciation érythroide. Chez la souris, la DNase II, présente dans les lysosomes du
macrophage, est responsable de la dégradation de I’ADN (Acide DéoxyriboNucléique) apres
expulsion du noyau de I’érythroblaste (Kawane et al., 2001), comme c’est le cas lors de la
phagocytose des cellules apoptotiques. Les souris déficientes en DNase II meurent d’anémies
séveres associées a la présence d’érythroblastes nucléés circulants qui ne sont normalement
observés que dans la moelle osseuse. Les macrophages centraux des ilots érythroblastiques
représentent une source de DNase II et sont ensuite responsables de la phagocytose des noyaux

expulsés par la reconnaissance des phosphatidylsérines a leur surface (Yoshida et al., 2005).
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Des anomalies de la différenciation macrophagique peuvent avoir des conséquences sur la
fonction des ilots érythroblastiques et affecter la différenciation érythroide. La protéine Rb
(Retinoblastoma protein), qui joue un rdle régulateur dans la différenciation macrophagique, est
nécessaire a la maturation érythroide. L’inactivation du géne Rb dans les souris entraine une
mort embryonnaire avec une anémie causée par un défaut d’énucléation (Clarke et al., 1992)
(Jacks et al., 1992) (Lee et al., 1992). La protéine Rb joue aussi un rdle intrinseque au cours de la
différenciation érythroide terminale lors de la phase d’arrét du cycle cellulaire : son absence
induit une érythropoiese inefficace avec un blocage de la différenciation entre 1’érythropoicse
précoce et tardive (Sankaran et al., 2008).

I.B.5.2. Modifications morphologiques et structurales du noyau

Au cours de la maturation de I’érythroblaste, on observe une réduction de la taille du noyau, une
disparition des nucléoles et une condensation de la chromatine concomitantes a I’arrét du cycle
cellulaire et de la réplication de I’ADN. La condensation de la chromatine commence lors de la
différenciation des érythroblastes basophiles, phénoméne qui se poursuit et s'accentue lors de la
différenciation en érythroblastes acidophiles. La condensation de la chromatine est associée a la
répression des genes contenus dans les portions d'ADN condensé. Ainsi, au cours de la
différenciation terminale des érythroblastes, une extinction progressive de la plupart des génes est
observée. Cette diminution de la taille du noyau implique un remaniement de I'architecture de la
membrane nucléaire. Ces changements morphologiques sont a rapprocher de ceux que 1’on
observe dans I’apoptose (cf. chapitre II). Au cours de la différenciation, I'ADN est clivé et de
grands fragments d'ADN de 50 a 200 kb (kilobase)sont générés sans qu'il survienne une
fragmentation internucléosomale de 'ADN comme lors de l'apoptose (Morioka et al., 1998).
Plusieurs observations indiquent que [’activation des caspases (« cysteinyl-aspartate-cleaving
protease ») est impliquée dans le processus de maturation érythroide et pourraient jouer un role
important dans ce phénomene(Gregoli and Bondurant, 1999) (Carlile et al., 2004; Zermati et al.,
2001). 11 a été précédemment mis en évidence, dans le laboratoire, qu’au cours de la
différenciation érythroide terminale, la caspase-3 est activée de facon transitoire au moment ou
les changements morphologiques des érythroblastes apparaissent et pourraient expliquer les
modifications cellulaires observées au cours de la maturation terminale (Zermati et al., 2001).
L’activation de la caspase-3 est associée a 1’activation de la caspase-6 et au clivage de la Lamine
B, protéine de la lamina nucléaire associée a la fois a la chromatine et a la membrane nucléaire et

pourrait étre responsable de la condensation du noyau comme cela a été décrit au cours de
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I’apoptose (Morioka et al., 1998; Takahashi et al., 2000) (Paddy et al., 1990). De plus, la protéine
Acinus, responsable de la condensation de la chromatine mais pas de sa dégradation, est activée
par le clivage de la caspase-3 au cours de la différenciation érythroblastique (Sahara et al., 1999).
En revanche, bien que les caspases exécutrices soient activées, les cellules n’entrent pas en
apoptose puisqu’elles n’expriment pas de phosphatidylsérines a leur membrane, ICAD
(« Inhibitor of Caspase Activated DNase ») n’est pas clivé et reste associ¢é a CAD (« Caspase
Activated DNase ») en inhibant son activité de fragmentation de I’ADN, AIF (« Apoptosis
Inducing Factor ») n’est pas transloqué dans le noyau (Hristoskova et al., 2007) et GATA-1 n’est
pas dégradé (Zermati et al., 2001) (cf. Chapitre 1I.A.4.1.1.1.). Lors de la culture érythroide,
I’inhibition des caspases juste avant leur phase d’activation par un agent comme le z-VAD
(Zermati et al., 2001), ou par ARN interférence (siRNA (« Small Interfering RNA ») spécifique
de la caspase-3 (Carlile et al., 2004), entraine un blocage de la différenciation érythroide au stade
basophile. Ces données ont aussi été confirmées dans les érythroblastes murins. Dans ce modg¢le,
il a ét¢ montré que I’hyper-expression de Raf-1, qui prévient I’activation des caspases, empéche
la maturation érythroide en inhibant la différenciation induite par les caspases. Un phénoméne
opposé est observé dans les souris Raf-17" (Kolbus et al., 2002).

Par ailleurs, la distribution des protéines appartenant a différents sous-compartiments nucléaires a
¢été étudiée dans des érythroblastes isolés de souris infectées par la souche anémiante du virus de
Friend (FVA, « Friend Virus Anemia inducing strain ») (Krauss et al., 2005). Ces travaux ont
montré, pendant la phase tardive de 1’érythropoicse, des résultats contradictoires concernant le
clivage de la Lamine B, mais ont mis en évidence des phénoménes de redistribution des protéines
des pores nucléaires (Nupl153, Tpr, Nup62, Nup358) (Nup, Nucléoporine) (Tpr « Translocated
promoter region ») alors que des protéines majeures de la matrice nucléaire comme NuMA
(« Nuclear-Mitotic Apparatus protein ») et des facteurs d’épissage tels que les snRNPs (« small
nuclear RiboNucleoProtein ») demeurent. Cette réorganisation permet le maintien de la
transcription d’un certain nombre d’ARN comme ceux des globines a et § ou de Bel-xy, (« B-cell
lymphoma extra large ») et leur export nécessaire a la poursuite du processus de différenciation.
Sur le méme mode¢le, il a également été mis en évidence récemment que la condensation de la
chromatine au cours de la différenciation érythroide terminale dépendrait de la méthylation et de
la désacétylation de certaines histones. Le traitement des cellules par un inhibiteur des histones
désacétylases bloquerait la condensation de la chromatine et 1’expulsion du noyau (Popova et al.,

2009). Chez le poulet, la protéine MENT (« Mature Erythrocyte Nuclear Termination stage-
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specific protein »), peu exprimée dans les érythroblastes immatures, est synthétisée au cours de la
maturation érythroblastique, parallelement a l'accroissement de la condensation de la chromatine
a laquelle elle participe en coopération avec l'histone H5 (Grigoryev and Woodcock, 1993)
(Grigoryev et al., 1992). Dans un autre modele d’érythroleucémie murine (MEL, « Murine
ErythroLeukemia »), il avait été suggéré que la déphosphophorylation de 1’histone « linker » H1
¢était nécessaire aux modifications de la chromatine (Yellajoshyula and Brown, 2006). D'autres
molécules comme les polyamines, que 'on trouve liées a la chromatine hautement condensée et
généralement décrites comme essentielles a la différentiation et a la prolifération, s'associent a
I'ADN au cours de la maturation des érythroblastes et semblent participer a la condensation de la
chromatine (Koch et al., 1988).

Il a également été suggéré que p53 aurait une fonction possible pendant les derniéres étapes de la
différenciation. En effet, une expression importante de p53 est observée dans les érythroblastes
acidophiles ; cette activation pourrait étre associée a la dégradation nucléaire qui s’effectue a ce
stade, sans I’exécution compléte du processus apoptotique, en raison de la décroissance de
’activité des caspases (Peller et al., 2003).

I.B.5.3. L’énucléation.

Chez certains animaux (les oiseaux, l'embryon de certains rongeurs), l'expulsion du noyau ne se
produit pas et les érythrocytes sont nucléés. Chez I'homme, la présence du noyau dans les
érythrocytes circulants traduit toujours une pathologie (myélofibrose, par exemple) ou est
secondaire a une augmentation brutale de I'érythropoi¢se, comme c'est le cas au cours
d'hémorragie ou d'hémolyse. Par contre, aucune pathologie constitutionnelle s'accompagnant
d'absence d'énucléation n'est connue, soulignant I'importance de ce phénomene pour une bonne
hémodynamique.

A la fin de la maturation de 1’érythroblaste, on observe une migration du noyau a la périphérie de
la cellule et un bourgeonnement de la membrane. L’observation au microscope électronique
montre que le noyau est entouré par une membrane plasmique intacte et relié¢ au réticulocyte par
une fine extension membranaire. A cette étape, la composition de la membrane plasmique
change et s’enrichit en concanavaline A dans sa région périnucléaire (Geiduschek and Singer,
1979). Les protéines de membrane sont alors redistribuées sur le réticulocyte en laissant le noyau
dépourvu d’¢éléments squelettiques (Koury et al., 1989a). Une étude de la Gpa, a ce stade, suggere
que la force de sa liaison au squelette par I’intermédiaire de protéines comme 1’ankyrine ou la

bande 3 détermine sa redistribution sur le réticulocyte (Lee et al., 2004). Celui-ci perd
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progressivement son affinité pour le macrophage alors que le noyau y reste fixé. Une exposition a
une faible force physique est alors capable de rompre cette connexion et de libérer le réticulocyte
dans le flux sanguin. Aprés son expulsion, le noyau expose rapidement a sa surface des
phosphatidylsérines qui constituent un signal de phagocytose par les macrophages. Il semble qu’a
ce stade, le noyau contienne un taux d’ATP (Adénosine TriPhosphate) trés faible et une
concentration en ion calcium (Ca®") élevée. Ces perturbations pourraient inactiver 1I’APLT
(AminoPhosphoLipide Transférase) et activer la scramblase, entrainant une relocalisation des
phosphatidylsérines (Yoshida et al., 2005). L’invalidation du géne Emp a montré que cette
protéine est indispensable a 1’énucléation (Soni et al., 2006). En effet, les embryons Emp™
meurent au dix-neuvieme jour du développement avec des altérations importantes des lignées
érythroide et macrophagique. On retrouve dans le sang des embryons Emp”™ un nombre important
d’érythrocytes immatures nucléés alors qu’aucun ilot érythroblastique n’est observé dans le foie
feetal. Ces érythroblastes peuvent toutefois se fixer aux macrophages de type sauvage, mais
restent incapables d’énucléation. La prot¢éine Emp est associée a I’Actine F, dont la
polymérisation est indispensable a I’énucléation (Yoshida et al., 2005). Son absence pourrait
expliquer les altérations de la distribution de I’ Actine dans les érythroblastes Emp™ et le défaut
d’énucléation. Chez la souris, la DNase II est responsable de la dégradation de ’ADN apres
expulsion de I’érythroblaste (Kawane et al., 2001), comme c’est le cas lors de la phagocytose des
cellules apoptotiques. Enfin, la dégradation de I’ADN, qui suit 1’énucléation, est dépendante de la
voie de signalisation MEKK1-JNK (MEKKI1, « MAP Kinase Kinase 1 »-JNK, « c-Jun-NH,-
terminal kinase ») (MAPK, « Mitogen-Activated Protein Kinase ») puisque les souris invalidées
pour P’activité kinase de MEKK1 présentent un phénotype similaire a celui des souris DNase™
(Bonnesen et al., 2005).

1.B.5.4. La maturation du réticulocyte en érythrocyte.

Aprées énucléation, les réticulocytes nouvellement formés vont compléter leur maturation avant de

passer dans la circulation sanguine. Sur une période de quelques jours, ils perdent progressivement

la réticuline, leurs vacuoles, remodelent leur membrane et changent de forme. La perte des

organelles et autres composants de la cellule s’effectue par deux processus : par fusion des vésicules

avec la membrane plasmique et externalisation de leur contenu, ainsi que par exocytose du contenu

des vacuoles. Le modéle de culture d’érythroblastes de souris infectés par le virus FVA a permis

d’établir la chronologie des étapes de la maturation du réticulocyte (Koury et al., 2005). Une

dégradation rapide des ribosomes et des ARN est observée, accompagnée par un déclin de la
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synthése de I’héme. Les caspases ne semblent donc jouer aucun réle dans le remodelage qui
accompagne la maturation terminale de D’érythrocyte (cf. chapitre II). Plus tardivement, les
mitochondries sont éliminées par autophagie. Pendant cette période, le taux d’expression de Bel-xi.
décroit pendant que celui de Bax (« Bcl2-associated X protein ») reste stable; la dégradation
concomitante de la machinerie apoptotique empéche 1’apoptose de se produire. Récemment, un
autre role d’une protéine de la famille Bcl2 (« B-Cell Lymphoma 2 ») appelée Nix a été mis en
¢vidence : une de ses propriétés serait de diriger les mitochondries vers I’autophagosome lors de la
maturation des réticulocytes (Chen et al., 2008; Sandoval et al., 2008)(cf. chapitres I1.A.3.1 et
ILA4.1.1.1.).

Au cours de sa maturation, le réticulocyte subit des remaniements importants de son
cytosquelette avec une perte des récepteurs a la transferrine et la synthése de la protéine 4.1R
formant des complexes ternaires avec la Spectrine et 1’Actine. Le réticulocyte perd sa forme
irréguliére et rigide pour devenir une cellule discoide biconcave de plus petite taille. Le squelette
membranaire de 1’érythrocyte est organisé en un réseau constitué¢ de courts filaments d’Actine,
associés a des molécules longues et flexibles de Spectrine. Cette organisation conféere a la
membrane sa force et sa souplesse nécessaires au maintien de son intégrité¢ dans la circulation
sanguine et les micro-vaisseaux. Des défauts de ces composants sont associés a diverses anémies
hémolytiques. Des travaux récents ont montré que les GTPases Racl et Rac2 (GTP, Guanosine
TriPhosphate), qui possédent une fonction redondante, modulent la dynamique du cytosquelette
de I’érythrocyte en maintenant sa flexibilité (Kalfa et al., 2006).

I.C. Description de I’érythropoiése chez I’homme adulte au niveau transcriptionnel

Les expériences d’invalidation génique et de surexpression ont depuis longtemps montré le role
essentiel des facteurs de transcription dans la différenciation hématopoiétique (Orkin, 2000). On
observe, en pathologie maligne lymphoide et myéloide, de nombreux réarrangements
chromosomiques impliquant ces facteurs de transcription qui voient leur fonction physiologique
modifi¢e. La figure E1 les représente et précise leur(s) niveau(x) d’action identifiée(s) par les
expériences d’invalidation génique chez la souris (d’apreés Orkin et Zon, 2008). On distingue
deux principaux types de facteur de transcription en fonction de leur niveau d’action dans la
hiérarchie hématopoiétique :

- Les facteurs de transcription intervenant dans la formation et le maintien des cellules
hématopoiétiques : TAL-1/SCL, LmO2, ETV6/TEL, GATA-2, RUNX-1 et Gfi-1 (pour revue, cf.
Orkin & Zon, 2008)
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- Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation vers un lignage
hématopoiétique donné : par exemple GATA-1, Gfi-1B, EKLF (Erythroid Kruppel-like Factor)
au cours de 1’érythropoiese ou SPI-1/PU-1, C/EBPa (« Ccaat-enhancer-binding proteins a »)au
cours de la granulopoiése neutrophile (Tableau E1).

Cette distinction est totalement arbitraire, certains facteurs transcriptionnels intervenant a
différents niveaux de I’hématopoicse : Gfi-1 et TAL-1 (« T-cell acute lymphocytic leukemia 1 »),
par exemple, joue un rdle fondamental dans la quiescence des HSC mais également un role
spécifique au cours des maturations granuleuses et érythroides, respectivement. De plus, les
facteurs de transcription peuvent étre impliqués dans différentes lignées hématopoictiques :
GATA-1 par exemple est indispensable a la maturation érythroide terminale, mais joue aussi un
role dans la lignée mégacaryocytaire, éosinophile et mastocytaire. Enfin, la différenciation d’un
progéniteur multipotent dans une lignée donnée nécessite aussi bien I’expression de certains
facteurs de transcriptions que la répression de facteurs impliqués dans d’autres lignées. Cet
antagonisme a ¢t¢ bien décrit au cours de 1’érythropoiése : GATA-1 et SPI-1/PU.1 interagissent
et s’antagonisent mutuellement pour promouvoir, a partir d’un progéniteur commun, la
différenciation érythro-mégacaryocytaire et my¢loide respectivement (Galloway et al., 2005)
(Rhodes et al., 2005a). De méme, EKLF et Fli-1 (« Friend leukemia virus integration 1 ») ont un
effet antagoniste au stade MEP pour promouvoir le lignage <érythroide (EKLF) ou
mégacaryocytaire (Fli-1) (Starck et al., 2003).

Le mécanisme d’action des facteurs de transcription nécessite :

- La reconnaissance d’une séquence consensus, située sur les promoteurs cibles, par un
domaine de liaison a I’ADN spécifique. Les facteurs de transcription ont en général un domaine
de liaison a ’ADN distinct du domaine de transactivation. Tous les types de liaison connus sont
retrouvés dans 1’hématopoiese : « zinc finger », bHLH (« basic-Helix-Loop-Helix »), domaine
ets, leucine zipper, homéodomaine.

- Un domaine de transactivation qui permet le recrutement de co-régulateurs
transcriptionnels. Ces co-régulateurs peuvent €tre activateurs, répresseurs ou les deux, selon le
contexte cellulaire. Ils peuvent agir directement sur la transcription en recrutant la machinerie
transcriptionnelle basale sur les promoteurs. Ils peuvent aussi participer a la régulation de la
transcription en modifiant la configuration chromatinienne, la rendant ouverte et apte a la

transcription ou au contraire fermée et transcriptionnellement inactive.
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Phénotype

Facteurs de Séquence ADN | Genes Cibles lors Pathologie
Transcription invalidation humaine
géne
Globines,
GATA-1 5'A/IT GATAAIG 3 protéines de Anémie et Anémie liée aI'X ou
membrane thrombopénie thrombopénie,
spécifique de la Leucémie
lignée érythroide, mégacaryoblastique
GATA-1, GATA-2 associée au syndrome
de Down
GATA-2 5'AIT GATAA/IG 3 GATA-1, GATA-2 Absence de
prolifération des
progéniteurs
immatures
TAL-1 5' CAGATG 3' Glycophorine A, Anémie, Leucémie aigué
p21 Absence de lymphoblastique T
HSC
EKLF 5'CCNCACCC 3 Globines Anémie
p45NF-E2 5' TGAC/GTCAGCA 3 Enzymes Thrombopénie
impliquées dans
la voie de
synthése de
I'héme, globines
ZBP-89 5" CCNCACCC 3 Globines, génes Anémie et
érythroides, Thrombopénie
GATA-1
Gfi-1b 5' TAAATC(AIT)GCA 3' | p21, SOCS1-3, Anémie
BC|)(L

Tableau E1 : Facteurs de transcriptions impliqués dans I'érythropoiéese

Les facteurs de transcriptions sont indiqués avec leur site d’interaction avec I’ADN et
leurs génes cibles, ainsi que le phénotype observé chez la souris lors d’expérience
d’inactivation genique et dans des pathologies humaines ou des mutations du géne sont
impliquées.



I.C.1. Séquences en cis impliquées dans la régulation des génes érythroides

L'analyse fonctionnelle des génes érythroides et mégacaryocytaires a montré l'importance de la
séquence, 5' A/T GATA A/G 3', appelé¢ motif GATA, dans I'expression spécifique de ces genes
dans ces lignées (Orkin, 1992). Cette séquence GATA est associée a une séquence GT ou a une
séquence CACC-like pour les genes érythroides, alors qu’elle est associée a un site de fixation
pour des facteurs Ets pour les génes spécifiques de la différenciation mégacaryocytaire (Orkin,
1992). Ces associations de séquences sont considérées comme la « marque » spécifique des
régions régulatrices des genes érythroides ou mégacaryocytaires. Une autre séquence, 5'
TGAC/GTCAGCA 3, se trouve dans la région des promoteurs ou des « enhancers » des genes
érythroides et est nécessaire a la transcription efficace des génes qui contiennent ce motif (Raich
and Romeo, 1993). Pour chaque motif récurrent identifi¢ dans les régions régulatrices des geénes
érythroides ou mégacaryocytaires, des familles de facteurs nucléaires, qui reconnaissent ces
séquences, ont été caractérisées. L expression des facteurs de transcription n’est pas restreinte a
telle ou telle lignée hématopoiétique et leur activité spécifique, lors de 1’érythropoi¢se ou de la
mégacaryopoicse, résulte en fait de la spécificité de leur combinaison ou association.

I.C.2. Facteurs de transcriptions régulant ’expression des genes érythroides

Ainsi, pendant la différentiation érythroide, le profil d'expression de génes érythroides suit une
chronologie précise qui est principalement régulée au niveau transcriptionnel. Les études sur les
facteurs cis et trans qui régulent les geénes érythroides, ainsi que la description des perturbations
de I’érythropoicse observées dans certaines leucémies ou maladies «érythroides » héréditaires et
I’utilisation de modéles animaux expérimentaux, ont permis d’améliorer nos connaissances sur la

régulation transcriptionnelle de I’érythropoiése (cf. Cantor & Orkin, 2002 pour revue).

Les principaux facteurs de transcription impliqués dans I’érythropoiése :

I.C.2.1. GATA-1 et GATA-2

L'engagement des progéniteurs multipotents vers la voie érythroide semble s'effectuer grace a une
combinaison d’expression de facteurs de transcription et en particulier du facteur GATA-I.
GATA-1 est absolument nécessaire au déroulement des phases tardives de I'érythropoicse, en
régulant la transcription des génes de différenciation qui permettent 1’acquisition du phénotype
érythroide comme la Gpa, I'hémoglobine, Epo-R, et l'expression de Bcl-xp. En son absence, la

production de globules rouges est impossible (Pevny et al., 1991) (Weiss et al., 1994).
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Figure E3 : Principaux domaines de GATA-1 et leur principale fonction

(tiré de Hitzler and Zipursky, 2005)




La famille des facteurs de transcriptions GATA comprend 6 membres, de GATA-1 a GATA-6,
qui peuvent se fixer a la séquence consensus 5’ A/T GATA A/G 3’. Ces protéines possedent 2
motifs en « doigt de zinc » (Cys-X,-Cys-X7-Cys-X,-Cys), spécifiques du domaine de liaison a
I’ADN de la famille GATA, et un domaine N-terminal de transactivation recrutant les molécules
de co-régulation nécessaire a leur fonction. La partie carboxy-terminale du motif en doigt de zinc
est responsable de la fixation a I’ADN alors que sa partie amino-terminale stabilise I’interaction
ADN/GATA (Trainor et al., 1996) . En dehors des régions en doigt de zinc, I’homologie entre les
facteurs de transcription GATA est faible mais ils sont conservés entre les espéces. La figure E3
représente les principaux domaines de GATA-1 et leur principale fonction (Hitzler and Zipursky,
2005).

Les trois premiers membres de cette famille (GATA-1, 2, et 3) sont abondamment exprimés dans
les tissus hématopoiétiques. Seuls GATA-1 et GATA-2 sont impliqués dans I’érythropoiése (pour
revue cf. Cantor & Orkin, 2002) et jouent un role a la fois dans la détermination des progéniteurs
dans la voie érythroide et la différenciation érythroide terminale ((Ferreira et al., 2005) (Crispino,
2005) (Shimizu and Yamamoto, 2005) pour revue).

Au cours de I’érythropoiese, I’expression de GATA-1 et GATA-2 est séquentielle. GATA-2 est
précocement exprimée lors de la différenciation érythroide, puis diminue de fagcon concomitante a
I’augmentation de I’expression de GATA-1. De nombreuses ¢tudes ont montré que GATA-2 est
impliqué dans la prolifération cellulaire des progéniteurs multipotents ou érythroides, alors que
GATA-1 est indispensable a la phase de maturation terminale des érythrocytes. Au niveau
moléculaire, le relais entre GATA-1 et GATA-2 se produit au niveau transcriptionnel : GATA-2
inhibe la transcription du géne de GATA-I, et réciproquement. Cette régulation de GATA-1 et
GATA-2 lors de I’érythropoiese entraine la substitution séquentielle de GATA-2 par GATA-1 sur
les régions régulatrices de nombreux geénes de différenciation spécifiques de la lignée érythroide
(Leonard et al., 1993) (Mouthon et al., 1993) (Nagai et al., 1994) (Ohneda and Yamamoto, 2002).
Le phénoméne de « switch GATA » est une hypothese séduisante pour expliquer 1’engagement
d'une cellule multipotente dans le lignage érythroide. Une expression stochastique de GATA-1 au
sein de certaines cellules immatures permet une répression de GATA-2, l'arrét de la prolifération
cellulaire et l'engagement des cellules dans la maturation érythroide (pour revue, cf. (Bresnick et
al., 2005)). Un tel mécanisme a été¢ décrit lors de la différenciation érythroide des cellules ES

(cellules Souches Embryonnaires) murines (Lugus et al., 2007).
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Le géne de GATA-1 est situé¢ sur le chromosome X et est le membre fondateur de la famille des
facteurs de transcriptions GATA. Au cours de I’hématopoie¢se adulte, son expression est
restreinte aux lignées érythroide, mégacaryocytaire, éosinophile et mastocytaire. Les progéniteurs
érythroides issus des cellules ES de souris GATA-17" sont bloqués au stade proérythroblastique et
ne participent pas in vivo a I’érythropoiese définitive des souris chimeres (Pevny et al., 1991)
(Weiss et al., 1994). Les souris GATA-1"" meurent in utero par altération de 1’érythropoiése
primitive et définitive. Les proérythroblastes ne peuvent pas se différencier en érythrocytes
matures. La détermination des progéniteurs myéloides multipotents vers le lignage érythroide est
en revanche conservée : le nombre de progéniteurs BFU-E et CFU-E est normal chez ces souris
(Fujiwara et al., 1996). Les souris transgéniques exprimant GATA-2 sous le contréle du
promoteur GATA-1 sont viables, ce qui prouve une certaine redondance de ces protéines dans
I’hématopoiese primitive. Cependant, cette redondance n’est que partielle dans 1’érythropoiése
définitive, comme 1’atteste 1’anémie observée chez ces souris adultes (Takahashi et al., 2000).

Le role de GATA-1 dans le controle de la prolifération et de la différenciation terminale des
progéniteurs érythroides dépend a la fois du niveau et de la cinétique de son expression tout au
long de ['érythropoie¢se: une expression faible de GATA-1 dans les cellules souches
embryonnaires (cellule ES) permet la prolifération des proérythroblastes, mais pas leur
différenciation terminale (Pan et al., 2005). L'expression conditionnelle de GATA-1 dans les
cellules ES GATA-17" permet de restaurer in vitro l'érythropoiése: la prolifération des
¢érythroblastes est rétablie, mais seule une expression prolongée et tardive permet la restauration
de leur différenciation terminale (Zheng et al., 2006).

Le role de GATA-1 n'est pas limité¢ au lignage érythroide : 1'invalidation sélective de GATA-1
dans la lignée mégacaryocytaire induit une thrombopénie profonde, avec prolifération des
progéniteurs mégacaryocytaires et perte de leur différenciation terminale (Shivdasani et al., 1995)
(Vyas et al., 1999a). GATA-1 agit a différentes étapes de la différenciation érythro-
mégacaryocytaire. A chacune de ces étapes correspond un role spécifique dans le contrdle de la
prolifération et/ou de la différenciation cellulaire, en fonction de son niveau d'expression et des
partenaires protéiques auxquels il s'associe. Il a été récemment montré que GATA-1 intervenait
d’abord précocemment, au stade de progéniteur bipotent érythro-mégacaryocytaire puis plus
tardivement au sein de complexes transcriptionnels spécifiques de la maturation terminale des

proérythroblastes et des mégacaryocytes (Stachura et al., 2006).
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L’implication de GATA-1 dans diverses pathologies humaines témoigne de son importance dans
I’hématopoiese. Des mutations somatiques du second exon de GATA-1 ont été décrites dans les
syndromes myéloprolifératifs transitoires et dans les leucémies aigués mégacaryoblastiques
survenant chez les enfants porteurs de trisomie 21 (Wechsler et al., 2002). Ces mutations
aboutissent a la syntheése d'un variant court, appelé GATA-1s (« short »), du domaine N-terminal
de transactivation (Calligaris et al., 1995). Cette forme de GATA-1 est fonctionnelle, chez
I’animal, puisque les souris transgéniques GATA-1s ont une érythropoiese et une
mégacaryopoiese normales (Li et al., 2005). L'isoforme GATA-1s se lie normalement a ' ADN et
interagit avec FOG-1 (« Friend Of GATA-1 »). Cependant, la perte du domaine N-terminal
diminue sa capacité d'activation transcriptionnelle (Wechsler et al., 2002). Chez 1'Homme, une
mutation germinale de l'exon 2 a été décrite au sein d'une famille présentant une anémie
macrocytaire constitutionnelle (Hollanda et al., 2006). Aucun cas de leucémie n'a été rapporté
dans cette famille. Ainsi la transformation leucémique dans le syndrome de Down impliquerait,
en plus de la perte de la forme longue de GATA-1, d'autres événements oncogéniques mal
caractérisés a ce jour (Gurbuxani et al., 2004). La maladie hématologique observée au cours de la
trisomie 21 se déroulerait en trois phases : un stade initial avec des anomalies de I’hématopoicse,
puis l'apparition de GATA-1s a l'origine d'un syndrome my¢loprolifératif transitoire (10% des
cas) et enfin la survenue d'un second événement génétique a l'origine d’une leucémie a
mégacaryoblastes, particuliére par I'expression de genes érythroblastiques (Tunstall-Pedoe et al.,
2008).

D’autres mutations germinales de GATA-1 ont été décrites dans quelques cas de thrombopénies
constitutionnelles a grosses plaquettes et/ou de dysérythropoicses lies a I'X (Nichols et al., 2000)
(Freson et al., 2001) (Mehaffey et al., 2001). Ces mutations entrainent le plus souvent une
diminution de la liaison de GATA-1 a son cofacteur FOG-1 ou plus rarement une diminution
d'affinité de GATA-1 pour sa séquence palindromique sur ’ADN (Yu et al., 2002a).

L’activit¢ de GATA-1 durant [D’érythropoiese est hautement régulée aux niveaux
transcriptionnels, traductionnels et post-traductionnels. GATA-1 régule positivement la
transcription de son gene en se fixant sur des sites GATA localisés dans les régions promoteurs et
les « enhancers » du géne GATA-1 (Shimizu and Yamamoto, 2005). L’expression et I’activité de
GATA-1 doivent étre étroitement régulées pour prévenir I’accumulation de GATA-1 dans les
cellules qui a comme effet de bloquer la différenciation érythroide (Shimizu and Yamamoto,

2005). GATA-1 peut étre acétylé, phosphorylé, et sumoylé et les conséquences de ces
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modifications post-traductionnels commencent a étre comprises. L’acétylation est une des voies
importantes de régulation de Dactivit¢ de GATA-1. GATA-1 est acétylé sur des régions
conservées, riches en lysine, prés de I’extrémité C-terminale des domaines en doigt de zinc, par
CBP (« cAMP Response Element-Binding (CREB) Binding Protein ») ou son paralogue P300
(Boyes et al., 1998). CBP est une histone acétyle-transférase (HAT) d’expression ubiquitaire,
capable d’interagir avec de nombreux facteurs transcriptionnels et de participer a la régulation
épigénétique par acétylation des histones et des protéines non histoniques (Bannister and
Kouzarides, 1996) (Ogryzko et al., 1996) (Mayr and Montminy, 2001). CBP facilite ’activité
transcriptionnelle de GATA-1 et induit la différenciation érythroide dans la lignée
érythroleucémique MEL (Blobel et al., 1998). Cette acétylation ne modifie pas la localisation
nucléaire de GATA-1, ni sa localisation sur I’ADN, ni la stabilit¢ de la protéine (Hung et al.,
1999). 11 a été suggéré que les résidus acétylés servent de point d’ancrage a de nouvelles
molécules de co-régulation ou permettent de modifier la conformation de la protéine et
I’accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription (Lamonica et al., 2006). Par ailleurs,
I’acétylation de GATA-1 permet sa dégradation par le protéasome, apres sa phosphorylation par
la voie MAPKinase (Hernandez-Hernandez et al., 2006).

Il a été mis en évidence, dans un modele de cellules MEL, que GATA-1 est phosphorylé sur 6
résidus sérines. Akt phosphoryle directement GATA-1 sur sa sérine 310 in vitro et in vivo, ce qui
augmente son activité dans les cellules érythroides (Zhao et al., 2006). La phosphorylation de la
Ser’'” de GATA-1 n’est pas indispensable pour I’expression de I’ensemble des génes érythroides
mais rend GATA-1 compétant pour 1’activation de la transcription de génes comme le géne
TIMP-1 (« Tissue Inhibitor of MetalloProteinases-1 ») (Kadri et al., 2005). Enfin, I’activité¢ de
GATA-1 est dans certaines circonstances régulée par sa protéolyse par les caspases pendant la
différenciation érythroide terminale (cf. infra).

L’activité transcriptionnelle de GATA-1 est aussi dépendante d’interactions protéines-protéines.
De nombreuses protéines ont été¢ décrites comme interagissant physiquement avec GATA-I,
incluant : CBP, LMO-2 (« LIM domain only 2 (rhombotine-like 1 »), TAL-1, Gfi-1b, PU-1,
ZBP-89 (« Zinc finger Binding Protein of 89 kDa ») et plus particulierement son cofacteurs
FOG-1 (Tsang et al., 1997). FOG-1 est une protéine qui interagit avec la partie N-terminale de
GATA-1 via 4 de ses 9 domaines en doigt de zinc (Fox et al., 1999). FOG-1 est co-exprimée avec
GATA-1 dans les lignées érythroide et mégacaryocytaire (Tsang et al., 1997) et les souris FOG-1

" possédent un phénotype trés proche de celui observé chez les souris GATA-1"": mort in utero
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par absence d’érythropoiese définitive et blocage des précurseurs au stade proérythroblastique
(Tsang et al., 1998). L’absence chez ces souris de mégacaryocytes témoigne en plus d'un rdle
spécifique de FOG-1 dans la mégacaryopoicse, en amont de celui de GATA-1. De nombreuses
données ont reli¢ les fonctions érythropoictiques de GATA-1 a FOG-1 : I’interaction FOG-
1/GATA-1 est essentielle au cours de la maturation érythroide. Le remplacement d’un acide
aminé dans la partie amino-terminale du motif en doigt de zinc de GATA-1, abolit son interaction
avec FOG-1, ce qui a pour conséquence une anémie sévere létale pour les souris et une anémie
avec dysérythropoiese chez les patients. Les mécanismes moléculaires impliqués dans les
interactions FOG-1/GATA-1 restent peu connus. Les études d'immunoprécipitation
chromatinienne ont montré que GATA-1 n’occupait qu'une petite partie des séquences WGATA-
R sur les régions cis-régulatrices des genes cibles (Johnson et al., 2002) (Grass et al., 2003) (Pal
et al., 2004) (Im et al., 2005) (Martowicz et al., 2005). FOG-1 facilite la liaison de GATA-1 a
certains sites mais pas a d’autres (Letting et al., 2004) (Pal et al., 2004). Cette activit¢ COF
(« Chromatin Occupancy Falicitator ») représente un mécanisme primaire crucial de la régulation
de la transcription des cibles de GATA-1 (pour revue, cf. (Kim and Bresnick, 2007)). La
sélection des sites de liaison parmi les motifs WGATA-R pourrait répondre a un «code GATA»
de reconnaissance dépendant du motif WGATA-R mais aussi des séquences environnantes et de
la structure chromatinienne locale (Bresnick et al., 2005). Par exemple, la présence de GATA-1
sur le LCR («Locus Control Region») de la globine B permet de recruter FOG-I.
Réciproquement, par son activit¢ COF, FOG-1 facilite la liaison de GATA-1 sur le LCR. Ce
complexe FOG-I/GATA-1 sur le LCR de la globine B modifie la conformation de la chromatine
et facilite les interactions entre le LCR et le promoteur de la globine 3 majeur et donc active la
transcription de ce gene (Vakoc et al., 2005) (Kim and Bresnick, 2007). Une des fonctions de
FOG-1 est de permettre, en recrutant GATA-1 sur certains promoteurs érythroides, de faciliter le
«switchy entre GATA-2 et GATA-1, caractéristique de la différenciation érythroide terminale.
I.C.2.2. SCL/TAL-1 et son cofacteur LMO-2

SCL/TAL-1 est un membre de la famille des facteurs de transcription bHLH, qui initialement a
¢té mis en évidence dans les réarrangements chromosomiques associés aux leucémies aigués
lymphoblastiques T (LAL-T) (Begley et al., 1989a). TAL-1 joue un rdle essentiel au cours de
I’hématopoic¢se primitive et de la maturation des lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire
(Ravet et al., 2004) (Hall et al., 2003). Chez la souris et chez I'Homme, I'expression de TAL-1 est

retrouvée dans les mégacaryocytes et les mastocytes et augmente progressivement au cours de la
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différenciation érythroblastique (Mouthon et al., 1993). Les cellules ES SCL” ne peuvent in vitro
participer a la formation d'aucune colonie hématopoiétique (Porcher et al., 1996). L’invalidation
de ce géne chez la souris est létale et les embryons meurent a 9,5 jours par absence
d'hématopoieése primitive (Robb et al., 1995).

Au niveau moléculaire, SCL/TAL-1 agit a la fois par des mécanismes dépendants et indépendants
de son interaction avec I’ADN et peut activer ou réprimer la transcription. Le mécanisme d'action
de SCL/TAL-1 implique a la fois des interactions protéiques spécifiques et une liaison a I'ADN
des promoteurs cibles. SCL/TAL-1 forme des hétérodiméres avec les protéines de la famille E
(E2A en particulier) et se fixe sur les séquences consensus CANNTG présentes dans les régions
cis-régulatrices des genes cibles (Begley et al., 1989b).

L'hétérodimere E2A/SCL agit au cours de la différenciation érythroide au sein d'un complexe
pentamérique constitué des protéines a domaine LIM (Lmo?2 et Ldb-1) et de GATA-1 (Wadman
et al., 1997). Ce complexe est présent aux différents stades de I’érythropoiése (Vyas et al., 1999b)
(Xu et al., 2003) (Anguita et al., 2004) (Brand et al., 2004) (Lahlil et al., 2004). LMO02 est
indispensable au bon déroulement de la différenciation érythroide, I’invalidation de ce gene
aboutissant & un phénotype identique a celui des souris SCL” (Warren et al., 1994). LM02 assure
la liaison entre le complexe SCL/E2A sur la boite E et GATA-1 (Warren et al., 1994) (Osada et
al., 1995). La liaison de SCL a I'ADN n'est pas indispensable a toutes ses fonctions
hématopoiétiques mais est nécessaire a la différenciation érythroide terminale (Ravet et al., 2004)
(Porcher et al., 1999) (Kassouf et al., 2008).

Les facteurs de transcriptions SCL/ TAL-1 et GATA-1 ont été décrits comme étant clivés par les
caspases dans les érythroblastes. GATA-1 possede 3 sites de clivage par les caspases : deux sites
mineurs et un site majeur qui est clivé par les caspase-3, -7, -8, -9 et -10 ce qui aboutit a des
fragments de 30 kDa et 16 kDa (De Maria et al., 1999b). SCL/Tal-1 est également clivé par les
caspase-3, -7 et -8 en deux fragments d’environ 24 et 20 kDa (Zeuner et al., 2003a) . L’induction
de I’apoptose érythroblastique par activation de la voie Fas a pour conséquence une diminution
rapide du taux de SCL/ TAL-1, qui précede une accentuation de I’activation de la caspase-3, la
dégradation de GATA-1 et ’augmentation du taux de GATA-2. L’augmentation du taux de
GATA-2 apreés Dactivation de la caspase-3 est possiblement le résultat de la réduction

considérable de I’activité inhibitrice de GATA-1 (Zeuner et al., 2003a).
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I.C.2.3. EKLF et SP1

Le motif CACCC associé au motif GATA dans les régions régulatrices des genes érythroides est
reconnu par les facteurs nucléaires de la famille SP1, et pour certains génes, par le facteur
érythroide spécifique EKLF.

EKLF est un facteur de transcription en doigt de Zinc impliqué dans la synthése de la globine 3
(Miller and Bieker, 1993). Des mutations de cette séquence chez ’homme sont retrouvées dans
certaines B-thalassémies et chez la souris I’inhibition ciblée par mutagénese dirigée du geéne
d’EKLF aboutit aussi a une B-thalassémie (Orkin et al., 1982) (Nuez et al., 1995) (Perkins et al.,
1995) (Orkin et al., 1982). Des mutations « perte de fonction » du promoteur ou de la séquence
codante du geéne ont été récemment incriminées dans les groupes sanguins rares, caractérisés par
une perte d'expression des antigenes Luteran a la surface des érythrocytes (Singleton et al., 2008).
EKLF est impliqué dans I’activation et dans I’initiation de 1’expression des génes de la globine de
sa forme feetale a sa forme adulte (Donze et al., 1995) (Perkins et al., 1996) (Wijgerde et al.,
1996) (Gillemans et al., 1998) (Zhou et al., 2006). EKLF est nécessaire aux derniéres étapes de la
différenciation érythroide et régule divers geénes impliqués dans la biosynthése de 1'héme ou du
cytosquelette (Drissen et al., 2005) (Hodge et al., 2006) (Nilson et al., 2006) (Pilon et al., 2006).
EKLF active la transcription, par recrutement de molécules de co-régulation parmi lesquelles
CBP (Zhang et al., 2001) et Brg-1 (Armstrong et al., 1998) (Tewari et al., 1998). Les sites de
fixation EKLF sont a proximité des sites GATA-1 sur les régions cis-régulatrices des genes
cibles, évoquant une interaction directe entre ces deux facteurs de transcription dans la régulation
de ces geénes érythroides (Merika and Orkin, 1995). Le complexe protéique incluant EKLF, FOG-
1 et GATA-1 permet en effet de maintenir le promoteur de la globine B en conformation
chromatinienne ouverte (Drissen et al., 2004).

Par son domaine de liaison a 'ADN, EKLF bloque in vitro l'activation transcriptionnelle induite
par Fli-1, de génes mégacaryocytaires tels que GPIX (Glycoprotéine IX) (Starck et al., 2003).
EKLF est réprimé au cours de la différenciation mégacaryocytaire (Frontelo et al., 2007)
(Bouilloux et al., 2008). Fli-1 bloque I’activation des genes érythroides cibles de EKLF ; il est
possible que I'action antagoniste d’EKLF et Fli-1 soit un déterminant essentiel de 1'engagement
du progéniteur bipotent érythro-mégacaryocytaire vers 1'un ou l'autre de ces lignages (Starck et
al., 2003).

SP1 est un facteur de transcription appartenant, tout comme EKLF, a la famille SP/KLF (pour

revue cf. (Philipsen and Suske, 1999)). Contrairement a EKLF, son expression est ubiquitaire.
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Les souris SP17" meurent précocement a 9,5 jours de vie intra-utérine, mais les chaines de
globine restent exprimées (Marin et al., 1997), peut-étre du fait de la redondance entre SP1 et
d'autres membres de la famille SP : les souris SP17/SP3" présentent en effet une anémie marquée
avec diminution du nombre de progéniteurs érythroides (Kruger et al., 2007). Sur les régions
promotrices des genes €rythroides, les sites consensus de liaison de SP1 sont au voisinage des
sites GATA-1. Des interactions directes entre le domaine C-terminal de GATA-1 et le domaine
en doigt de zinc de SP1 ont été mises en évidence et augmentent de fagon synergique l'activité
transcriptionnelle de GATA-1 (Merika and Orkin, 1995) (Gregory et al., 1996).

I.C.2.3. NF-E2

NF-E2 (« Nuclear Factor-Erythroid derived 2 ») est un facteur transcriptionnel, de type leucine-
zipper, exprimé dans les cellules érythroides et mégacaryocytaires. Il est constitué¢ d'une sous-
unité¢ spécifiquement hématopoiétique (p45/NFE-2) qui s'hétérodimérise avec pl8/NFE-2,
protéine de la famille Maf (« musculoaponevrotic fibrosarcoma oncogene homolog »)
ubiquitairement exprimée (Andrews et al., 1993). p45 contient le domaine de transactivation, p18
(ou MafK) ne contient pas de domaine de transcription, mais peut se fixer a 'ADN en
reconnaissant les séquences consensus TGCTGA(G/C)TCA sur les régions cis-régulatrices de
nombreux genes spécifiques de la différenciation érythroide, incluant les LCRs des génes de la a
et B-globine. Dans le systéme hématopoiétique, p45 est exprimé dans la lignée érythroide,
mégacaryocytaire et dans les mastocytes (Andrews et al., 1993). Dans la lignée érythroide, NF-
E2 joue un role essentiel dans la synthese des génes de globine. Une des fonctions de NF-E2 est
de recruter la RNA polymérase Il (Pol II) sur le promoteur du geéne de la globine B (Johnson et
al., 2001). La régulation de I’activité transcriptionnelle de NF-E2 lors de I’érythropoicse est
unique, les niveaux des protéines p18 et p45 ne changent pas lors de la différenciation érythroide,
alors que la fixation a I’ADN de NF-E2 et son activité transcriptionnelle augmentent au cours de
la différenciation. Ceci survient lors de la relocalisation de pl8 des compartiments
d’hétérochromatine dans les progéniteurs érythroides aux compartiments d’euchromatine ou p45
est localis¢ dans les cellules érythroides exprimant les génes cibles de NFE-2 (Shivdasani et al.,
1995).

Des interactions directes entre le domaine N-terminal de p45 et CBP ont été observées in vitro.
CBP acétyle p18/NF-E2 et augmente son affinité pour 'ADN (Hung et al., 2001) ; il acétyle
¢galement les histones : le niveau d'acétylation des histones est abaissé sur le promoteur de la

globine dans les cellules CB3 qui n'expriment pas p45/NF-E2 (Johnson et al., 2001). Ainsi, le
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recrutement de CBP par p45/NF-E2 sur le promoteur de la globine permet une modulation de son
activité transcriptionnelle par régulation positive de la structure chromatinienne.

I.C.2.4. c-Myb

c-Myb (« myeloblastosis viral oncogene homolog ») est constitué¢ de 3 domaines fonctionnels :
un domaine de liaison a 'ADN a I’extrémité N-terminale, un domaine central de transactivation
et un domaine régulateur C-terminal (Oh and Reddy, 1999). c-Myb est fortement exprimé dans
les progéniteurs hématopoiétiques multipotents (Oh and Reddy, 1999). Dans 1'érythropoiése, son
expression est maximale dans les CFU-E et dans les proérythroblastes puis décline dans les
cellules plus différenciées (Emilia et al., 1986). c-Myb semble jouer un role déterminant au cours
des phases précoces, prolifératives de 1'érythropoiése. Dans les cellules érythroides primaires,
l'expression de c-Myb est maximale dans les BFU-E en phase proliférative et décroit lors de
l'induction de la différenciation terminale par I'Epo (Bartunek et al., 2003) (Kolbus et al., 2003).
La répression de l'expression de c-Myb par GATA-1 serait un ¢lément de la bascule entre phase
précoce de prolifération et phase tardive de différenciation terminale. c-Myb pourrait d'ailleurs
jouer un role clé dans I'engagement du progéniteur MEP vers le lignage érythroide au détriment
de la mégacaryopoicse : une expression anormalement faible de ce facteur de transcription induit
chez la souris une thrombocytose marquée et une augmentation du nombre de progéniteurs
mégacaryocytaires (Sandberg et al., 2005). L'expression de c-Myb est régulée négativement par
le microRNA (miRNA) mR150 ; l'induction de ce miRNA par la Tpo serait a l'origine de la
diminution de c-Myb dans un progéniteur bipotent, favorisant son engagement dans le lignage
mégacaryocytaire (Barroga et al., 2008).

I.C.2.4. Gfi-1B

Gfi-1B est un membre de la famille des facteurs de transcription Gfi-1. Chez la Souris,
I’expression de Gfi-1B est retrouvée dans les tissus hématopoiétiques et dans les testicules (Tong
et al., 1998). Les souris gﬁ-lB'/ “meurent in utero d’anémie profonde, et présentent aussi une
thrombopénie majeure. Chez 1’Homme, les cellules CD34" médullaires, les cellules érythroides
Gpa' et les précurseurs mégacaryocytaires CD41" expriment Gfi-1B (Osawa et al., 2002).
L’expression de Gfi-1B augmente parallelement a celle de GATA-1, lors de la différenciation
érythroide in vitro de cellules CD34" humaines purifiées a partir de moelle osseuse (Osawa et al.,
2002). Gfi-1B réprime D’expression de p21, SOCS1 et SOCS3 (« Suppressor Of Cytokine
Signaling ») et de son propre géne. Gfi-1B serait impliqué comme répresseur transcriptionnel

nécessaire aux phases tardives de la différenciation érythroide terminale (Gargon et al, 2005). La
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surexpression de Gfi-1B via son association avec GATA-1 a un effet inhibiteur de la transcription
de Bcl-xp. En effet, la décroissance de Gfi-1B lors de la différenciation érythroide terminale est
nécessaire a I’induction de la synthése de Bel-x; (Kuo and Chang, 2007).

I.C.2.5. ZBP-89 et 1d2
Le facteur de transcription a doigt de zinc ZBP-89 est un des composants du complexe

multiprotéique comportant GATA-1 et son cofacteur FOG-1. GATA-1 et ZBP-89 co-occupent
des régions régulatrices en cis de certains geénes érythroides dont un domaine « enhancer » du
gene GATA-1. Les études de perte de fonction de ZBP-89 chez le zebrafish et la souris ont
montré que ZBP-89 est nécessaire au cours de 1’érythropoiése tardive et non au cours de
I’érythropoicse primitive. Ces aspects sont comparables a ceux observés chez les animaux ou
FOG-1 ou GATA-1 sont invalidés. Ainsi, ces données ont permis de mettre en évidence que
ZBP-89 est un nouveau facteur de transcription impliqué dans la différenciation érythroide et
suggerent qu’il joue une fonction en coopération avec GATA-1 et FOG-1 (Woo et al., 2008).

Les membres de la famille des Id (« Inhibitors of DNA binding ») sont des ¢léments clefs de la
régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Les protéines Id ont une activité
de régulation « dominant-négative » des autres facteurs de transcriptions en les rendant
incapables de se fixer a I’ADN et de réguler la transcription. La protéine Id2 posséde une activité
régulatrice négative du facteur de transcription E2A au cours de la lymphopoicse B. 1d2
intervient également dans la régulation de la différenciation érythroide en interagissant avec
différentes protéines cibles (Ji et al., 2008). La surexpression d’Id2 favorise 1’érythropoi¢se, alors
qu’a I’inverse la diminution de son expression ’altere. L’effet d’Id2 sur 1I’érythropoiése est induit
via son interaction avec PU.I, en inhibant son effet et en accentuant 1’activité transcriptionnelle
de GATA-I.

L.D Régulation de I’érythropoiése

Le processus de production des érythrocytes est orchestré par une association complexe de
facteurs de transcription, parmi lesquels GATA-1 joue un role critique en régulant les génes
impliqués non seulement dans la différenciation érythroide, mais aussi dans le cycle cellulaire et
la survie. Ce programme de différenciation doit étre sous le contrdle d’une régulation positive et
négative pour assurer une production continue, mais €quilibrée, d’érythrocytes, suffisante pour

assurer I’oxygénation des tissus périphériques.
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I.D.1. Régulation positive de I’érythropoiese

I.D.1.1. Régulation positive de I’érythropoiese au niveau cellulaire

I.D.1.1.1. Régulation hormonale de I’érythropoiése en dehors de I’érythropoiétine

La production constante de globules rouges nécessite différents composants incluant : le fer
indispensable a la synthése de I’héme et donc de I’hémoglobine, 1’acide folique et la vitamine
B12 pour la synthése de ’ADN ou encore la vitamine B6 (cofacteur de I’ALAS2 (Delta-
AminoLevulinate Synthase 2), enzyme impliquée dans la synthése de I’héme) (pour revue, cf.
Koury et Ponka, 2004). L’IGF-1 (« Insulin-like Growth Factor-1 ») et l'insuline stimulent la
formation de BFU-E et de CFU-E humaines et murines (Kurtz et al., 1982) (Akahane et al.,
1987b) (Sawada et al., 1989) (Correa and Axelrad, 1991) (Ratajczak et al., 1998). Le récepteur
IGF-1-R est exprimé a la surface des progéniteurs érythroides (Ratajczak et al., 1998). IGF-1
(comme I’insuline) agit de facon synergique avec d'autres facteurs de croissance comme le SCF
sur la prolifération et la survie des érythroblastes (Muta and Krantz, 1993), ou 1'Epo lors de la
différenciation érythroide terminale (Muta et al., 1994).

Les hormones stéroides pourraient aussi augmenter la production de globules rouges mais aucune
de ces molécules n’est impliquée dans la régulation fine de I’érythropoiese. Cependant, cet effet
des androgénes pourrait expliquer un taux d’hématocrite physiologiquement plus élevé chez les
hommes que les femmes (Hero et al., 2005). Les mécanismes moléculaires sous-jacents sont mal
connus. Les androgenes, augmentent le nombre de CFU-E chez la souris et le rat (Malgor et al.,
1998) (Saitoh et al., 1999). Les mégacaryocytes humains expriment le récepteur aux androgenes
(Claustres and Sultan, 1988) (Khetawat et al., 2000). Une telle expression reste encore débattue
dans les érythroblastes (Claustres and Sultan, 1988) (Leberbauer et al., 2005), mais les
androgenes stimulent in vitro la prolifération de progéniteurs érythroides issus de sang de cordon
de nouveau-nés de sexe féminin (Leberbauer et al., 2005).

De facon similaire, les glucocorticoides pourraient participer a 1’augmentation de la production
érythroide au cours de I’érythropoiese de stress (Bauer et al., 1999). Les glucocorticoides se
fixent sur leur récepteur nucléaire (GR, « Glucocorticoid Receptor ») et modulent I'expression de
genes dont les régions cis-régulatrices contiennent des « éléments de réponse » spécifiques
(Beato et al.,, 1995). Les glucocorticoides favorisent la prolifération de progéniteurs
érythroblastiques immatures et retardent 1'induction de leur différenciation terminale (Wessely et
al., 1997) (von Lindern et al., 1999) (Leberbauer et al., 2005). Ils cooperent avec Epo-R et c-kit

pour induire la prolifération des érythroblastes in vitro (von Lindern et al., 1999) (Reichardt et al.,
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1998) (Wessely et al., 1997). L’expression de genes impliqués dans la prolifération
érythroblastique tels que c-Myb, c-kit ou encore LMO?2 est induite en présence de Dexaméthasone
(von Lindern et al., 1999). Les glucocorticoides participent a la réponse érythroide au stress
hypoxique (Bauer et al., 1999) qui résulte d'un équilibre entre signaux de prolifération régulés par
les glucocorticoides et signaux de différenciation dépendants au moins en partie de p53 qui
s’oppose a I’action des corticoides (Ganguli et al., 2002).

L’hypothyroidie est fréquemment responsable en clinique d'une anémie macrocytaire non
régénérative et le traitement hormonal substitutif en permet la correction (Horton et al., 1976).
Les souris knock-out n'exprimant pas le récepteur aux hormones thyroidiennes ne présentent pas
d'anomalie notable de I'érythropoiese (Forrest et al., 1996) (Fraichard et al., 1997) (Wikstrom et
al., 1998). Cependant, dans des mode¢les d'érythropoicse aviaire, en fonction de la fixation de son
ligand (triiodothyronine ou T3), le récepteur aux hormones thyroidiennes participe au «switch»
entre prolifération cellulaire et différenciation terminale en recrutant des molécules de co-
activation ou de co-répression permettant soit de maintenir une chromatine compacte, et fermée
(sans T3), soit ouverte et transcriptionnellement active (en présence de T3) (Bauer et al., 1998).
Une fonction similaire chez les mammiferes n'a pas été décrite a ce jour.

Il a également été mis en évidence que le systéme rénine angiotensine jouerait un role dans la
régulation de 1’érythropoi¢se. L’Angiotensine II stimule la prolifération des progéniteurs
érythroides et un défaut d’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) peut étre une cause
d’anémie. L'utilisation des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (IEC) dans le
traitement de I'hypertension artérielle a induit l'apparition d'anémie chez certains patients (Vasku
et al., 1998). A I’inverse, les situations cliniques ou le systéme rénine angiotensine est activé
s'accompagnent d'érythrocytose: sténose des artéres rénales (Hudgson et al., 1967; Stephen and
Lindop, 1998), tumeurs productrices de rénine (Stephen and Lindop, 1998), érythrocytose post-
transplantation rénale réversible par les IEC et le Losartan (antagoniste des récepteurs a
I'angiotensine de type 1) (Rell et al., 1994) (Conlon et al., 1996) (Mrug et al., 2004). Les souris
ACE™ n'exprimant pas l'enzyme de conversion de l'angiotensine sont anémiques. Cette anémie
est corrigée par l'administration exogene d'angiotensine II (Cole et al., 2000). Deux mécanismes
distincts ont été décrits: 1/ ’activation directe des récepteurs a l'angiotensine II de type 1 (AT-1)
a la surface des précurseurs érythroides: le nombre de BFU-E est augmenté apres activation du
récepteur AT-1 (Mrug et al.,, 1997). Cet effet clonogénique est inhibé par le Losartan. 2/
I’augmentation de la production rénale d'Epo (Nakao et al., 1967) (Gould et al., 1973)
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(Freudenthaler et al., 1999). Ce mécanisme est prédominant in vivo, la perte d'expression du
récepteur AT-1 dans les précurseurs médullaires ne corrigeant pas 1'érythrocytose survenant apres
activation du systéme rénine angiotensine (Kato et al., 2005).

[.D.1.1.2. Régulation de I’érythropoiése par les facteurs de croissance

Ces cytokines jouent un réle crucial dans la régulation positive de 1’érythropoiese. Elles sont
principalement produites par les cellules du stroma médullaire : fibroblastes, adipocytes, cellules
endothéliales mais aussi cellules hématopoiétiques, notamment les monocytes et les macrophages
de l'ilot érythroblastique, ou encore les lymphocytes, ou dans d’autres organes que la moelle
osseuse particulierement le foie et les reins pour la Tpo et I’Epo, respectivement.

Elles peuvent exercer un contrdle positif sur 1’érythropoi¢se, en activant des signaux de
prolifération ou de survie. Elles agissent sur les progéniteurs et les précurseurs a tous les stades
de différenciation (BFU-E, CFU-E, précurseurs érythroides) pour prévenir 1’apoptose, induire la
prolifération ou retarder/inhiber la différenciation (comme le SCF, par exemple). Elles peuvent
au contraire activer la maturation érythroide terminale au détriment de l'amplification des
progéniteurs et exercer ainsi un rétrocontréle négatif sur 1'érythropoiése (comme le TGF-f3,
« Transforming Growth Factor B », par exemple).

Plusieurs cytokines ont été décrites comme ayant un effet important pour promouvoir I’activité
des progéniteurs érythroides (augmentant le nombre de BFU-E) incluant : la Tpo, IL-3, IL-6, IL-
8, IL-9, IL-11, GM-CSF (« Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor ») (Birkmann et
al., 1997)). Cependant, aucune d’entre elles n’est cruciale pour le développement érythroide in
vivo. Les expériences d'invalidation génique chez la souris ont montré que, contrairement a I’Epo
et le SCF, qui agissent sur leurs récepteurs cellulaires respectifs c-kit et I’Epo-R, aucun de ces
facteurs de croissance n'était indispensable a la maturation érythroide in vivo.

Dans ce chapitre nous allons nous focaliser sur les mécanismes d’actions au niveau cellulaire et
moléculaire du SCF et de I’Epo.

1.D.1.1.2.1. Stem cell factor et c-kit

Le SCF, produit par les cellules du micro-environnement médullaire, active a la surface des
progéniteurs érythroides son récepteur c-kit (Broudy, 1997). Le récepteur c-kit est exprimé a la
surface des progéniteurs hématopoiétiques depuis les cellules multipotentes CD34" jusqu'aux
progéniteurs érythroides CFU-E. Au cours de l'érythropoiese tardive, 1’expression de c-kit
diminue progressivement et disparait au stade érythroblaste polychromatophile et acidophile. Les

souris SCF”" ou c-kit” présentent des anomalies de pigmentation cutanée, une stérilité et une
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atteinte hématopoiétique touchant principalement le compartiment des progéniteurs multipotents,
la lignée mastocytaire et 1'érythropoiése (Chabot et al., 1988) (Geissler et al., 1988).

Le SCF est présent sous deux isoformes, produits d'un épissage alternatif de ’ARNm (Acide
RiboNucléique messager) : une forme soluble biologiquement active et une forme membranaire
qui a perdu un site de protéolyse permettant le clivage de la protéine (Anderson et al., 1990
Martin et al., 1990; Flanagan et al., 1991). Cette forme, liée a la membrane, est biologiquement
active (Majumdar et al., 1994). Elle est indispensable au bon déroulement de I'érythropoicse in
vivo: les souris qui n'expriment que la forme soluble de SCF présentent une anémie macrocytaire
sévere (Flanagan et al., 1991) (Kapur et al., 1999). La présentation membranaire du SCF permet
une activation prolongée et optimale de c-kit dans les cellules érythroides, alors que la forme
soluble induit une internalisation et une dégradation plus rapide du récepteur.

Au niveau cellulaire, 'activation de c-kit prédomine au cours de I'érythropoiese précoce : le SCF
est essentiel a la prolifération, a la survie et a la différenciation des BFU-E immatures en CFU-E
et les proérythroblastes (Geissler et al., 1988). Parall¢lement et a I’inverse, il retarde la
maturation érythroide terminale des proérythroblastes (Muta et al., 1995). Le SCF permet donc
I'amplification d'un compartiment de progéniteurs immatures ; son action est, dans la hiérarchie
de différenciation érythroide, plus précoce que celle de I'Epo qui prédomine au stade CFU-E. Cet
effet permet un auto-renouvellement des progéniteurs et précurseurs érythroides avant qu’ils
n’aient atteint le stade de différenciation ne pouvant plus entrer en division. Aux stades plus
tardifs de maturation, son role principal est d’empécher 1’apoptose et d’induire la prolifération en
synergie avec 1’Epo.

Il n’y a aucune preuve actuellement que la production de SCF par la moelle osseuse serait régulée
par les besoins en globules rouges et en oxygénation. Sa synthése est probablement plus
constitutive et bien que cela ne soit pas prouvé, le taux de SCF disponible pourrait dépendre de sa
fixation/consommation par le taux protéine c-kit exprimé sur les précurseurs érythroides.

En conclusion, il est maintenant bien admis que la régulation de 1’érythropoicse a partir du stade
CFU-E dépend essentiellement du taux d’Epo disponible.

I.D.1.1.2.2. L’érythropoiétine et son récepteur

L hémoglobine des érythrocytes transporte 1’oxygene des poumons et le délivre aux autres tissus.
Le nombre d’érythrocytes circulants est le déterminant principal de 1’oxygénation tissulaire. Bien
que la production quotidienne d’érythrocytes soit finement régulée, la perte de sang secondaire a

un saignement ou a une hémolyse entraine une augmentation de la production de réticulocytes, en
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quelques jours. Alors que I’augmentation du taux de réticulocytes corrige le nombre
d’érythrocytes circulants, le taux de formation de réticulocytes diminue afin d’éviter d’avoir une
polyglobulie en rebond. L’Epo est responsable de ce contréle homéostatique harmonieux du
nombre d’érythrocytes par 1’oxygénation tissulaire. Ainsi, une relation inverse est reconnue entre
I’érythropoiése et 1’oxygene délivré par le sang (Figure E4). Les variations de concentration
sérique de ’Epo sont relativement faibles (5-30 mU/ml) et en conditions physiologiques, une
diminution linéaire de ’hématocrite a pour effet une augmentation exponentielle du taux sérique
d’Epo.

C’est a la fin du XIXeéme si¢cle que les médecins établissent le lien entre oxygénation et taux
d’hématocrite (Bert, 1882 ; Viault, 1890). Carnot et Deflandre évoquent dés 1906 1'existence d’un
facteur humoral de régulation de I'érythropoiese qu'ils nomment «hémopoiétine», en observant
que la perfusion de sérum d'un lapin anémique augmente la réticulocytose d'un animal receveur.
Ces expériences sont confirmées trente ans plus tard en 1953 chez le Rat (Erslev, 1953). L'Epo
sera isolée 71 ans apres sa premiere description dans les urines d'un patient souffrant d'aplasie
médullaire (Miyake et al., 1977) et son gene, cloné en 1986 (Law et al., 1986).

Le rein est le site principal de production d’Epo pour 1’érythropoiése définitive. L’ablation du
rein entraine une perte de la réponse érythropoiétique a I'hypoxie (Schooley and Mahlmann,
1972) (Koury et al., 1989b). La majorit¢ de 1'Epo circulante est en effet produite par le rein,
essentiellement par les fibroblastes de la corticale et de la médullaire externe. A 1'état basal, I'Epo
est produite par les fibroblastes de la jonction cortico-médullaire ; en condition hypoxique, les
fibroblastes producteurs sont progressivement recrutés a la fois dans la corticale et dans la
médullaire (Koury et al., 1989b) (Maxwell et al., 1993). Ainsi, le nombre de ces cellules
produisant de I’Epo augmente de fagon exponentielle avec la diminution linéaire de
I’hématocrite. Le taux d’hémoglobine ne régule pas la production rénale d'Epo: les
hémoglobines hyperaffines ou les déficits familiaux en 2,3 DPG (2,3 DiPhophoGlycerate) se
caractérisent par une diminution de la libération de 1’oxygene aux tissus, donc a une hypoxie
locale qui est a l'origine d'une polyglobulie secondaire liée a la sécrétion permanente d'Epo.

Une partie minoritaire de la production d'Epo est hépatique : elle a lieu dans les cellules stellaires
et les hépatocytes (Koury et al., 1991) (Maxwell et al., 1994). Alors que le foie est la principale
source de production d'Epo durant la vie feetale, son réle dans le controle de I'érythropoiese est
plus limit¢ : la production est faible a 1'¢tat basal, augmente en cas d'hypoxie, mais reste

néanmoins insuffisante pour assurer une érythropoi¢se normale, comme le montre I’anémie
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invariablement observée chez les patients atteints d'insuffisance rénale sévére (Caro et al., 1979).
Le nombre de cellules hépatiques productrices d’Epo augmente aussi de fagon trés importante
quand le taux d’hématocrite diminue (Yoshida et al., 2005).

Une production d'Epo a été également décrite dans d'autres organes : les testicules, le cerveau, la
rétine, et le placenta. Cette production minoritaire est é¢galement sensible a I'hypoxie (Tan et al.,

1991).

L’expression du gene Epo est sous la dépendance d'un site « enhancer » situé¢ a son extrémité 3'
peu apres le signal de polyadénylation. Sur cet « enhancer » se fixe le complexe transcriptionnel
HIF (« Hypoxia Inducible Factor ») qui régule positivement l'expression du géne Epo (Semenza
et al., 1991) (Wang et al., 1995). Cette activité « enhancer » est également régulée positivement
par le chélateur du fer Desferoxamine, le cobalt, le manganése ou encore le nickel. Le facteur
HIF a été cloné en 1995 (Wang et al., 1995). Il est constitué de deux sous unités : HIF-a (dont il
existe 3 isoformes : HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a) et HIF- qui s'hétérodimérisent. La sous-unité 3
est exprimée de fagon constitutive. La régulation de l'activité « enhancer » est donc dépendante
de la quantité de chaines a disponibles. Celle-ci est régulée par les conditions d'oxygénation
locale. De facon générale, la dégradation de la chaine a est sous la dépendance de plusieurs HIF-
hydroxylases dont l'activité catalytique nécessite la présence d'oxygeéne et de fer (ce qui permet
d'expliquer pourquoi les traitements chélateurs améliorent parfois I'érythropoiése chez les patients

souffrant d'hémosidérose) (Schofield and Ratcliffe, 2004).

Les deux mécanismes principaux de régulation de l'activité transcriptionnelle HIF sont :

- Le r6le de la protéine VHL (Von Hippel Lindau) : En normoxie, I'hydroxylation de la sous-
unité o sur deux résidus Proline (P402 et P 564) donne un signal d'ubiquitinylation via la protéine
VHL (Maxwell et al., 1999) (Ivan et al., 2001). HIF est alors dégradé par le protéasome et la
synthése d'Epo est réprimée. En situation d'hypoxie, l'activité proline-hydroxylase est inhibée,
protégeant la sous-unité HIF-a de la dégradation par le protéasome (Gordan and Simon, 2007).
Plusieurs mutations des génes impliqués dans ce systeme de régulation ont été identifiées au
cours de polyglobulies familiales (Lee et al., 2006a). Des mutations avec perte de fonction du
gene VHL sont a l'origine de polyglobulies constitutionnelles décrites dans une région Russe
proche de la Volga : en Chuvashie (Ang et al., 2002). Des polyglobulies constitutionnelles liées a
une mutation d'une proline-hydroxylase PHD2 ont également été décrites (Percy et al., 2006).
Une mutation avec gain de fonction du géne HIF-2, rendant la protéine stable et résistante a

l'action des proline-hydroxylases, vient d'étre décrite dans un cas de polyglobulie familiale (Percy
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et al., 2008). Enfin, I'inactivation de VHL, au cours des carcinomes rénaux a cellules claires, est
responsable de la polyglobulie observée dans ces tumeurs (Rathmell and Chen, 2008).

- Le recrutement du co-activateur transcriptionnel p300 : 1'état d'oxygénation locale régule
l'activité transcriptionnelle du complexe HIF par un deuxiéme mécanisme impliquant le
recrutement de p300 (Arany et al., 1996). Ce recrutement est inhibé par I'hydroxylation de résidu
asparagine situé sur le domaine C-terminal de HIF-oa. Ainsi, en situation de normoxie,
I'hydroxylation de HIF-a bloque le recrutement de p300 sur le promoteur du gene Epo et inhibe
sa transcription (Lando et al., 2002).

Ce systéme de régulation via les HIF-hydroxylases oxygéne-dépendantes n'est pas spécifique du
gene Epo : des sites de liaison HIF sont présents sur les régions régulatrices de nombreux genes
régulés par I'hypoxie, tels que VEGF (« Vasular Endothelial Growth Factor ») ou encore les
genes codant pour les enzymes de la glycolyse (Ebert et al., 1995) (Firth et al., 1995) (Gleadle et
al., 1995). La possibilit¢ de moduler l'activité HIF constitue une cible thérapeutique potentielle
dans certaines tumeurs, 1’inhibition de I'activit¢ HIF permettant de réduire 1'angiogenese locale et
d'inhiber la croissance tumorale (Semenza, 2003).

L’Epo régule 1'érythropoiese selon un mode endocrine. Elle agit sur ses cellules cibles en activant
son récepteur spécifique (Epo-R) présent a leur surface. Des études récentes ont montré que
I’Epo-R jouait non seulement un réle dans I’érythropoiése, mais surtout participait a une fonction
globale de protection des tissus vis a vis de [’hypoxie. D'une part, au niveau de I'organisme entier,
la production rénale d’Epo et la stimulation endocrine de son récepteur a la surface des
érythroblastes permettent d’adapter en permanence la production d'érythrocytes aux besoins en
oxygene des tissus, d'autre part, 'Epo agit au niveau des différents tissus par stimulation
paracrine ou autocrine de son récepteur, en réponse a un stress hypoxique local.

1.D.1.1.2.2.1. Expression du récepteur a I’érythropoiétine en dehors de 1'hématopoiése

De nombreuses études ont montré que la fonction du systéme Epo/Epo-R ne se limitait pas a
I’érythropoiése. Les souris Epo-R'/ ", exceptée l'absence de maturation érythroide terminale,
présentent des malformations cardiaques et des anomalies séveres du développement cérébral
(Wu et al., 1999b) (Yu et al., 2002b). Chez I'adulte, le récepteur Epo-R est exprimé et fonctionnel
dans de nombreux tissus tels que le rein, l'intestin, le tissu mammaire, le placenta, le muscle ou
les cellules endothéliales (Masuda et al., 1999). L'activation d'Epo-R induit la différenciation de
cellules endothéliales in vitro et exerce un puissant effet angiogénique in vivo (Ribatti et al.,

1999). Le récepteur a I’Epo est aussi exprimé dans le systéme nerveux central et cette expression
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augmente suite a un stress hypoxique (Juul et al., 1998) (Csete et al., 2004). Ce récepteur est de
plus petite taille et présente une affinit¢é pour I'Epo moindre que celui exprimé sur les
érythroblastes, probablement du fait de modifications post-traductionnelles. Son activation est
principalement paracrine, en raison d'une production locale d'Epo au niveau du systéme nerveux
central (Ruscher et al., 2002). Mais elle peut étre aussi secondaire a une administration exogene
d'Epo (Brines et al., 2000). De nombreuses études chez le Rat ont démontré le rdle neuro-
protecteur de I'Epo aprés ischémie cérébrale, dans I’encéphalomyélite auto-immune
expérimentale ou apres traumatisme médullaire (Sakanaka et al., 1998) (Brines et al., 2000)
(Siren et al., 2001) (Gorio et al., 2002) (Villa et al., 2003).

Chez ’Homme, I'administration systémique d'Epo aprés infarctus cérébral permet de réduire la
taille des zones infarcies et d'améliorer 1'évolution clinique a un mois (Ehrenreich et al., 2002).
Un rdle protecteur de I'Epo dans I'ischémie myocardique a également été démontré : I’Epo-R est
exprimé a la surface des cardiomyocytes. Son activation protége les cellules myocardiques de
I'apoptose induite par une hypoxie prolongée et améliore la fonction ventriculaire et le
remodelage apres ischémie myocardique chez le Rat (Calvillo et al., 2003).

L’expression d’Epo-R a été retrouvée au sein de plusieurs types de tumeurs malignes (poumon,
col de I’utérus, prostate, thyroide, endometre, sein, principales tumeurs pédiatriques). Certaines
¢tudes ont suggéré que ce récepteur était fonctionnel (Arcasoy et al., 2002) et pourrait €tre activé
par une production locale d'Epo au sein de la tumeur. L’activation d'Epo-R pourrait avoir dans les
cellules cancéreuses deux conséquences opposées :

1- L’Epo pourrait, a la fois en corrigeant I'anémie et par ses effets locaux sur la vascularisation,
améliorer 1'oxygénation tumorale et donc diminuer I'hypoxie, facteur de résistance au traitement.
Les anémies observées en cancérologie peuvent étre liées a la maladie néoplasique par elle-
méme, aux facteurs de co-morbidité (dénutrition par exemple) ou encore aux traitements
myélosuppresseurs, en particulier certaines chimiothérapies (telles que les sels de platine) et la
radiothérapie. Dans les cancers ovariens ou encore les lymphomes agressifs, la fréquence des
anémies nécessitant un soutien transfusionnel peut atteindre 50 a 60%. Cette anémie, source de
fatigue, est un facteur influengant négativement la qualité¢ de vie des patients, mais aussi un
facteur pronostic péjoratif sur la survie de ces patients. Le traitement par Epo est donc
recommandé, aussi bien par I'ASH (« American Society of Hematology ») que par I' ASCO
(« American Society of Clinical Oncology »), en cas d'anémie liée a la chimiothérapie avec un

taux d'hémoglobine inférieur a 10 g/dL (Rizzo et al., 2002). De nombreuses années d'utilisation
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de I'Epo recombinante dans le traitement des anémies au cours des cancers ont prouvé les
bénéfices de ce traitement en terme de niveau d’hémoglobine, de besoins transfusionnels et de
qualité¢ de vie (Seidenfeld et al., 2001) (Henry, 2004), voire en terme de survie globale (pour
revue cf. (Bokemeyer and Foubert, 2004)). Indépendamment de son effet sur 1'hématopoiese,
I'Epo pourrait améliorer la sensibilité du tissu tumoral aux traitements (Silver and Piver, 1999)
(Stuben et al., 2001) (Thews et al., 2001), voire participer a la réduction tumorale dans le cas du
myélome multiple (Mittelman et al., 2004) .

2- L’activation de I’Epo-R fonctionnel a la surface des cellules cancéreuses pourrait avoir dans
d'autres cas des effets déléteres, en activant la prolifération tumorale, en inhibant I’apoptose
induite par I'hypoxie et en induisant I'angiogenese (Acs et al., 2001) (Acs et al., 2002) (Acs et al.,
2003) (Batra et al., 2003) (Acs et al., 2004). Deux études en double aveugle contre placebo ont
conclu a un réle délétére de 1'Epo : dans les cancers de la sphére otho-rhino-laryngée (ORL) aprés
radiothérapie (progression tumorale accrue et survie moindre sous Epoiétine béta) (Henke et al.,
2003) et dans les cancers du sein métastatiques (essai arrété prématurément du fait d'une
mortalité accrue sous Epoiétine alpha, avec risque accru d'accidents vasculaires thrombotiques)
(Leyland-Jones, 2003). Mais ces études ne permettent pas de tirer de conclusions formelles du
fait de biais de sélection dans leur recrutement et surtout de 1’administration d'Epo a des taux
d'hémoglobine trés hauts par rapport aux recommandations habituelles (Bokemeyer and Foubert,
2004).

1.D.1.1.2.2.2. Expression hématopoiétique et structure du récepteur a I'érythropoiétine
L’Epo-R étant exprimé a faible taux sur les progéniteurs érythroides les plus immatures, la phase
de détermination d'un progéniteur multipotent vers les premicres étapes de 1’érythropoiése
incluant les BFU-E (Wu et al., 1995b) n’est pas sous la dépendance de I'Epo mais d'un ensemble
de cytokines non spécifiques de cette lignée, telles que le GM-CSF, I'IL-3 et -6 ou encore le SCF.
C’est a partir du stade BFU-E mature et surtout CFU-E que I'expression de I'Epo-R est forte, et ce
jusqu’au stade d'érythroblaste basophile. L’administration, in vivo, d’Epo influence faiblement le
nombre de BFU-E. En revanche, ’administration d’Epo augmente de fagon exponentielle le
nombre de CFU-E et les précurseurs érythroides jusqu’au stade d’érythroblaste basophile,
principalement en prévenant leur apoptose. Cette phase tardive de I'érythropoiése, caractérisée a
la fois par une amplification majeure des cellules et par leur spécialisation fonctionnelle dans la
synthése d'hémoglobine, est sous la dépendance exclusive de I'Epo. Ceci explique le phénotype

des souris Epo”™ ou Epo-R”: les progéniteurs érythroides immatures sont présents chez ces
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souris, mais leur maturation terminale est totalement bloquée au stade CFU-E et les embryons
meurent in utero d'anémie profonde (Wu et al., 1995a).

Le gene Epo-R a été cloné en 1989 chez la souris et en 1990 chez 'Homme (D'Andrea et al.,
1989) (Jones et al., 1990). Chez I'Homme, il est situé sur le chromosome 19 et code pour une
protéine de 55 kDa constitué¢e de 508 acides aminés. Sa structure I'apparente a la superfamille des
récepteurs aux cytokines de type 1. Comme tous les membres de ce groupe de récepteurs, il est
constitué de 3 domaines:

- Une partie extracellulaire comportant deux domaines fonctionnels D1 et D2 (Livnah et
al., 1996). Le domaine D1 contient plusieurs résidus cystéine impliqués dans la dimérisation du
récepteur. Dans la partie juxta-membranaire du domaine D2 se trouve le motif WSXWS qui joue
un role crucial dans la conformation du récepteur a la surface cellulaire, dans la liaison au ligand
et la transduction du signal (Yoshimura et al., 1992) .

- Un domaine transmembranaire unique. Celui-ci contient deux résidus leucine en 240 et 241
dont la présence est essentielle a la dimérisation du récepteur : une mutation de ces résidus qui
inhibe cette dimérisation altere la transduction du signal Epo (Kubatzky et al., 2001).

- Un domaine intracellulaire dénué de toute activité tyrosine kinase intrinseéque. Il
comporte dans sa portion juxta-membranaire deux séquences conservées : Les «box» ou boite 1
et 2. La boite 1 joue un role essentiel dans la transduction du signal. Elle est impliquée dans
I’ancrage de la phosphotyrosine JAK2 (Janus Kinase 2), pivot central de la signalisation Epo
(Jiang et al., 1996). Le domaine intracytoplasmique de Epo-R comporte par ailleurs huit résidus
tyrosine impliqués dans le recrutement et I’activation de protéines effectrices de la transduction

du signal (Figure ES).
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Figure ES5 : Structure du récepteur a I’Erythropoiétine

(tiré de Richmond et al, 2005)

Le domaine extracellulaire peut étre divisé en deux sous-domaines appelés D1 et D2. TM
(domaine Transmembranaire). La portion juxtamembranaire du domaine intra-cellulaire
comprend 2 séquences conservées : Box1 et 2. Box 1 est impliquée dans I’ancrage de JAK2.

Epo-R SH2 associated proteins
tyrosine
Y343 STATS

Y401 STATS, SHIP-1, Shp2, Cis, SOCS-3

Y429 Shpl

Y431 Shpl, STAT3
Y443 None identified
Y460 Couples to Epo-dependent TRPC2 activation

Y464 Grb2

Y479 p85a subunit of PI-3 kinase

Le récepteur a I’Erythropoiétine comporte huit résidus tyrosine impliqués dans le recrutement
et I’activation de protéines effectrices de la transduction du signal.



Un second type de récepteur Epo a été décrit: Il résulte d'un épissage alternatif de 'ARN
prémessager entrainant I'apparition d'un codon STOP prématuré. Il en résulte la synthése d'une
protéine tronquée dans son domaine intracytoplasmique. Ce récepteur, plus spécifiquement
exprimé dans la population de progéniteurs érythroides la plus immature, n'est pas fonctionnel,
mais agirait comme un dominant négatif sur le signal mitogénique transmis par I’Epo-R complet
(Nakamura et al., 1992).

Les progéniteurs et précurseurs érythroides ont des sensibilités treés variées a 1I’Epo. Ces
sensibilités variables a I’Epo sont diies aux variations exponentielles de concentrations d’Epo
sérique trouvé physiologiquement ou lors des anémies. A faible concentration d’Epo, seuls les
progéniteurs les plus sensibles peuvent survivre. Ainsi, la régulation de 1’apoptose des
progéniteurs et des précurseurs érythroides pendant leur phase de dépendance a I’Epo explique la
réponse rapide mais trés finement régulée des populations érythroides a 1I’hypoxie, I’hyperoxie et
I’anémie, sans aucun effet sur la différenciation cellulaire ou la mise en cycle de I’Epo. Dans ce
modele, I’Epo module le taux d’apoptose des progéniteurs et précurseurs érythroides. Ainsi,
I’érythropoiése est principalement régulée de facon endocrine, la cible étant la moelle osseuse et
la glande productrice d’Epo le rein (Figure E4 ).

I.D.1.2. Régulation positive de I’érythropoiese au niveau moléculaire

1.D.1.2.1. Stem cell factor et c-kit

La liaison du ligand SCF a c-kit entraine la dimérisation du récepteur et induit la phosphorylation
des résidus tyrosines intracytoplasmiques et le recrutement des protéines a domaine SH2 (« Src
Homology 2 ») impliquées dans la transduction du signal. Plusieurs voies de signalisation sont
activées, parmi lesquelles PI3K/AKT (PI3K, Phosphatidylinositol 3-kinase), la phospholipase Cy
(PLC-y), la voie Grb2-Ras-MAPK (GRB2, « Growth factor Receptor-bound protein 2 ») (Ras,
Rous Sarcoma kinase) ou encore les Src kinases. Les voies p850/PI3K/AKT et Sarc kinases
semblent prédominantes dans la lignée érythroide. Les souris p85'/ “ont un nombre de BFU-E et

CFU-E diminué (pour revue voir (Munugalavadla and Kapur, 2005)).
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1.D.1.2.2. L’érythropoiétine et son récepteur

Le récepteur de I’Epo est présent a la surface des BFU-E et des CFU-E sous la forme
d’homodimeres. La fixation de I’Epo induit un changement de conformation et ’activation de la
tyrosine kinase JAK?2 qui est pré-associée au domaine cytoplasmique du récepteur, dans sa région
juxta-membranaire. La protéine JAK2 est le pivot de la signalisation Epo et est absolument
nécessaire a I’activation d’Epo-R. C'est un membre de la famille Janus Kinase, possédant une
activité tyrosine kinase intrinseque.

En effet, les souris JAK2”" ont un phénotype identique aux souris Epo-R™". JAK2, en association
avec d’autres kinases telles que Lck (« Leukocyte-specific protein tyrosine kinase »), Lyn
(« Lck/yes-related novel tyrosine kinase »), Btk (« Bruton’s Tyrosine Kinase »), et/ou c-kit, va
moduler la phosphorylation des 8 résidus tyrosines cytoplasmiques du récepteur, situés dans sa
partie distale (Figure ES). Ces tyrosines phosphorylées vont recruter des effecteurs a domaines
SH2 : STATS5 (STAT, « Signal Transducer and Activator of Transcription »), Cis (« Cytokine
inducible SH2-containing protein »), SHP-1 (« Small Heterodimer Partner »), SHP-2, SHIP
(« SH2-containing Inositol Phospatase »), Grb2, Lyn, la sous-unité p85 de la PI-3 kinase et les
protéines de la famille SOCS (pour revue voir (Richmond et al., 2005)) (Figure E6). En outre,
d'autres molécules de transduction du signal se fixant a Epo-R ont également été identifiées,
incluant les tyrosine kinases Syk (« Spleen tyrosine kinase »), Tec, PLC-y, les protéines
adaptatrices She, Cbl (« Casitas B-lineage Lymphoma »), Crkl, IRS-2 (« Insulin Receptor
Substrate 2 ») et Gabl/2 (« GRB2-Associated Binding protein »), et les molécules d'échange
nucléotidique Sos 1 (« Son of sevenless homolog 1 ») et Vav. Les roles physiologiques de la
cascade de transduction du signal initiée via la phosphorylation des résidus tyrosines de I’Epo-R
ne sont pas encore totalement é€lucidés. Il semble bien établi que les voies activées par le
récepteur de 1'Epo permettent la prolifération et la survie des cellules par l'intermédiaire des voies
JAK2-STATS, PI3-Kinase, Ras/MAP Kinases, ’entrée intracellulaire de calcium et d’autres
molécules impliquées dans la transduction du signal (Figure E6).

1.D.1.2.3. Synergie entre c-kit et le récepteur a I’érythropoiétine au niveau moléculaire
L’Epo et le SCF agissent de fagon synergique, au niveau moléculaire, pour amplifier
I’érythropoi¢se. Le SCF sensibilise les cellules a I’Epo et ainsi le taux d'Epo nécessaire a la
prolifération érythroide et a la survie est moindre. Parallélement, le SCF ralentit la différentiation

des progéniteurs érythroides, permettant ainsi 1'expansion des cellules érythroides.
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Au stade des progéniteurs érythroides, les voies de signalisation activées par c-kit pourraient agir
de facon synergique avec les voies induites par I'Epo-R (cf. infra, pour revue voir (Arcasoy and
Jiang, 2005)). Epo-R et c-kit sont co-exprimés a la surface des précurseurs depuis les BFU-E
matures jusqu’aux érythroblastes polychromatophiles, mais leur expression suit une cinétique
inverse. Ceci peut témoigner d'une régulation croisée de I'expression de ces deux récepteurs a la
surface des précurseurs érythroblastiques. In vitro, alors que seule I'Epo est capable de produire
des érythrocytes humains par I’amplification et la maturation de progéniteurs, la combinaison de
I’Epo et du SCF permet d’accroitre fortement, la prolifération et l'expansion des cellules
érythroides. Une exposition des progéniteurs érythroides au SCF serait ainsi un pré requis
nécessaire a l'action de I’Epo sur ces cellules (Wu et al., 1995a) (Wu et al., 1997). La synergie
entre ces deux récepteurs implique une interaction directe entre c-kit et la boite 2 du domaine
intra-cytoplasmique d'Epo-R (Wu et al., 1995a). Cette interaction active Epo-R non pas en
induisant sa dimérisation, mais en phosphorylant directement ses résidus tyrosines intra-
cytoplasmiques (Wu et al., 1995a) (Tan et al., 2003). Il semble que le résidu Y343, qui fixe
STATS5a, soit impliqué dans la synergie avec c-Kit. Les résidus tyrosines de c-kit qui fixent les
Src kinases seraient suffisants pour la co-signalisation avec Epo-R (Hong et al., 2008).
Cependant, les effets de I’Epo et du SCF sont décrits comme étant distincts et séquentiels sur la
différenciation érythroide. L’effet sur la prolifération ou la mort cellulaire de la co-signalisation
entre I’Epo et le SCF n’est pas établi comme étant nécessaire au cours de la différenciation
érythroide. Ainsi, le SCF induit la prolifération des cellules immatures, tandis que 1'Epo a pour
role principal la survie et la différenciation des progéniteurs érythroides (Wang et al., 2008).

La seule activation d'Epo-R par c-kit dans les précurseurs érythroides ne suffit pas a activer la
signalisation de ce récepteur en l'absence d'Epo. Elle ne fait que la potentialiser. Plusieurs
mécanismes ont été évoqués. Au niveau moléculaire, le SCF et ’Epo augmentent de facon
synergique l'ampleur et la durée de la voie MAPKinase (MAPK, ERK1/2) (ERK, « Extracellular
signal Regulated Kinase »), ce qui induit la prolifération et ralentit la différenciation des cellules
érythroides (Sui et al., 1998). L'activation prolongée de MAPK pourrait aussi jouer un rdle dans
la prévention de ’apoptose. Cependant, le SCF et I’Epo peuvent activer les MAPKinases par des
voies différentes et leurs cibles en aval peuvent ne pas étre identiques. L'effet synergique de
I’Epo et du SCF sur la survie cellulaire peut aussi avoir lieu a d’autres niveaux moléculaires. Par
exemple, le SCF, en activant la PI-3 kinase, induit une forte activation d'AKT et ainsi la

phosphorylation de Bad (« Bcl2-associated agonist of cell death ») et sa séquestration dans le
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cytosol par la protéine 14-3-3; ce qui permet la libération de Bcl-xp de la membrane
mitochondriale pour protéger la cellule de 1’apoptose.

Dans ce modele de synergie, I'expression de Bel-xp, est augmentée par la voie JAK/STAT activée
par I’Epo-R et son activité est augmentée par c-kit. De méme, la transactivation de STAT est
augmentée via l'activation de la voie PKA/CREB (PKA, Protéine Kinase A), induit par c-kit et le
recrutement de CBP/p300 (Boer et al., 2003). De multiples autres voies pourraient également étre
impliquées dans I'effet synergique majeur observé entre le SCF et I’Epo restent a décrire.

Enfin, le SCF est également impliqué dans la réponse érythroide de stress, caractérisée par
I’amplification d'une population particuliére de progéniteurs érythroides capables de proliférer
rapidement en réponse a une anémie aigué (Lenox et al., 2005). Cette réponse proliférative rapide
implique, pour étre optimale, une coopération entre le SCF, l'hypoxie et la signalisation
BMP4/Smad (BMP4, « Bone Morphogenetic Protein 4 ») (Perry et al., 2007).

[.D.1.2.2.1. Activation du récepteur a I’érythropoiétine et transduction du signal
1.D.1.2.2.1.1. Liaison du ligand et activation de JAK2

En absence d’Epo, le récepteur, présent a la surface cellulaire, est inactif: il est sous forme
dimérique ou oligomérique dans une conformation spatiale impropre a son activation
(Constantinescu et al., 2001). Lorsque I'Epo se fixe sur son récepteur, elle induit une modification
conformationnelle de celui-ci (Syed et al., 1998). Il en résulte un rapprochement ou un
mouvement de rotation des deux domaines intracytoplasmiques du dimere, pré-requis nécessaire
a la transduction du signal (Figure E6).

A noter que l'activation optimale du signal Epo nécessite, en plus de la liaison du ligand, le
recrutement d'autres récepteurs exprimés a la surface cellulaire : la chaine 3 du récepteur a 1’IL-3
interagit avec Epo-R a la surface cellulaire et optimise la transduction du signal (Jubinsky et al.,
1997). C-kit participe également a la phosphorylation d’Epo-R en interagissant directement avec
le domaine intracytoplasmique de celui-ci (cf. supra). D'autres récepteurs peuvent étre recrutés
par Epo-R et participent a 1'activation des voies de signalisation dans les précurseurs érythroides :
RON (Récepteur d’Origine Nantais) par exemple, un récepteur tyrosine kinase qui, en
phosphorylant Gab-1, induit l'activation des voies de signalisation MAPK et AKT/PKB (Protéine
Kinase B) et favorise I'expansion des progéniteurs érythroides (van den Akker et al., 2004). Le
recrutement de ces récepteurs participant a la transduction du signal permet de comprendre
pourquoi les souris exprimant un récepteur Epo-R tronqué de tous ses résidus tyrosine intra-

cytoplasmiques restent viables sans syndrome anémique majeur (Zhang et al., 2001). Le
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rapprochement des domaines intracytoplasmiques d'Epo-R, apres activation par le ligand, induit
une transphosphorylation des protéines JAK2. La protéine JAK2 est le pivot de la signalisation
Epo. C'est un membre de la famille Janus Kinase, possédant une activité tyrosine kinase
intrinséque.

A la surface des cellules hématopoiétiques, JAK2 se lie par son domaine FERM a de nombreux
récepteurs de cytokines, dépourvus d'activité tyrosine kinase intrinséque comme Epo-R, c-mpl,
G-CSF-Récepteur (G-CSF (« Granulocyte Colony Stimulating Factor »), IFNy- Récepteur (IFN,
Interféron) ou encore IL-3-R et la famille Gp130 (Glycoprotéine 130) (Parganas et al., 1998).
JAK2 contient sept domaines JH (JAK Homology). A l'extrémité C-terminale se trouvent les
domaines kinases JH-1 (porteur de l'activité catalytique) et pseudo-kinase JH2, tandis que les
domaines JH3 a JH7 contiennent le domaine SH2 recrutant les protéines par leur résidu tyrosine
et le domaine FERM impliqué dans la liaison a I’Epo-R. En 1'absence de stimulation par I'Epo,
JAK2 est non phosphorylé, inactif, mais déja associé a Epo-R par sa partic N-terminale. La
liaison de JAK2 par son domaine FERM a la boite 1 du récepteur est précoce, dés le réticulum
endoplasmique (RE) et est nécessaire au «processing » d'Epo-R a la surface cellulaire (Huang et
al., 2001). L'activation du récepteur entraine la transphosphorylation de JAK2 au niveau de sa
boucle d'activation (sur les résidus tyrosines 1007 et 1008), ce qui libére sa fonction tyrosine
kinase et lui permet de phosphoryler en retour les 8 résidus tyrosines du domaine
intracytoplasmique d'Epo-R (Witthuhn et al., 1993). L’activation de JAK2 est une étape
essentielle a la transduction du signal. En effet, les souris invalidées pour ce géne ne sont pas
viables : les embryons meurent entre 11 et 12 jours de gestation avec un tableau d'anémie sévere
assez proche de celui observé chez les souris Epo'/ “ou Epo-R'/ " (Neubauer et al., 1998) .

Une activation constitutive de JAK2 a récemment été mise en évidence dans la physiopathologie
de syndromes myéloprolifératifs Ber-Abl négatifs (Ber, « Breakpoint cluster region ») (Abl,
« Abelson »), en particulier la polyglobulie de Vaquez. La polyglobulie de Vaquez ou
polycythemia vera est une maladie clonale de la cellule souche hématopoiétique dont 1'expression
hématologique prédomine sur la lignée érythroide. Les progéniteurs des patients atteints de
maladie de Vaquez forment des colonies spontanées in vitro, en l'absence d’Epo (Prchal and
Axelrad, 1974). Ces colonies spontanées reflétent I’indépendance des précurseurs a I’Epo et sont
appelées « Erythroid Endogenous Colony » (EEC). Ces progéniteurs de polyglobulie de Vaquez
se caractérisent a la fois par leur indépendance a 1'Epo et par une hypersensibilit¢ a de

nombreuses cytokines: Epo, SCF, GM-CSF, IL-3 et IGF-1 mais aussi Tpo (Casadevall et al.,
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1982) (Dai et al., 1992) (Dai et al., 1994). La formation des EEC nécessite l'activation des mémes
voies de signalisation que celles activées par 1'Epo : les inhibiteurs chimiques de JAK2, PI3-K et
Src-kinase inhibent la différenciation érythroide Epo-indépendante des progéniteurs de patients
atteints de polyglobulie de Vaquez (Ugo et al., 2004). Il a récemment été identifié une mutation
du domaine pseudo-kinase de JAK2 dans la grande majorité des polyglobulies de Vaquez (95%)
et plus de la moiti¢ des thrombocytémies essentielles et des myélofibroses primitives (Baxter et
al., 2005) (James et al., 2005) (Kralovics et al., 2005) (Levine et al., 2005) (Zhao et al., 2005).
Cette mutation JAK2V®'"" substitue d’une valine par une phénylalanine en position 617 au niveau
du domaine pseudo-kinase JH-2 (pour revue, cf. (Delhommeau et al., 2006)). La protéine JAK2
est phosphorylée de fagon constitutive sur la tyrosine Y1007 et active en aval les voies de
transduction impliquées dans la signalisation Epo (James et al., 2005) (Lu et al., 2005) (Staerk et
al., 2005). Sur le plan cellulaire, I'expression forcée de JAK2V®'"" dans plusieurs modéles de
lignées cellulaires induit la prolifération indépendamment de la présence de facteurs de
croissance (James et al., 2005).

1.D.1.2.2.1.2. Phosphorylation des résidus tyrosines intracytoplasmiques

Les tyrosines intracytoplasmiques phosphorylées par JAK2 servent de point d'ancrage aux
protéines a domaine SH2 impliquées dans la transduction du signal. De nombreuses voies de
signalisation intracellulaire sont ainsi activées (Wojchowski et al., 1999). La plupart de ces voies
stimulent la prolifération et/ou la survie des progéniteurs érythroides : la voie PI3-Kinase (Miura
et al., 1994a) (Damen et al., 1995), la voie des ras-MAP Kinase (Miura et al., 1994b), les voies
Lyn (Chin et al., 1998) ainsi que plusieurs membres de la famille de facteurs de transcription
STAT, en particulier STATS (Wakao et al., 1995), qui permet I'induction de la protéine anti-
apoptotique Bcl-x; indispensable a la survie des progéniteurs érythroides (Socolovsky et al.,
1999). L'activation d'Epo-R entraine également le recrutement de protéines ayant un effet
inhibiteur sur la transduction du signal : la voie Cis/SOCS qui exerce un rétrocontrole négatif sur
la phosphorylation de JAK2 (Yoshimura et al., 1995) ou encore la phosphatase SH-PTPI,
recrutée par la tyrosine la plus distale de Epo-R (Klingmuller et al., 1995). Des mutations
germinales d'Epo-R, caractérisées par la délétion de cette partie C-terminale inhibitrice, sont
impliquées dans la physiopathologie de certaines polyglobulies primitives familiales.

Des expériences de mutations successives du récepteur Epo-R murin ont permis d'analyser le role
respectif des 8 résidus tyrosines dans la transduction du signal Epo (cf. tableau ci-contre,

(Richmond et al., 2005)). De facon surprenante, contrairement a la protéine JAK2, aucun de ces
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résidus n'est indispensable a la signalisation Epo : en effet, les souris knock-in exprimant un
récepteur Epo-R tronqué de tous ces résidus tyrosines sont viables. Elles ne présentent qu'une
diminution modérée de 1'hématocrite et du potentiel clonogénique érythroide (Zang et al., 2001).
Cependant, leur réponse a 1’érythropoiése de stress, aprés induction d'une anémie hémolytique
par la phénylhydrazine, est profondément altérée. En revanche, celle-ci persiste si le récepteur
conserve son résidu tyrosine Y343 responsable du recrutement de STATS (Menon et al., 2006).
Le déficit secondaire a la perte des résidus tyrosines, n'est donc pas qualitatif (la signalisation
Epo est fonctionnelle), mais uniquement quantitatif (elle est atténuée) (Figure ES)

I.D.1.2.2.1.3. Principales voies de signalisation du récepteur a I’érythropoiétine
1.D.1.2.2.1.3.1. La voie STATS5a-b

La signalisation Epo implique plusieurs membres de la famille de facteurs de transcription STAT
(Constantinescu et al., 1999) (Wojchowski et al., 1999) (Cheung and Miller, 2001). Cette famille
STAT se caractérise par une structure moléculaire hautement conservée avec un domaine de
liaison a I'ADN et une extrémité C-terminale contenant un motif SH2, un résidu tyrosine essentiel
a l'activation de la protéine et un domaine de transactivation. Le domaine de liaison a 'ADN
reconnait la séquence consensus GAS (« y-IFN Activated Sequences ») TTC(N)3GAA située sur
les régions cis-régulatrices de nombreux génes cibles. Trois membres de la famille STAT sont
impliqués dans la signalisation Epo: STATI1, STAT3 et STATS (Figure E7). Les études sur
lignées cellulaires ont montré que l'activation de STAT1 dépend de JAK2. Les souris STAT1™
présentent une diminution du nombre de précurseurs érythroides et un déplacement de
I'érythropoiese de la moelle osseuse vers la rate, reflet d’une érythropoiése de stress (Halupa et
al., 2005). STAT3 est également phosphorylé en réponse a I'Epo dans les lignées érythroides,
mais son role précis reste a ce jour peu connu (Kirito et al., 2002).

STATS est le membre de cette famille de loin le mieux caractérisé dans I'érythropoiese. Il existe
sous deux isoformes: STAT5a et STATSb, présentant plus de 96% d'homologies au niveau
protéique (pour revue, cf. (Hennighausen and Robinson, 2008)). STATSa et b sont impliqués
dans la transduction du signal de nombreuses cytokines: les hormones de croissance, la
prolactine ou 1'IL-2. Ceci explique le phénotype pléomorphe observé chez les souris double
knock-out STAT5a/b™". La phosphorylation du résidu tyrosine 343 de I’Epo-R par JAK2 (et moins
spécifiquement du résidu 401) recrute les deux isoformes STAT5a et STATSb via leur domaine
SH2 et les phosphoryles en retour. Cette phosphorylation induit la formation d'homo ou

d’hétérodimeres STATSa/b puis leur translocation nucléaire.
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Les dimeres STATS se fixent sur les séquences consensus GAS et activent 'expression de leurs
genes cibles impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation. L'activation
de STATS est suffisante pour induire la maturation érythroide terminale. Un récepteur Epo-R
«chimere» (Epo-R-H), dont la partie intracytoplasmique ne comprend que la boite JAK2 et la
tyrosine 343 et ne conserve seulement la capacité d'activer STATS, et auquel manquent toutes les
autres tyrosines nécessaires a l'activation des autres voies de transduction du signal, permet la
maturation de CFU-E murin (Miller et al., 1999b). La mutation supplémentaire de la tyrosine 343
de la boite JAK2 nécessaire a l'activation STATS (Epo-R-HM) permet aussi la formation de
colonies érythroides in vitro (Miller et al., 2002). Ces colonies sont néanmoins trois fois moins
nombreuses que lorsque le résidu Y343 est conservé (Epo-R-H), reflétant probablement I'exces
d'apoptose des érythroblastes en l'absence d’activation de STATS. Ces résultats sont confirmés in
vivo: les souris knock-in exprimant Epo-R-H ou Epo-R-HM sont viables (Zang et al., 2001). En
revanche, la réponse a I'érythropoi¢se de stress d’Epo-R-HM est fortement altérée alors qu’elle
est normale chez les souris Epo-R-H (Menon et al., 2006) (Zang et al., 2001). Les embryons de
souris double knock-out STATS5a/b” (Cui et al., 2004) ne sont pas viables et présentent un taux
d'hématocrite effondré a 18,5 jours de vie embryonnaire et d’autre part le sSiRNA STATS inhibe
la formation des CFU-E (Garcon et al., 2006). Ces observations, qui peuvent sembler
contradictoires avec le phénotype des souris STAT. 57, reflétent probablement 1’activation directe
de STATS par JAK2, indépendamment des résidus tyrosine d'Epo-R. Par ailleurs, il a récemment
¢été décrit que STATS serait impliqué dans la stimulation de nouveaux facteurs anti-apoptotiques
comme Piml1, Pim3, Irs-2, Serphin-3G, et Trb3 (Sathyanarayana et al., 2008). Il a également été
décrit que l'utilisation d'un dominant négatif de STATS induit 1’arrét du cycle cellulaire et
I’apoptose des précurseurs érythroides (Chida et al., 1999). Il a récemment été montré que
STATS est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire en modulant I’expression des geénes du
cycle cellulaire, en diminuant 1’expression des inhibiteurs: Cycline G2, de p27/Cdknlb
(« Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 1b »), et de Bcl6 (« B-cell leukemia/lymphoma 6 »), et
aussi via I’induction de la Cycline D2 (Fang et al., 2007).
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Figure E7 : Voies de transduction du signal JAK-STAT induites apres activation
d’Epo-R par fixation d’Epo

(tiré de Richmond et al, 2005)



En conclusion, la voie de signalisation STATS5 semble avant tout impliquée dans la survie des
progéniteurs au cours de la différenciation érythroide terminale. Un role spécifique dans la
différenciation cellulaire ne peut cependant étre exclu: dans les cellules érythroleucémiques
SKT6, l'activation de STATS est nécessaire a la synthése d'hémoglobine (Gregory et al., 1998) et
I’expression d’une forme constitutivement activée de STATS (STATSCA) ou la surexpression de
Bcl-x induit la différenciation érythroide malgré 1’absence d’Epo, mimant 1’aspect observé dans

les polyglobulies de Vaquez (Garcon et al., 2006).

Bcl-x1 est un géne cible majeur de STATS dans les précurseurs érythroides (cf. infra). Bel-xp est
un membre de la famille des protéines apparentées a Bel-2 impliquées dans le contrdle de la mort
cellulaire par apoptose. Leur principale fonction est d’assurer l'intégrité et 1’adaptation de la
mitochondrie aux différentes perturbations du métabolisme cellulaire. Les études d’invalidation
génique ont montré que les membres de la famille Bel-2 jouent un réle physiologique unique et
non redondant selon le type cellulaire. Bcl-2, par exemple, protége de 1’apoptose les cellules
rénales, les lymphocytes matures et les mélanocytes alors que Bcl-w agit au niveau des cellules
germinales et A-1 au niveau des granulocytes (Pour revue, cf.(Adams and Cory, 2007)). Bel-xp
est essentiel a la survie des cellules neuronales et des précurseurs érythroides. L'expression de
Bcl-x, augmente lors de I'induction de la différenciation érythroide terminale. Bel-x; joue un réle
essentiel dans la survie des précurseurs érythroblastiques tardifs, au stade ou la synthése
d’hémoglobine est maximale. Les progéniteurs spléniques murins infectés par le virus de Friend
et bloqués au stade proérythroblastique expriment faiblement Bcl-x;, mais cette expression
augmente deés l'induction de leur différenciation terminale in vitro par 1'Epo (Gregoli and
Bondurant, 1997). Lors de la différenciation érythroide, in vitro, de précurseurs CD34" humains
en milieu liquide, I'expression de Bel-x, augmente a partir du stade BFU-E jusqu’a un maximum
dans les érythroblastes polychromatophiles, pour ensuite décliner en fin de maturation (Testa,
2004). L'expression de Bcl-x; est également induite lors de la maturation mégacaryocytaire. Elle
reste, en revanche, faible lors de la maturation des neutrophiles. Bcl-2 présente un profil
d'expression inverse a Bcl-xp dans I’hématopoicse : son expression est faible dans les lignées
érythroides et mégacaryocytaires mais forte dans la granulopoiése.

La sévérité¢ du phénotype observé chez les souris bcl- v illustre I'importance de Bcl-x;. au cours
du développement. Les souris bcl-X'~ meurent a 13 jours de vie embryonnaire, présentant une

apoptose massive a la fois au niveau des cellules du systéme nerveux central et des précurseurs
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¢érythroides du foie foetal (Motoyama et al., 1999). La culture d’érythroblastes n’exprimant pas
Bcl-x aboutit a une érythropoicse inefficace (Motoyama et al., 1999). La délétion du géne bcl-x
spécifique a la lignée érythroide (Wagner et al., 2000) aboutit a une anémie sévere caractérisée
par une érythropoiése inefficace, avec une apoptose massive des érythroblastes matures
synthétisant de I’hémoglobine et une hyperplasie des progéniteurs mégacaryocytaires et
¢érythroides dans la moelle osseuse et la rate.

L'invalidation conditionnelle de Bcl-x; aprés la naissance des souris induit I'apparition, a trois
mois de vie, d'une anémie hémolytique sévere a laquelle s'associe une thrombopénie. On observe
une accumulation de précurseurs érythroblastiques dans la moelle osseuse et dans la rate,
associée a une hyper-réticulocytose dans le sang (Wagner et al., 2000). L'analyse détaillée de
I'hématopoicse de ces souris montre que cette réticulocytose est relative, insuffisante par rapport
au degré d'hyperplasie érythroblastique dans les organes hématopoiétiques (Rhodes et al., 2005b).
Le nombre de progéniteurs érythroides Ter119" apoptotiques est nettement accru, témoignant
d'une érythropoicse inefficace.

En présence d’Epo, I’expression de Bcl-xi est fortement augmentée lors de la différenciation
érythroide terminale, atteignant son maximum pendant la phase d’hémoglobinisation (Josefsen et
al., 2000). La privation en Epo induit la mort apoptotique des progéniteurs érythroides en culture
(Koury and Bondurant, 1990), alors que la surexpression de Bcl-x; en absence d'Epo entraine la
survie et la différenciation des progéniteurs érythroides (Dolznig et al., 2002). La privation en
Epo conduit & l'activation de la caspase-3 et a I’apoptose des érythroblastes (Gregoli and
Bondurant, 1999). 1l a aussi été rapporté que la caspase-3 cliverait Bel-x, (Negoro et al., 2001)
ce qui suggere que I’Epo protegerait les cellules érythroides de l'apoptose, en partie, via
I’inhibition du clivage de Bcl-xp par la caspase-3 (Testa, 2004). L’Epo, via 1'activation des voies
ERK1 et ERK2, inhiberait le clivage de Bcl-xp, par les caspases, aboutissant ainsi a la protection
des cellules érythroides de I’apoptose (Mori et al., 2003). ERK inhiberait également 1’expression
de Fas a la surface des érythroblastes (Rubiolo et al., 2006).

Le mécanisme d'induction de l'expression de Bel-x. est a I’intersection des voies de signalisation
de I’Epo et du facteur de transcription GATA-1, via ’activation de la voie JAK2/STATS (Testa,
2004) (cf. infra). Les mécanismes moléculaires a 1'origine de I'induction par I'Epo de Bcl-x; dans
les phases terminales de 1’érythropoiese restent imparfaitement connus. L’induction de Bcl-x;. est
une des conséquences majeures de l'activation de STATS par JAK2 (Socolovsky et al., 1999).

Plusieurs arguments expérimentaux prouvent que STATS induit l'expression de Bel-x : des sites
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consensus GAS sur lesquels se fixe STATS in vitro ont été¢ identifiés dans le premier intron des
genes bcl-y; humains et murins (Socolovsky et al., 1999). Il a ét¢ montré que I’Epo induit
I’activité transcriptionnelle du promoteur Bcl-xi, mais cette induction est perdue lorsque les
séquences GAS sont mutées. L'utilisation d'un dominant négatif de STATS inhibe l'induction de
Bcl-x1 par I'Epo dans les cellules HCD-57. Une forme constitutionnellement active de STATS
permet, au contraire, une expression permanente de Bcl-x; dans ces cellules, méme en I'absence
d'Epo (Socolovsky et al., 1999).

La régulation de Bcl-x dans 1'érythropoiése n'est pas sous la seule dépendance de STATS. La
persistance d'une érythropoiése résiduelle chez les souris STAT5a/b”" témoigne bien de l'existence
de voies de signalisation alternatives. Le promoteur du géne Bcl-x; contient plusieurs régions
régulatrices putatives correspondant aux séquences consensus de liaison a ’ADN de plusieurs
facteurs transcriptionnels : GATA-1, ets-1, AP-1 ou encore de NF-E2 (Grillot et al., 1997).
GATA-1, en particulier, semble jouer un role important dans le contrdle de 1’expression de BCL-
x.. Les cellules GI1E-ER sont dérivées de cellules ES GATA-17" et correspondent a des
précurseurs bloqués au stade proérythroblastique. L'expression de GATA-1 dans ces cellules est
inductible en présence d'cestrogenes, ce qui permet de rétablir la différenciation érythroide
terminale. Lorsque ces cellules sont cultivées en présence d’cestrogénes, 1'expression de Bcl-xi
augmente et non pas celle de Bcl-2 ce qui serait un des mécanismes responsables des effets anti-
apoptotiques de GATA-1 au cours de la différenciation érythroide (Gregory et al., 1999). Un site
de liaison GATA-1 est présent sur le promoteur du geéne bcl-yz. Les expériences
d'immunoprécipitation ont montré une fixation in vivo de GATA-1 sur ce promoteur, évoquant
une régulation transcriptionnelle directe de Bcl-x; par GATA-1 dans les cellules érythroides
(Kuo and Chang, 2007).

L'expression forcée de Bcl-x; induit une différenciation érythroide terminale dans la lignée
murine pluripotente FDCP (Haughn et al., 2003) ou dans les progéniteurs de souris en 'absence
d'Epo (Dolznig et al., 2002). Chez I’homme, également, il a ét¢ récemment décrit que la
surexpression de Bcl-x; dans des cellules souches CD34+ induisait, comme STATSCA, la
différenciation érythroide en I’absence d’Epo (Garcon et al., 2006). Il a de plus été décrit que
Bcel-xp, en plus de son role principal comme facteur anti-apoptotique, interviendrait dans le
processus de synthése de I’héme et dans la différenciation érythroide via la voie Raf-1 (Hafid-
Medheb et al., 2003) (Haughn et al., 2003), bien que Raf-1 ait également été décrit comme

favorisant la prolifération et non la différenciation (Rubiolo et al., 2006). Ces données
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expérimentales témoignent d’un rdle potentiel de Bel-x1 dans la différenciation érythroblastique,
indépendamment de ses fonctions anti-apoptotiques.

Des anomalies d’expression de Bcl-xp ont été impliquées dans la physiopathologie de la
polyglobulie de Vaquez. Il a tout d’abord été observé que les érythroblastes de ces patients sont
plus résistants aux stimuli apoptotiques (Pahl, 2000). Par ailleurs, une expression accrue de Bcl-
X est observée dans les érythroblastes de ces patients (Silva et al., 1998). La surexpression de
Bcl-x; dans des cellules CD34" humaines permet d’obtenir une prolifération et une
différenciation érythroide en absence d’Epo, superposable a ce qui est observé chez ces patients
polyglobuliques (Garcon et al., 2006). L’effet de la surexpression de Bcl-x. semble quand méme
moins important que celui de STATSCA, pouvant laisser penser que d’autres cibles de STATS
puissent €tre impliquées.

L'Epo exercerait ¢galement une partie de ses effets anti-apoptotiques indépendamment de Bel-xy,
au moins dans les phases précoces de la maturation érythroide terminale : I’ajout d’Epo aux
cultures d’érythroblastes bel-x" permet de diminuer significativement le taux d’apoptose de ces
cellules, indiquant que I’effet de I’Epo peut faire intervenir une autre protéine anti-apoptotique
que Bcel-xp. (Rhodes et al., 2005b).

1.D.1.2.2.1.3.2. La voie PI3-Kinase/AKT-PKB

La voie de signalisation impliquant la PI3K participe a la réponse aux cytokines dans de
nombreux systémes cellulaires normaux ou malins (Brazil et al., 2002) (Vivanco and Sawyers,
2002). La PI3K est un hétérodimere constitué¢ d'une sous-unité régulatrice (p85) et d'une sous-
unité catalytique (p110) (Figures E6 et ES). L'Epo active la voie de signalisation PI3-kinase en
recrutant la sous unité-p85, soit de fagon directe par interaction entre le domaine SH2 de p85 et le
résidu tyrosine cytosolique Y479 de Epo-R, soit indirectement par le biais de plusieurs protéines
intermédiaires telles que Cbl, Gab1 et Gab2, IRS-2 et Vav (pour revue, cf. (Constantinescu et al.,
1999)).

L'activation de la PI3K par phosphorylation induit la génération de phosphatidylinositol-
triphosphate (PIP3), second messager qui se fixe sur un domaine spécifique de la PKB ou AKT et
permet son activation. En activant PI3K, I’Epo a un effet sur la progression du cycle cellulaire en
augmentant 1’expression des cyclines D3, E et A ainsi que la transcription et la traduction de c-kit
(Sivertsen et al., 2006).

Le role de cette voie de signalisation dans 1’érythropoic¢se est souligné par plusieurs arguments

expérimentaux:
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- L'inhibiteur sélectif LY294002 de la voie PI3K/AKT inhibe la prolifération cellulaire et active
l'apoptose de précurseurs érythroides (Haseyama et al., 1999). Il inhibe également la
différenciation érythroide de cellules primaires CD34" in vitro (Myklebust et al., 2002).

- La transduction de progéniteurs murins Epo—R'/ " avec un récepteur tronqué ne comportant dans
sa partie cytoplasmique que la tyrosine Y479 permet de restaurer la prolifération et la
différenciation érythroide, malgré I'absence d'activation de STATS (Klingmuller et al., 1997).

- L'expression d'une forme constitutivement active d'AKT permet la différenciation érythroide
des CFU-E de foie feetal de souris sauvages et de souris JAK2”, en l'absence d'Epo. Cet effet n'est
pas lié¢ a la diminution du nombre de cellules en apoptose, ni a une augmentation de la
prolifération cellulaire, mais semble 1i¢ a un effet direct d'AKT sur la différenciation érythroide.
L'inhibition d'AKT par siRNA dans les progéniteurs de foie feetal Ter/19” diminue le nombre de
CFU-E (Ghaffari et al., 2006).

- L'invalidation de p85 est létale chez la souris (nécrose hépatique et ascite chyleuse) (Fruman et
al., 2000). L'é¢tude des embryons p85'/ “a 14,5 jours de vie intra-utérine révele une diminution du
nombre d'érythrocytes, ainsi qu'une diminution du nombre de CFU-E et BFU-E dans le foie feetal
(Huddleston et al., 2003).

Plusieurs effecteurs d'AKT ont été identifiés dans les cellules érythroides. Ils sont principalement
impliqués dans l'activation des mécanismes anti-apoptotiques et dans la prolifération cellulaire,
bien qu'un rdle spécifique dans la différenciation cellulaire ne puisse étre exclu (Ghaffari et al.,
20006) :

- Phosphorylation et inactivation de Bad: la protéine pro-apoptotique Bad, lorsqu'elle n'est
pas phosphorylée, retient Bcl-x; dans le cytoplasme. Aprés phosphorylation par AKT, Bad libére
Bcel-x1 qui peut ainsi exercer ses fonctions anti-apoptotiques.

- Phosphorylation de Foxo-3a/FKHR-L1 (Brunet et al., 1999) (Kashii et al., 2000). Foxo-
3a (« Forkhead box O3a ») est un facteur de transcription impliqué dans la régulation positive de
genes pro-apoptotiques tels que FasL, Bim ou de genes de régulation du cycle cellulaire tels que
p27kipl ou BTGI (« B cell Translocation Gene 1 »). Foxo-3a est exprimé dans des cellules
¢érythroides mais son expression diminue progressivement pendant la maturation érythroide. Dans
des précurseurs érythroides immatures, Foxo-3a est rapidement phosphorylé via I’Epo, par AKT,
puis est export¢ hors du noyau et retenu par les protéines 14-3-3 dans le cytoplasme des
précurseurs érythroides (cf. schéma page 141). Il ne peut donc pas réguler 1’expression de ses

genes cibles. L'activation de Foxo-3a est suffisante pour déclencher I’apoptose observée lors du
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sevrage en Epo (Dijkers et al., 2002). La phosphorylation AKT-dépendante de Foxo-3a est donc
un ¢élément essentiel a la survie des progéniteurs érythroides immatures.

- Activation des facteurs de transcription NF-KB (« Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells ») et CREB permettant la régulation positive de génes anti-
apoptotiques (Djordjevic and Driscoll, 2002) (Nicholson and Anderson, 2002).

-Régulation positive de la Survivine, membre de la famille IAP (« Inhibitor of Apoptosis
Protein ») qui inhibe l'apoptose en inactivant les caspases et dont le role essentiel dans la
maturation érythroide terminale a été récemment décrit (Leung et al., 2007).

- La GSK3 (« Glycogen Synthetase Kinase-3 ») est impliquée dans le métabolisme du
glycogene et voit son activité augmenter lors de la privation en facteur de croissance, qui peut
aboutir a un changement conformationnel de Bax amplifiant son activité apoptotique. La
phosphorylation de la GSK3 par AKT inhibe son activité et est capable de protéger des cellules
érythroides de l'apoptose induite par la privation en Epo (Somervaille et al., 2001).

- Phosphorylation de GATA-1. Cette phosphorylation est nécessaire a l'activation
transcriptionnelle de génes cibles de GATA-1 tel que celui codant pour la métalloprotéase TIMP-
1 (Kadri et al., 2005).
1.D.1.2.2.1.3.3. La voie RAS-MAPKinase
Epo-R active la voie Ras par différents mécanismes. Soit directement par son domaine SH2, soit
par le biais de la tyrosine phosphatase SHP2 ou SHC de la molécule adaptatrice Grb2 recrutée
par ’Epo-R. Ce recrutement permet la translocation du facteur SOS puis I'activation de Ras. Les

protéines Vav peuvent aussi jouer un role dans le processus d’activation de Ras.
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Ras active en aval une cascade de kinases qui phosphorylent et activent certains facteurs
transcriptionnels (Figures E6 et E9); ceux-ci transloquent dans le noyau et régulent I’expression
de leurs genes cibles. En aval de l'activation de Ras, Raf-1 est activé et a leur tour les MAP
kinases, ainsi que quelques génes incluant c-fos, c-myc, c-jun. L’activation de Ras est essentielle
dans le contréle de la prolifération, de la différenciation et de l'apoptose des précurseurs
érythroides. Chez les mammiferes, bien qu’il existe 3 protéines Ras homologues, H-Ras, N-Ras
et K-Ras, seule K-Ras est essentielle pour I’érythropoie¢se et particuliecrement pour la
différentiation des progéniteurs érythroides jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles matures,
ainsi que pour la prolifération de progéniteurs hématopoictiques (Khalaf et al., 2005).
L’invalidation de l'isoforme K-ras chez la souris est Iétale entre 12 et 14 jours de vie
embryonnaire (Johnson et al., 1997) (Koera et al., 1997). Les embryons sont anémiques et le
nombre de CFU-E et de BFU-E dans le foie feetal est diminué. La maturation érythroide
terminale est retardée entre le stade basophile et le stade polychromatophile (Khalaf et al., 2005).
L'Epo active ainsi en aval de Ras plusieurs MAP kinases, incluant ERK1/2, SAP kinase (« Stress-
Activated Protein kinase »)/Jun kinase et p38 :

- La voie ERK (Jacobs-Helber et al., 1997). ERK1/2 est impliqué dans le controle du
cycle cellulaire dans les précurseurs érythroblastiques: il participe a l'expansion d'un
compartiment de progéniteurs érythroides immatures, en favorisant leur prolifération au
détriment de leur différenciation terminale (Sui et al., 1998). Il a été décrit que les activités de
ERK1 et ERK2 pourraient au cours de I’érythropoiése contrdler I'activité caspase et maintenir
lI'expression de Bel-xp (Mori et al., 2003).

- La voie JNK (Jacobs-Helber and Sawyer, 2004). INK est une sérine/thréonine kinase qui
active par phosphorylation la protéine Jun et lui permet d'exercer, au sein du complexe AP1, ses
propriétés d'activation transcriptionnelle. AP1 est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire
et dans la régulation tant positive que négative de I'apoptose. Les complexes API1, et
particulierement ceux contenant Jun-B, ont ét¢ impliqués dans l'induction de l'apoptose observée
lors de la privation en facteurs de croissance. Au contraire, les complexes AP1 contenant c-jun
activée ont ét¢ impliqués dans I’inhibition de I’apoptose dans des cellules dépendantes des
facteurs de croissance et 1'expression de c-jun retarde I’apoptose induite des cellules érythroides.
(Xia et al.,, 1995) (Shimizu et al., 1996). La voie JNK est également impliquée dans la
prolifération de progéniteurs érythroides immatures : l'inhibiteur SP600125 de JNK inhibe la
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prolifération des BFU-E, mais pas celle des CFU-E ni des stades plus tardifs de 1’érythropoicse
(Jacobs-Helber and Sawyer, 2004).

- La voie p38 MAPkinase (Nagata et al., 1998). La voie p38 est impliquée dans les étapes
terminales de la maturation érythroide : I'inhibiteur SB203580 inhibe la différenciation érythroide
induite par I’Epo dans les cellules érythroleucémiques SKT6, alors que l'expression d'une forme
active de p38 induit la différenciation érythroide en I'absence d'Epo (Nagata et al., 1998) (Uddin
et al., 2004). p38 induit l'expression de la globine y dans les cellules K562 et dans les
progéniteurs érythroides primaires (Pace et al., 2003). Une activation excessive de p38 a été
décrite dans les syndromes myélodysplasiques. L'utilisation d'inhibiteurs de cette voie permet de
restaurer I'hématopoiése in vitro chez ces patients (Navas et al., 2006) (Navas et al., 2006). A
noter cependant que l'anémie observée chez les souris p38” n'est pas liée a une anomalie de
1'érythropoiese mais a un défaut de production rénale d'Epo (Tamura et al., 2000).
1.D.1.2.2.1.3.4. Les voies LYN et BTK
D'autres kinases sont associées a I’Epo-R, incluant Lyn et Btk qui peuvent jouer un réle dans la
phosphorylation d’Epo-R et la transduction du signal (Chin et al., 1998). Lyn est un substrat de la
signalisation de I’Epo et joue un role dans la différenciation érythroide.

Le role de Lyn a été décrit grace a la lignée cellulaire érythroide J2E-NR, qui est Lyn-déficiente
et dont la différenciation érythroide est altérée (Tilbrook et al., 1997). Les érythroblastes de
souris Lyn”™ n'expriment ni GATA-1, ni EKLF et I'expression de STATSA et STATSB est
diminuée. L’altération de la différenciation érythroide et I'anémie observées sont associées a une
augmentation du nombre de BFU-E et de CFU-E dans la rate (Ingley et al., 2005). L activation de
CD45 bloque la différenciation érythroide des cellules CD34" de sang de cordon, en inhibant la
phosphorylation de Lyn et non pas celle de JAK2 (Harashima et al., 2002). L'activation de Lyn
jouerait un role positif a deux étapes de I’érythropoicse : au niveau de la prolifération des
progéniteurs érythroides et de la survie des érythroblastes lors des phases de maturation terminale
(Karur et al., 2006).

La tyrosine kinase BTK, qui est nécessaire pour le développement des lymphocytes B, est aussi
impliquée dans la signalisation d'Epo-R. Bien qu'aucun patient avec une agammaglobulinémie
liée a I’X (déficient en BTK), ni des souris de BTK™ n’aient montré une quelconque altération de
I’érythropoiése, il a été décrit, dans les progéniteurs érythroblastiques déficients en BTK, une
réduction de la phosphorylation d'Epo-R et de JAK2 avec une accentuation de la différenciation

¢érythroide et une diminution de la capacité d’auto-renouvellement.
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Le mécanisme d'action de BTK sur la signalisation d’Epo-R reste a déterminer, mais a lieu

probablement en aval de l'activation de Lyn et de JAK2. De plus, BTK est impliquée dans la

protection des progéniteurs et précurseurs immatures érythroides de la stimulation des récepteurs

de mort (Schmidt et al., 2004) (cf. infra).

1.D.1.2.2.1.3.5. Régulation par I’érythropoiétine du calcium intracellulaire

L'activation d’Epo-R entraine un afflux calcique dans les précurseurs érythroides au stade BFU-E

mature (Miller et al., 1999a). Cette entrée massive de calcium dans la cellule nécessite la

phosphorylation du résidu tyrosine Y460 intracytoplasmique d'Epo-R. Ce flux calcique fait

probablement intervenir les canaux TRPC-2 et 6 (« Transient Receptor Potential Channel »),

fortement exprimés dans les précurseurs érythroblastiques (Chu et al., 2004). La concentration de

calcium dans les cellules érythroides augmente plus dans le noyau que dans le cytoplasme, apres

stimulation par I’Epo. Malgré des expériences préliminaires dans des lignées érythroleucémiques

murines, le role de cet afflux calcique dans la différenciation et la prolifération des précurseurs

érythroides reste a préciser.

I.D.2. Régulation négative de I’érythropoiése

Bien qu’ils ne soient pas entierement élucidés, les mécanismes cellulaires et moléculaires

responsables de la régulation positive de 1’érythropoi¢se sont bien caractérisés. Cependant, pour

éviter une production massive d’érythrocytes et une polyglobulie, qui peut aboutir a des

complications d'hyperviscosité, des mécanismes de régulation négative sont absolument

nécessaires.

[.D.2.1. Régulation négative de I’érythropoiése au niveau cellulaire

I.D.2.1.1. Stem cell factor et c-kit

Il n'existe aucune preuve claire qu’un exces de progéniteurs érythroides ou d’érythrocytes régule

la production de SCF par les cellules stromales. Au contraire, la concentration en Epo et

l'activation de I’Epo-R sont les paramétres principaux qui déterminent la production de globules

rouges.

1.D.2.1.2. Production d’érythropoiétine

La production d’Epo est déterminée a deux niveaux.

1- Tout d'abord, la production d’Epo est bien controlée par 1’état

d’oxygénation du parenchyme rénal (cf. supra). Quand une quantité
suffisante de globules rouges est produite, I’oxygénation en résultant induit

la diminution de production d’Epo par le rein, via la dégradation de HIF
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2- En plus de la diminution de la production d’Epo, une modulation de
l'action de I’Epo a lieu apres l'interaction Epo/Epo-R par I’endocytose et la
dégradation d'Epo et d'Epo-R par le protéasome des progéniteurs
érythroides (cf. infra).

Ces niveaux de régulation négative contribuent au contrdle précis de la concentration d’Epo dans
le sang, permettant de prévenir une polyglobulie secondaire aprés la reconstitution d’une
hémorragie ou d’une hémolyse.

1.D.2.1.3. Les cytokines, les récepteurs de morts et leurs ligands

Dans les processus inflammatoires diverses cytokines incluant TNF-a (« Tumor Necrosis Factor-
a»), IFN-y et TGF-, ou des chemokines comme SDF-1 (« Stromal Derived Factor-1 ») sont
anormalement synthétisées et peuvent perturber 1’érythropoiése a plusieurs niveaux (Hafid-
Medheb et al., 2003). Les cytokines inflammatoires sont responsables d’une diminution de la
synthése d’Epo par le rein et le niveau d'Epo dans le sérum n'est donc pas adapté au taux
d’oxygénation tissulaire. Elles diminuent également la disponibilité¢ du fer pour les progéniteurs
érythroides, en induisant la synthése d’Hepcidine (pour revue cf. (Roy and Andrews, 2005). Les
cytokines inflammatoires peuvent aussi avoir une action directe sur les progéniteurs érythroides.
Les ligands et les récepteurs a domaine de mort appartiennent a la superfamille du TNF et du
récepteur au TNF (TNF-R) (cf. chapitre II). Plusieurs membres de la famille TNF/TNF-R
participent au rétrocontréle négatif de 1’érythropoi¢se (pour revue, cf. (Testa, 2004)). La perte de
ces rétrocontroles induit une érythrocytose chez la souris FADD™” (« Fas-Associated Death
Domain ») ou caspase-S'/ " (Varfolomeev et al., 1998) (Yeh et al., 1998). Quatre principaux
membres de la famille du TNF sont impliqués dans la régulation négative de 1'érythropoicse :
TNF, TRAIL (« TNF Related Apoptosis Inducing Ligand »), Fas et TWEAK.

1.D.2.1.3.1. Régulation négative de I'érythropoiese par Fas/FasL

Le role du systeme Fas/FasL dans la régulation négative de 1'érythropoiése est crucial (cf.
II.LA.2.4.1.) Le nombre de progéniteurs hématopoiétiques extra-médullaires est accru chez les
souris Fas™ et FasL™" (Schneider et al., 1999). Les cellules CD34" humaines sont protégées par
des taux ¢levés de c-FLIP (« FADD-Like ICE Inhibitory Proteins ») de l'action de Fas ou d'un de

ces agonistes (Kim et al., 2002). L'expression de Fas est faible dans les progéniteurs érythroides
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immatures (Dai et al., 1998) et augmente d¢s les phases précoces de 1I’érythropoiése entre le stade
BFU-E et le stade proérythroblastique (De Maria et al., 1999a). Inversement, l'expression
membranaire de FasL augmente tardivement au cours de 1’érythropoiese, a partir du stade
polychromatophile (De Maria et al., 1999a). Ce FasL est fonctionnel : il active le récepteur Fas et
induit l'apoptose des progéniteurs €rythroides (De Maria et al., 1999b). Cette régulation négative
implique des interactions cellulaires directes entre érythroblastes matures et immatures. La
cohésion structurelle nécessaire a ces interactions est assurée in vivo au sein de 17lot
érythroblastique. L'apoptose induite par Fas est modulée par le taux d'Epo: lorsque le taux d'Epo
est ¢élevé, l'expression de FasL est réduite a la surface des érythroblastes polychromatophiles.
Lorsque le taux d’Epo est bas, FasL est plus fortement exprimé et active Fas a la surface des
proérythroblastes et des érythroblastes basophiles. Chez la souris co-exprimant Fas et FasL dans
les érythroblastes immatures qui agiraient de facon autocrine, il a ét¢ montré que I’Epo diminue
I’expression de Fas/FasL et I’apoptose érythroblastique (Liu et al., 2006b) (Socolovsky, 2007). 1
a aussi ¢été suggéré que I’Epo, en induisant I’expression d’une isoforme de la protéine kinase C
(PKC ¢), pourrait aussi inhiber la sensibilité des érythroblastes a 1’activation des récepteurs de
mort, en induisant les protéines anti-apoptotiques de la famille bcl2 (Mirandola et al., 2006). 11 a
récemment ¢ét€ mis en évidence dans la maladie de Vaquez, caractérisée par une activation
dérégulée de la signalisation d’Epo-R,, que la présence de la mutation de JAK2Y®'"F dans les
érythroblastes est associée a une hyper-expression dérégulée de c-FLIP (« cellular FLIP ») short
qui pourrait contribuer a leur résistance a 1’activation de la voie Fas (Zeuner et al., 2006) (cf.
II.A.2.3.1.1.1.3.2)).

L’activation de Fas déclenche la cascade d'activation des caspases a l'origine du clivage et de
GATA-1 et SCL/TAL-1 et a pour conséquence le blocage de la différenciation et enfin I’apoptose
(De Maria et al., 1999a) (De Maria et al., 1999b) (Zeuner et al., 2003a). L'absence d'induction de
Bcl-xi, résultant du clivage de GATA-1, est probablement un des mécanismes essentiels
responsables de l'apoptose des proérythroblastes et des érythroblastes basophiles. Leur sensibilité
a FasL est accentuée par les cytokines qui induisent le cycle cellulaire des progéniteurs
immatures incluant, le SCF, I’'IL-3 et Tpo. Les mécanismes d’activation de 1’apoptose par la voie
intrinséque ou extrinséque induisent chez les sujets normaux une proportion faible mais
significative d'érythropoiése inefficace, ce qui maintient une réserve de progéniteurs érythroides

disponible.
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En rendant les précurseurs médullaires plus ou moins sensibles a I'apoptose, I'Epo adapte a tout
moment la production de globules rouges matures aux besoins de 'organisme. Ce mécanisme de
contrdle est au centre de la régulation de la production des globules rouges (Figure E10).
1.D.2.1.3.2. Réle du TNF-a

Le TNF-a inhibe I'érythropoiese a la fois in vitro et in vivo (Akahane et al., 1987a) (Moldawer et
al., 1989) (Ulich et al., 1990). Cet effet est confirmé dans les essais cliniques : 1'utilisation du
TNF-a dans le traitement de certains cancers induit une diminution du taux d’hémoglobine.
Inversement, les anticorps anti-TNF-a utilisés dans le traitement des maladies inflammatoires
chroniques améliorent l'anémie observée dans ces pathologies. Au cours des syndromes
my¢lodysplasiques, le TNF-a participe a l'exceés d'apoptose des progéniteurs érythroides
(Kitagawa et al., 1997). Les anticorps anti-TNF-a diminuent les besoins transfusionnels de
certains patients.

Le TNF-a inhibe la prolifération des proérythroblastes, augmente leur taux d'apoptose et inhibe
in vitro la formation de colonies érythroides (Means et al., 1990). 1l peut agir directement sur le
récepteur au TNF des érythroblastes immatures et induire la synthése de céramide. Les anticorps
neutralisants, anti-TNF-a, au contraire stimulent la différenciation érythroide de cellules CD34"
humaines cultivées en présence d'Epo (Xiao et al.,, 2002) (Jacobs-Helber et al., 2003). Les
progéniteurs érythroides ont une expression paracrine ou autocrine de TNF-a. Les souris TNF-o”
ont un nombre accru de BFU-E dans leur moelle par rapport aux souris sauvages ; 'adjonction de
TNF-a dans les cultures de BFU-E des souris TNF-a”" diminue le nombre de colonies (Jacobs-
Helber et al., 2003).

1.D.2.1.3.3. Réle de TRAIL

TRALIL et ses récepteurs sont impliqués dans la surveillance immunitaire anti-tumorale (Sedger et
al., 2002) (Rubio-Moscardo et al., 2005) (Zerafa et al., 2005). Les interférons, dont le réle anti-
tumoral est bien connu, sont de puissants inducteurs de l'expression de TRAIL a la surface des
cellules immunitaires (pour revue, cf. (Smyth et al., 2003)). TRAIL est également impliqué dans
la régulation de I'érythropoicse et de la mégacaryopoiese : 'utilisation de fortes doses de TRAIL
recombinant induit une anémie modérée (Ashkenazi et al., 1999). Les progéniteurs érythroides
expriment a leur surface, a la fois les récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 (principalement sur les
¢érythroblastes les plus immatures) et leur ligand TRAIL (principalement sur les érythroblastes les

plus matures) (De Maria et al., 1999b). L'expression du systéme TRAIL/TRAIL-R dans
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I'érythropoiese est donc comparable a celle de Fas/FasL. Les conséquences de l'activation de
TRAIL sont différentes selon la concentration d'Epo présente dans le milieu. Lorsque les taux
d'Epo sont élevés, les érythroblastes résistent a 1’apoptose induite par TRAIL (Zamai et al., 2000)
(Secchiero et al., 2004), mais la différenciation érythroblastique est inhibée. Cette inhibition est
liée a l'activation de la voie ERK1/2 (Secchiero et al., 2004). Lorsque 1'Epo est présente en faible
quantité, l'activation de TRAIL induit la mort cellulaire par apoptotose. La relevance de ces
observations in vivo est soulignée par plusieurs études: une expression médullaire forte de
TRAIL contribue a I’anémie observée au cours de certaines hémopathies comme le myélome
multiple ou les syndromes myélodysplasiques (Silvestris et al., 2002) (Campioni et al., 2005).
Chez les patients atteints de myélome multiple, la thalidomide améliorerait I'anémie par
diminution de I’expression de TRAIL, de TRAIL-R1 et de TRAIL-R2 (Grzasko et al., 2000).

2 VoI sont

Enfin, les progéniteurs CD34" de patients atteints de polyglobulie de Vaquez JAK
insensibles a I’action apoptotique de TRAIL (Zeuner et al., 2006).

1.D.2.1.3.4. TWEAK et érythropoiése

TWEAK («Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis ») est un membre de la famille
TNF qui posséde une expression ubiquitaire (Chicheportiche et al., 1997) (Marsters et al., 1998).
TWEAK et son récepteur Fn-14 (« Fibroblast growth factor-inducible 14 ») sont faiblement
exprimés dans les précurseurs érythroblastiques. Dans les cultures d'érythroblastes, TWEAK
inhibe la prolifération cellulaire et la maturation terminale au dela du stade basophile (Felli et al.,
2005).

1.D.2.1.3.5. Autres cytokines inhibitrices de I’érythropoiése : Interféron-y et TGF-8
1.D.2.1.3.5.1. Interféron -y

L’ IFN-y participe a de nombreux mécanismes de défense anti-infectieuse et anti-tumorale. Il
exerce dans l'érythropoiése un role inhibiteur sur la formation de CFU-E (Means et al., 1994)
(Dai and Krantz, 1999). Une expression accrue d'IFN-y par les cellules du micro-environnement
médullaire ou par les cellules monocytaires de la moelle participe a I'anémie observée au cours
des syndromes d'insuffisance médullaire, tels que 1’aplasie médullaire idiopathique ou la maladie
de Fanconi (Zoumbos et al., 1985) (Selleri et al., 1996) (Rathbun et al., 1997).

L'TFN-y joue un role complexe dans la régulation de I'érythropoiése. Il n'a aucun effet
apoptotique isolément et peut méme exercer un effet protecteur sur I’apoptose au cours de la

différenciation au stade érythroblaste mature.
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A Dl’inverse, en augmentant I'expression dans les érythroblastes basophiles de plusieurs récepteurs
de mort et leur ligands, y compris Fas/Fas-L et TRAIL, aussi bien que la protéine récemment
caractérisée TWEAK et son récepteur Fnl4, ’'IFN-y contribue a induire indirectement 1’apoptose
des progéniteurs érythroides (Felli et al., 2005). En outre, I’'IFN-y induit la formation de céramide
et le blocage de sa synthése inhibe 1’apoptose (Dallalio et al., 1999). La régulation négative de
I'érythropoiése par 1'lFN-y est donc liée a une sensibilisation des érythroblastes immatures a
l'apoptose induite par l'activation des récepteurs a domaine de mort.

1.D.2.1.3.5.2. Transforming Growth Factor Beta

Le TGF-B est un inhibiteur puissant de 1’érythropoiése. Cependant, son mécanisme d'action
différe des autres cytokines ou des ligands des récepteurs de mort. L.’administration quotidienne
de TGF-B a la souris géneére une anémie (Miller et al., 1992). In vitro, le TGF-f inhibe
1'érythropoiése précoce en diminuant le nombre de BFU-E (Hino et al., 1988). Contrairement aux
membres de la famille du TNF, I'effet inhibiteur du TGF-B n'est pas li¢ a I’induction de
I'apoptose. Cependant, il accélere et augmente manifestement la différentiation érythroide
aboutissant a 1’énucléation des érythroblastes méme en absence de macrophages. TGF-f3 inhibe la
prolifération cellulaire en ralentissant le cycle cellulaire des cellules érythroides immatures et en
accélérant la maturation vers des érythroblastes acidophiles et leur énucléation. Ainsi, le TGF-3
est un inhibiteur paradoxal de I'érythropoic¢se, qui agit en bloquant la prolifération et en
accélérant la différentiation des progéniteurs érythroides (Zermati et al., 2000).

1.D.2.1.3.5.3. Stromal Derived Factor-1

Le SDF-1 est produit par les cellules stromales de la moelle osseuse et les cellules
hématopoiétiques expriment son récepteur CXCR4 (« CXC chemokine Receptor 4 »). Des
concentrations basses de SDF-1 permettent la croissance des cellules hématopoiétiques, mais de
fortes concentrations nivellent la croissance des progéniteurs érythroides par I’augmentation de
production de FasL, ce qui a pour conséquence 1’induction de 1’apoptose des érythroblastes par la

voie Fas/FasL (Gibellini et al., 2000). On ne connait pas encore les facteurs qui modulent la

dualité des effets de SDF-1.
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I.D.2.2. Régulation négative de I’érythropoiese au niveau moléculaire

1.D.2.2.1. Régulation négative de la phosphorylation de c-kit

La régulation négative de la signalisation de c-kit est obtenue par diverses phosphatases incluant
SHP-1, SHP-2 et SHIP. SHP-1 a été décrite comme ayant la propriété d’interagir avec c-kit
phosphorylé, sur une tyrosine spécifique et de le déphosphoryler, ce qui inactive ainsi toutes les
voies de signalisation en aval de c-kit. SHP-2 interagit avec c-kit sur une autre tyrosine et
influence l'activation de la voie MAPKinase (Munugalavadla and Kapur, 2005). c-kit est aussi
une cible de la protéine adaptatrice Lnk (cf. infra), en pouvant contribuer a son inactivation (Tong
et al., 2005).

I.D.2.2.2. Les voies de signalisation inhibitrices induites par 1'érythropoiétine: le
rétrocontrole négatif de la signalisation de I’érythropoiétine

En plus du contrdle de la concentration en Epo pour éviter la sur-stimulation, 1'effet d'Epo-R est
aussi finement régulé apreés son activation. L’activation d'Epo-R par le ligand Epo est transitoire,
les mécanismes de rétrocontrole étant immédiatement initiés afin de réguler l'intensité de la
signalisation Epo. Quatre principaux systémes de régulation coexistent : l'internalisation de Epo-
R, T'activation de phosphatases inhibitrices, l'activation de la voie SOCS de rétrocontrdle négatif
du signal JAK-STAT et la voie Lnk.

1.D.2.2.2.1. La dégradation du récepteur a I’érythropoiétine

Apres son activation, Epo-R est rapidement dégradé par deux systémes protéolytiques: le
premier est dépendant de la présence de JAK2 et implique ['ubiquitinylation du récepteur au
niveau de son extrémité C-terminale par l'intermédiaire de la protéine Beta-Trcp (« Beta-
Transducing repeat-containing Protein ») puis sa dégradation par le protéasome a la surface
cellulaire. Le second met en jeu l'internalisation du couple Epo/Epo-R, indépendamment de
JAK2, puis sa dégradation dans les lysosomes (Verdier et al., 2000) (Walrafen et al., 2005)
(Meyer et al., 2007).

1.D.2.2.2.2. L’activation des phosphatases

En plus de sa dégradation, la phosphorylation de tyrosines en réponse a 1'Epo, est transitoire et
retourne a son niveau de base dans les 30 minutes apres la stimulation. L'Epo-R est rapidement
déphosphorylé par plusieurs systémes impliquant des protéines SOCS et des tyrosines
phosphatases. Plusieurs phosphatases ont ét¢ impliquées dans ce processus, mais SHP-1 semble
jouer un role essentiel. SHP-1 est recrutée par son domaine SH2 sur le résidu phospho-tyrosine-

C-terminal du récepteur Epo-R. Elle induit la déphosphorylation de JAK2 et I'arrét des signaux
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de prolifération cellulaire (Klingmuller et al., 1995). Plusieurs mutations germinales du gene
Epo-R aboutissant a la synthése d'un récepteur tronqué ayant perdu son extrémité C-terminale ont
¢été décrites chez I’homme. La perte du résidu tyrosine responsable du recrutement de l'activité
phosphatase induit dans ces familles une polyglobulie constitutionnelle liée a une hypersensibilité
des progéniteurs érythroides a I'Epo (pour revue, cf. (Gordeuk et al., 2005)).

1.D.2.2.2.3. Les protéines de la famille SOCS

En plus des phosphatases, la famille des régulateurs négatifs de la signalisation des cytokines
SOCS est aussi impliquée dans le controle de 1’activation d’Epo-R (Sasaki et al., 2000).
L'expression des génes SOCS est rapidement modulée en réponse a différentes cytokines et la
famille SOCS agit via une boucle de rétrocontréle pour supprimer la transduction du signal
induite par les cytokines. Cette famille est constituée de 8 membres caractérisés par la présence
en C-terminal d'un domaine SH2 suivi d'une «boite SOCS » permettant la fixation sur les résidus
tyrosines et l'inhibition de la transduction du signal de nombreuses cytokines.

L'activation de la voie STATS dans les progéniteurs érythroides est régulée par ce systéme de
rétrocontrole négatif. Ce sont des geénes de réponse rapide aux stimulations cytokiniques (Starr et
al., 1997). Trois membres de cette famille ont été impliqués dans la régulation de 1'érythropoiése :
Cis, SOCS-1 et SOCS-3. Ces trois protéines sont exprimées dans les cellules érythroides apres
activation du récepteur Epo-R par son ligand (Starr et al., 1997) (Pircher et al., 2001). Les geénes
SOCS sont régulés de fagon différente dans des cellules érythroides selon le stade de maturation
et peuvent induire une régulation complexe. Cis se lie aux résidus phospho-tyrosines d'Epo-R et
bloque in vitro la signalisation Epo, mais les souris Cis” ne présentent aucune anomalie de leur
érythropoiese (Marine et al., 1999). SOCS-1 et SOCS-3 partagent la propriété de se lier a JAK2
sur son domaine kinase et inhibent ainsi son activation (Sasaki et al., 1999) (Yasukawa et al.,
2000) (Les souris SOCS-1"" meurent prématurément et présentent de nombreuses anomalies de
développement avec, au premier plan, un défaut de maturation lymphoide (Naka et al., 1998).
Elles présentent une anémie modérée avec exces de précurseurs érythroides dans la rate
(Alexander et al., 1999) (Metcalf et al., 1999). Ces précurseurs érythroides ont une sensibilité
accrue a I'Epo (Sarna et al., 2003). SOCS-3 est la protéine de cette famille la plus importante dans
I’érythropoiése. Elle joue un role crucial dans I'hématopoiese feetale. Elle est fortement exprimée
dans le foie feetal de souris. Cette expression n'est pas sous la dépendance d'Epo, puisqu'elle est
normale dans les précurseurs de foie feetal de souris STATS”, Epo-R” ou Epo”. Les souris

transgéniques surexprimant SOCS-3 meurent in utero par absence d'érythropoic¢se définitive dans
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le foie feetal. L'invalidation de SOCS-3 est 1étale, les embryons développant une érythrocytose
majeure. Le nombre de BFU-E et CFU-E du foie feetal chute mais ces colonies sont 5 a 10 fois
plus grosses que celles des souris sauvages. La fonction de SOCS-3 est moins cruciale dans
I’érythropoiése adulte, les progéniteurs SOCS-3" reconstituant normalement 1'érythropoiése de
souris irradiées (Marine et al., 1999).

1.D.2.2.2.4. La protéine adaptatrice LNK et la modulation de ’activation du récepteur a
I’érythropoiétine
Les réseaux de transduction du signal des récepteurs de cytokines impliquent de fagon importante

des protéines adaptatrices et peuvent jouer un rdle crucial dans le controle de l'activation des
récepteurs et leur seuil de sensibilit¢ a I’Epo. Lnk appartient a une famille de protéines
adaptatrices récemment décrites et est impliquée dans la régulation érythroide. Les membres de
cette famille de protéines sont dépourvus de fonction tyrosine kinase intrinséque mais capables
d'interagir avec leurs protéines cibles par le biais de leurs domaines PH (Pleckstrine Homologue)
et SH2 (Rudd, 2001). Lnk exerce un rétrocontrole négatif sur la signalisation de plusieurs
récepteurs cytokiniques tels que c-kit, c-mpl (recepteur a la Tpo) et Epo-R.
Lnk est phosphorylé sur une tyrosine apres I'administration d’Epo et inhibe la phosphorylation
d’Epo-R induite par I’Epo et 1'activation de JAK2, ainsi que les voies d’aval incluant STATS,
AKT et MAPK. Le domaine SH2 de Lnk est essentiel pour sa fonction inhibitrice. Cependant,
son mécanisme d'action reste a élucider. Lnk peut perturber la fixation des régulateurs positifs de
JAK?2 et recruter d'autres inhibiteurs de JAK2, comme les protéines SOCS ou SHP-1. Finalement,
la fixation de Lnk a JAK2 peut induire un changement conformationel qui maintient JAK2 dans
un état « kinase-inactif' ». La surexpression de Lnk dans les cultures d'AGM (Aorte-Gonade-
Meésonéphro) inhibe I'apparition de progéniteurs hématopoiétiques CD45" via I'inhibition de la
signalisation SCF/c-kit (Nobuhisa et al., 2003). Les souris Lnk™” présentent une expansion de leur
compartiment B immature ainsi qu'une hypersensibilité des progéniteurs mégacaryocytaires a la
Tpo et des précurseurs érythroides a I’Epo (Tong and Lodish, 2004) (Tong et al., 2005).
L'hématocrite des souris Lnk” est normale, mais le nombre de CFU-E est augmenté dans la rate
et leur réponse a 1’érythropoiése de stress est plus importante (Velazquez et al., 2002). In vitro,
les progéniteurs CFU-E sont hypersensibles a I’Epo avec une accentuation de la phosphorylation
d’Epo-R, de l'activation de JAK2 et des voies de transduction du signal induites par 1’Epo,
incluant STATS, AKT et MAPK. A T’inverse la surexpression de Lnk dans les cellules
érythroides primaires induit une apoptose massive et inhibe la différenciation terminale induite
par I'Epo (Tong et al., 2005).
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1.D.2.3. Régulation moléculaire de 1'érythropoiése par I'apoptose
Au cours de I'érythropoiese, toutes les cellules érythroides ne vont pas au bout de leur processus
de différenciation ; les érythroblastes immatures étant particulierement sensibles a I'apoptose. Les
érythroblastes ont un seuil de sensibilité variable a I’Epo. A 1’état basal, la concentration d’Epo
est basse et permet seulement la maturation des érythroblastes les plus sensibles. Les autres
¢érythroblastes se trouvent en situation de privation « relative » en Epo, ce qui induit 1’activation
de la voie intrinséque de 1’apoptose. Par ailleurs, au sein de 1I’ilot érythroblastique médullaire, les
¢érythroblastes matures expriment FasL et TRAIL qui interagissent avec leurs récepteurs a la
surface des érythroblastes immatures et qui activent les caspases exécutrices par la voie
extrinseéque et pour aboutir a la protéolyse de GATA-1. Le clivage de GATA-1 induit I’arrét de
l'expression des geénes nécessaires a la maturation cellulaire et de Bcl-xp ce qui a comme
conséquence un blocage de la différenciation érythroide au stade d’érythroblaste basophile et
enfin I’apoptose (De Maria et al., 1999b). En outre, la caspase-3 protéolyse Bcl-x. Dans les
érythroblastes, la réponse a 1’activation de Fas est diminuée par I’Epo et probablement par Bcl-
Xt (De Maria et al., 1999a) (Figure E11).
Les caspases sont donc les enzymes clés de la régulation négative de I’érythropoiése.
Le controle de la production des érythrocytes matures peut étre résumé ainsi (Figure E10) :

- A faible dose d’Epo, les cellules meurent par apoptose,

- A dose intermédiaire les cellules sont bloquées dans leur maturation ou dans leur

apoptose selon le taux d’érythroblastes matures présents dans la moelle osseuse,

- A haute dose d’Epo les progéniteurs et précurseurs érythroides poursuivent leur

maturation indépendamment du nombre de précurseurs €rythroides matures.
Ce modele permet de prévenir une apoptose massive des précurseurs érythroides lors de
I’érythropoiése en situation normale et, en revanche, permet la production d’érythrocytes pendant
I’érythropoicse dite « de stress » aprés une hémolyse ou une hémorragie. (Figure E10).
LLE. Role des caspases dans la différenciation érythroide terminale
Les caspases participent a la régulation de I'érythropoiese de deux fagons: d'une part, elles
permettent de diminuer la production médullaire d'érythrocytes lorsque le taux d'Epo est bas, et
d’autre part, comme dans d'autres systemes de différenciation avec ou sans énucléation, les
caspases peuvent aussi jouer un role dans la maturation des précurseurs €rythroides (Launay et

al., 2005) (cf. chapitre I1.A.4.1.1.1.).
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Une activation transitoire et spontanée, principalement de la caspase-3, survient entre le stade
proérythroblastique et le stade basophile (Zermati et al., 2001). Cette activation induit le clivage
de protéines impliquées dans l'intégrit¢é du noyau (comme la Lamine B) ou la condensation
chromatinienne sans induire la mort cellulaire (Carlile et al., 2004) et implique probablement la
voie mitochondriale de I'apoptose (Figure E12). La kinase Raf-1 bloque cette activation et
empéche ainsi une différenciation terminale prématurée des progéniteurs immatures en phase de
prolifération (Kolbus et al., 2002). L’inhibition de cette activation transitoire des caspases (par la
surexpression de Raf-1 ou par I’inhibiteur chimique z-vad) bloque la différenciation érythroide
au-dela du stade basophile chez 'Homme et chez la Souris (Zermati et al., 2001) (Kolbus et al.,
2002). Le role des caspases au cours des phénoménes de différenciation cellulaire et en
particulier lors de I’érythropoiese, est développé dans le chapitre suivant (cf. chapitre 11.A.4.1).

L'activation physiologique des caspases au cours de la différenciation érythroide terminale
présente une différence fondamentale par rapport a I'activation des caspases observées lors
des stimuli apoptotiques : elle n'entraine pas le clivage de GATA-1. Le but de ce travail de
these a été de chercher a comprendre par quels mécanismes GATA-1 est protégé de la

caspase-3 activée lors de la différenciation érythroide terminale.
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II. L’APOPTOSE

I1I.A. Généralités sur ’apoptose
Trois types distincts de mort cellulaire peuvent étre définis : a savoir 1’apoptose, la nécrose et
I’autophagie. Le type de mort cellulaire peut étre défini selon :

- Papparence morphologique : apoptotique, nécrotique, ou autophagique,

- des critéres enzymologiques : participation ou non de nucléases ou de différentes classes

de protéases, comme les caspases, les calpaines, les cathepsines...,

- des aspects fonctionnels : programmé ou accidentel, physiologique ou pathologique.
I1.A.1. Définition
L’apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisé pour éliminer les
cellules en exces, endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses pour 1’organisme. Ce
programme de mort est intrinséque a la cellule elle-méme. L’apoptose joue un réle essentiel dans
le développement normal de 1’organisme et dans le maintien de 1’homéostasie cellulaire chez
I’adulte, de facon opposée a la mitose. La mort cellulaire «normale» a d'abord été observée
durant la métamorphose des amphibiens, puis dans plusieurs tissus en développement, tant chez
les invertébrés que chez les vertébrés (Weber, 1964) (Lockshin and Zakeri, 2001). En 1972, Kerr
et al. ont décrit une mort cellulaire du méme type dans divers tissus et types cellulaires : ces
cellules présentaient des caractéristiques morphologiques communes, mais cependant distinctes
de celles observées dans les cellules en nécrose (Kerr et al., 1972). Ces auteurs ont suggéré que
ces caractéristiques morphologiques communes pouvaient &tre le résultat d'un programme
endogene sous-jacent de mort cellulaire, qu’ils ont appelé « apoptose » (Figure C1). Ce terme
vient du grec et fait allusion a la chute des feuilles en automne.
La compréhension des mécanismes impliqués dans le processus d'apoptose dans les cellules de
mammifeéres découle de 1'é¢tude de la mort cellulaire programmée qui a lieu au cours du
développement du nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Horvitz, 1999). L’apoptose a
depuis été reconnue et acceptée comme un mode distinct et majeur de mort cellulaire
"programmeée", génétiquement déterminée. Cependant, il est important de noter que d'autres
formes de mort cellulaire programmée ont été¢ décrites et que d’autres sont peut étre a découvrir
(Formigli et al., 2000) (Sperandio et al., 2000) (Debnath et al., 2005). L’apoptose est un
phénoméne conservé a travers les espéces, elle est retrouvée dans tous les organismes

multicellulaires (Steller, 1995) (Cikala et al., 1999).
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I1.A.2. Description de I’apoptose

I1.A.2.1. Caractéristiques morphologiques

Une cellule en apoptose active une série d’événements moléculaires et biochimiques conduisant a
des altérations morphologiques. Ces changements morphologiques sont spécifiques de I’apoptose
et permettent d’identifier ce type de mort cellulaire. Un des premiers changements observables
est la réduction du volume cellulaire : la cellule se déshydrate et cette perte d’eau intracellulaire
conduit a la condensation du cytoplasme qui aboutit a une modification de la forme et de la taille
de la cellule (Figure C2 ). Au cours de cette étape, la cellule perd le contact avec ses voisines.
Malgré la rétraction cellulaire progressive, les organites intracellulaires restent intacts et gardent
leur aspect normal jusqu’a la phase terminale de I’apoptose.

Le noyau présente lui aussi des modifications : on assiste a une condensation de la chromatine
qui débute a la périphérie de la membrane nucléaire (Figure C3). Puis, cette enveloppe nucléaire
se désintégre et la chromatine se fragmente en petites masses distinctes.

Apres cette phase de condensation, la cellule présente a sa surface des vésicules renfermant des
amas de chromatine et des fragments cytoplasmiques, entourés de membrane plasmique (Figure
C2). Ces vésicules vont se détacher de la cellule pour former les corps apoptotiques qui sont
libérés dans le milieu. Ces corps apoptotiques sont rapidement phagocytés in vivo, par les cellules
voisines ou les macrophages, sans provoquer d’inflammation dans les tissus environnants (Figure
Cl1). En effet, la formation de corps apoptotiques entourés d’'une membrane plasmique intacte
prévient le relargage des constituants intracellulaires et donc la réaction inflammatoire.

I1.A.2.2. Distinguer ’apoptose de la nécrose

Des caractéristiques morphologiques permettent de différencier 1’apoptose de la nécrose, qui
aboutit a un éclatement de la cellule (Figure C2) (Ziegler and Groscurth, 2004). Pendant
longtemps, la nécrose a simplement été¢ considérée comme une forme de mort cellulaire non
contrdlée et accidentelle qui a lieu lorsque la cellule a subi des dommages importants. Cependant,
il a été montré que l'exécution de la mort cellulaire par nécrose peut étre finement régulée par des
voies de transduction du signal et des mécanismes cataboliques (Golstein and Kroemer, 2007)
(Festjens et al., 2006). La mort par nécrose est un phénomene passif et catabolique caractérisé par
une perméabilisation membranaire précoce et un gonflement de la cellule, suivi par la rupture de
la membrane plasmique. Les constituants cytoplasmiques sont alors déversés dans le milieu

extracellulaire ou ils sont a 1’origine d’une réaction inflammatoire.
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Figure C1 : Une cellule mourant par apoptose

(Tiré de NASA 2004 (www.mainsgate.com/spacebio))

La cellule se contracte et se détache de ses voisines. Des vésicules ou « blebs » apparaissent a
sa surface et la chromatine se condense dans le noyau. Trés rapidement, la cellule se
fragmente en corps apototiques qui vont étre ingérés par les cellules environnantes.
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Figure C2 : Caractéristiques morphologiques de I’apoptose et de la nécrose

La nécrose se caractérise par le gonflement de la cellule jusqu’a son éclatement alors que
I’apoptose se définit par une condensation de la cellule, une fragmentation du noyau et la
formation de corps apoptotiques.



Contrairement a I’apoptose, au cours de la nécrose, la chromatine n’est pas fragmentée mais lysée
(karyolysis). De plus, les organites cellulaires sont détruits. En absence d'un dénominateur
biochimique commun, la mort cellulaire par nécrose est toujours en grande partie identifiée par
des signes négatifs avec 1'absence de marqueurs d'apoptose ou d’autophagie, en particulier quand
les cellules subissent une perméabilisation précoce de la membrane cellulaire. Bien que les
mécanismes et les aspects morphologiques de I’apoptose et de la nécrose différent, dans certaines
situations il peut parfois étre observé un chevauchement de ces deux processus (Elmore, 2007)
(Kroemer et al., 2009).

I1.A.2.3. Mécanismes de I’apoptose

Les mécanismes de ’apoptose sont trés complexes et sophistiqués, impliquant une cascade
d'événements moléculaires (Figure C4). Jusqu'a présent, deux voies principales de I’apoptose ont
été décrites : la voie extrinseque ou dite des récepteurs de mort et la voie intrinseque ou
mitochondriale. Cependant, les deux voies sont liées et des molécules d’une voie peuvent
influencer l'autre voie (Igney and Krammer, 2002). Lors de I’induction de I’apoptose par la voie
des récepteurs de mort, des altérations mitochondriales sont obtenues apres le clivage de Bid par
la caspase-8 (Li et al., 1998) (Esposti, 2002). Ceci est un exemple de "croisement" entre les voies
extrinséque et intrinseéque de I’apoptose (Igney and Krammer, 2002) (cf. infra). Il existe une voie
supplémentaire qui met en jeu la cytotoxicité induite par les lymphocytes T : la mort cellulaire
par le systéme perforine-granzyme. Les voies extrinseéque, intrinseque et du granzyme B
convergent a terme vers la méme voie exécutrice. Cette voie exécutrice est amorcée par le clivage
de la caspase-3 qui aboutit a la fragmentation de I’ADN, la dégradation du cytosquelette et des
protéines nucléaires, la formation de corps apoptotiques, 1'expression de ligands reconnus par les
récepteurs des cellules phagocytaires et finalement l'ingestion de la cellule apoptotique par ces
dernieres.

I1.A.2.3.1. Caractéristiques biochimiques

Les changements morphologiques survenant lors de I’apoptose sont accompagnés de plusieurs
modifications biochimiques spécifiques comme le clivage de protéines, la fragmentation de
I’ADN et enfin la reconnaissance des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires. Les
caspases sont largement exprimées sous forme de pro-enzyme inactive dans la plupart des
cellules mais une fois activées elles peuvent souvent activer d'autres pro-caspases, permettant

d’initier une cascade de protéases.
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La fragmentation de I’ADN survient lors de la condensation de la chromatine. Les fragments
d’ADN réguliers, générés au cours de I’apoptose, résultent de I’activation de 1’endonucléase
CAD/DFF40 qui clive ’ADN entre les nucléosomes. Les résultats d’électrophorése obtenus
montrent plusieurs bandes, de taille équivalente a des multiples de 180 a 200 paires de bases, qui
forment une sorte de « barreaux d’échelle » d’ADN appelée « DNA ladder» (Bortner et al., 1995)
(Figure C3). Ce profil n’est pas retrouvé lors de la nécrose ou la dégradation de ’ADN est moins
importante et aboutit a des fragments de tailles hétérogenes. (cf. infra)

D’un point de vue biochimique, 1’apoptose est aussi caractérisée par la perte de I’asymétrie des
phospholipides de la membrane plasmique. Les phosphatidylsérines, phospholipides anioniques
présents uniquement dans le feuillet interne de la membrane des cellules « vivantes », vont se
déplacer vers le feuillet externe et étre externalisés a la surface des cellules apoptotiques (Bratton
et al., 1997). Ceci permet a ces cellules apoptotiques d’étre reconnues comme cibles par les
macrophages pour la phagocytose (Fadok et al., 2001). De plus, lors de I’apoptose, certaines
protéines intracellulaires sont dégradées, ce qui conduit a une altération du cytosquelette et a une
vésiculation membranaire (cf. infra)

I1.A.2.3.1.1. Les principaux effecteurs de I’apoptose

Les caractéristiques biochimiques et morphologiques de 1’apoptose résultent de 1’activation de
mécanismes cellulaires complexes. L’analyse génétique des cellules de C. elegans a permis de
mettre en évidence trois genes clés impliqués dans la régulation de la mort cellulaire programmée
: ced-3, ced-4 et ced-9, (ced pour C. elegans death) (Hengartner and Horvitz, 1994b). Les
produits des geénes ced-3 et ced-4 sont requis pour le déroulement de I’apoptose, la protéine CED-
3 étant une protéase et la protéine CED-4 une molécule pro-apoptotique pouvant se lier a CED-3.
En revanche, la protéine codée par ced-9 a une fonction antagoniste 8 CED-3 et CED-4 et inhibe
I’apoptose. Des homologues de ces geénes, ayant des roles similaires dans la régulation de
I’apoptose, ont été découverts chez les mammiferes (Figure C5). Ainsi, I’enzyme de conversion
de linterleukine-1f (ICE) des mammiféres présente des homologies avec CED-3 et sa
surexpression est capable d’induire 1’apoptose dans les cellules de mammiféres (Yuan et al.,
1993b). Bien qu’elle ne semble pas jouer de role primordial dans 1’apoptose et qu’elle soit plutdt
impliquée dans le déroulement du processus inflammatoire, la protéine ICE a permis
I’identification d’une famille de protéases a cystéine, les caspases: protéases qui sont
responsables de I’exécution du processus apoptotique chez les mammifeéres. De méme, les

membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, homologues de CED-9, sont des régulateurs de
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Figure C3 : La condensation de I’ADN est spécifique de I’apoptose

L’endonucléase CAD/DFF40 clive I’ADN entre les nucléosomes et génere des fragments
réguliers qui forment une « échelle » d’ADN.
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Figure C4 : Représentation schématique des événements conduisant a I’ apoptose

(Tiré de ElImore et al , 2007)

Les deux voies principales de I’apoptose sont la voie intrinséque et la voie extrinséque, en
plus de la voie perforine/granzyme. Chacune requiert des signaux spécifiques pour induire
une cascade d’évenements moléculaires, activant sa propre caspase iniatrice (8, 9, 10), qui a
son tour va activer la caspase exécutrice caspase-3. L’apoptose est caractérisée par des
spécificités morphologiques de la cellule, incluant la contraction de la cellule, la condensation
de la chromatine, la formation de corps apoptotiques qui seront phagocytés par les cellules
parenchymateuse adjacentes, et les macrophages.




I’apoptose, ainsi que la protéine adaptatrice Apaf-1 (« Apoptotic Protease Activating Factor-1 »),
homologue de CED-4, qui intervient dans 1’activation des caspases (Hengartner and Horvitz,
1994a) (Zou et al., 1997).

I1.A.2.3.1.1.1. Les caspases

Les caspases sont les composants essentiels de la plupart des voies conduisant a la mort de la
cellule par apoptose. Elles sont présentes constitutivement dans les cellules et sont hautement
conservées dans les especes (Boyce et al., 2004). A ce jour, 15 caspases ont été identifiées chez
les mammifeéres (Merops : the peptidase data : http://merops.danger.ac.uk). Parmi celles-ci, les
caspases-1 a -10 ainsi que la caspase-14, ont été mises en évidence chez I’Homme. Toutes ces
caspases présentent des similarités au niveau de leur séquence, de leur structure et de leur
spécificité de substrat.

I1.A.2.3.1.1.1.1. Structure quaternaire des caspases

Toutes les caspases existent dans la cellule en tant que pro-formes latentes inactives comme
précurseur zymogene. Les études de structure par cristallographie et les études de séquencages
peptidiques ont démontré que les caspases sont synthétisées sous forme de pro-enzymes inactives
de 32-55 kDa composées de trois domaines : un grand domaine central de 17-21 kDa (p20) qui
contient une grande sous-unité catalytique, un petit domaine C-terminal de 10-13 kDa (p10) aussi
appelé petite sous-unité catalytique, et en N-terminal un prodomaine de 3-24 kDa appelé « death
domain » (DD) (Figure C6). Dans un certain nombre de pro-caspases, les sous-unités p20 et p10
sont séparées par une petite séquence intermédiaire. Le grand prodomaine en N-terminal des pro-
caspases contient des motifs structurels de 80-100 résidus appelés superfamille des « death
domain », et impliqués dans la transduction des signaux apoptotiques (Martinon et al., 2001)
(Weber and Vincenz, 2001). Le DD comporte un des deux sous-domaines suivants : le « death
effector domain » (DED) ou le « caspase-recruitment domain » (CARD) qui jouent un role

critique dans I’activation des caspases (Fesik, 2000).

Sur la base de la structure de leur prodomaine et de leurs fonctions, la famille des geénes des
caspases comprend 15 membres chez les mammiferes (Alnemri et al., 1996) (Deveraux and
Reed, 1999). Sur la base de 'analyse phylogénétique cette famille comprend deux sous-familles
majeures qui sont associées soit a ICE (caspase-1) soit a des homologues de CED-3 (Chowdhury

et al., 2008).
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De nouvelles subdivisions des caspases sont faites selon la taille de leur prodomaine et leurs
fonctions. Selon ces caractéristiques, les caspases des mammiferes sont classées en 3 groupes
(Figure C7) : - Les caspases avec un grand prodomaine (caspases-1, -4, -5, -12, -13 et -14) qui
jouent un rdle dans la maturation des cytokines et la réponse inflammatoire sont appelés caspases
inflammatoires ou caspases du groupe-I (Deveraux et al., 1998). - Le deuxiéme groupe comprend
les caspases possédant un long prodomaine (supérieur a 90 acides aminés) avec soit un domaine
DED (caspases -8 et -10), soit un domaine CARD (caspases -2 et -9) et sont appelées caspases
initiatrices ou caspases du groupe-Il. Les caspases qui ont un prodomaine court (20-30 acides
aminés) sont appelées les caspases exécutrices (caspases-3, -6 et -7) ou caspases du groupe-III
(Deveraux et al., 1997) (Roy et al., 1997) (Xu et al., 2001). Les pro-caspases-8 et-10 possédent 2
domaines DED en tandem dans leur prodomaine (Muzio et al., 1996) (Sprick et al., 2002). Le
domaine CARD est retrouvé dans les pro-caspases -1,-2,-4,-5,-9,-11 et -12 (Fuentes-Prior and
Salvesen, 2004) (Lamkanfi et al., 2005). Ces domaines DED et CARD permettent le recrutement
des caspases initiatrices et I’interaction avec d’autres protéines dans des complexes qui
aboutissent a 1'auto-activation protéolytique des caspases et par suite au processus inflammatoire
ou apoptotique. Une fois activées, les caspases initiatrices vont a leur tour activer les caspases
effectrices qui clivent un certain nombre de protéines dans la cellule. Ainsi, les caspases
initiatrices font la liaison entre les signaux déclencheurs de 1’apoptose et la phase d’exécution,
assurée par les caspases effectrices. Les caspases effectrices peuvent aussi activer d’autres
caspases, grace a des systémes de régulation rétroactifs (Van de Craen et al., 1999).

Cette cascade protéolytique, dans laquelle une caspase peut activer d'autre caspases, amplifie la

voie de signalisation de l'apoptose et aboutit ainsi a une mort cellulaire rapide.
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Figure C5 : L’apoptose, un mécanisme trés conservé chez C. Elegans, la drosophile et les
mammiferes

(Tiré de Yi and Yan, 2009)

- Chez C. Elegans, I’inhibition de CED-9, membre de la famille anti-apoptotique Bcl-2, par EGL-1, permet
a CD-4 d’activer la caspase CED-3.

- Chez la drosophile, Debcl et Buffy entrainent I’activation de Dronc par Dark qui conduit a I’activation de
la cascade des caspases.

- De maniere similaire, chez les mammiferes, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x, sont inhibées
pour permettre I’oligomérisation de Bax et Bak. Des protéines adaptatrices, comme Apaf-1, conduisent a
I’activation des caspases et la mort par apoptose.

Le code couleur représente les orthologues.
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Figure C6 : Représentation schématique de I’activation des caspases
(Tiré de Chowdury et al., 2008)

L’activation des caspases débute par un clivage protéolytique entre la petite et la large sous-
unité pour former un hétérodimére, ayant une conformation active. Les caspases fonctionnent
sous forme d’hétérotétrameres, formés aprés dimérisation de deux hétérodimeres. Les
caspases initiatrices existent sous forme de monomeres alors que les caspases effectrices sont
présentes sous forme de dimeéres pré-formés.
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I1.A.2.3.1.1.1.2. Les cibles des caspases

Les caspases sont des protéases hautement spécifiques qui clivent leur substrat exclusivement
apres un résidu aspartate, d’ou leur dénomination. Parmi les protéases de mammiferes, seul le
granzyme B partage cette particularité. Les caspases se fixent a leurs substrats par des
interactions entre leur site actif et les acides aminés du site de clivage du substrat. Des ¢tudes de
cristallographie des differents membres des familles de caspases et de leurs substrats ont permis
de déterminer que les caspases se lient a leurs substrats par des sites de reconnaissance et des
seéquences d’acides aminés semblables. Les facteurs majeurs qui décident de la spécificité d’un
substrat sont localisés au sein de la petite sous-unité de la caspase (Nicholson, 1999).

La liste des protéines décrites comme ¢étant clivées par les caspases est en perpétuelle
augmentation (Casbase: The caspases Database, http://origin.bic.nus.edu.sg/casbase/). Les
caspases de mammiféres avaient environ 280 substrats cellulaires identifiés en 2003 (Fischer et
al., 2003) et leur nombre est passé a environ 400 en 2007 (Luthi and Martin, 2007). Les caspases
clivent les composants structurels clefs du cytosquelette et du noyau, ainsi que de nombreuses
protéines impliquées dans les voies de signalisation (Earnshaw et al., 1999) (Nicholson, 1999)
(Denault and Salvesen, 2002) (Fischer et al., 2003). Ces substrats sont classés comme des
protéines cytoplasmiques dont le clivage entraine une désorganisation du cytosquelette, ce qui
induit un bourgeonnement membranaire (cf. infra), notamment par clivage : - des protéines
constituant les filaments intermédiaires (la kératine 18 (Schutte et al., 2004)), la fodrine, ou la
gelsoline impliquée dans la polymérisation de I’actine) (Kothakota et al., 1997) ; - des protéines
des jonctions adhérentes assurant les interactions entre les cellules (f—caténine) (Brancolini et al.,
1998) ; - des protéines nucléaires (Lamine-A, -B; récepteur de la Lamine-B, protéines de
I’appareil mitotique nucléaire : NuMA, protéines liées a I’ARN et associées aux
ribonucléoprotéines, protéine de structure des chromosomes) ; - des protéines du métabolisme et
de réparation de ’ADN (PARP (Poly ADP-Ribose Polymérase), protéine de réplication de
I'ADN, ADN-topoisomérases, ARN-polymérase), - des protéines kinases (Akt, Raf-1, et MEK), -
des protéines de voies de transduction du signal (pro-interleukines, phospholipases), - des
protéines du cycle et de la prolifération cellulaire (p21, p27, pRb) (Earnshaw et al., 1999). Dans
I’érythropoicse, les facteurs de transcription GATA-1 et TAL-1 sont des cibles de la caspase-3
activée lors de 1’apoptose.

Dans la plupart des cas, le clivage de la protéine cible par la caspase conduit a son inactivation, et

la perte de son activité biologique. C’est le cas des protéines anti-apoptotiques comme les
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inhibiteurs de caspases : FLIP et IAP (Liston et al., 2003) ou les protéines Bcl-2 ou Bcl-x1, dont
le clivage conduit a la conversion de ces protéines en facteurs pro-apoptotiques (Cheng et al.,
1997) (Clem et al., 1998) (Fujita and Tsuruo, 1998).

Les caspases peuvent ¢galement induire un gain de fonction de certaines protéines pro-
apoptotiques, soit directement, comme les caspases elles-mémes ou la protéine Bid (« BH3
interacting domain death agonist ») qui ne sont actives qu‘aprés clivage, soit indirectement par
dissociation de domaines régulateurs ou inhibiteurs comme le relargage de [’inhibiteur
ICAD/DFF45, libérant I’endonucléase CAD/DFF40 qui devient active (Tang and Kidd, 1998).
De méme, le propre site de clivage des caspases, séparant le prodomaine de la grande sous-unité,
contient également ce site spécifique de reconnaissance, ainsi qu’un aspartate ; ce qui leur permet
de s’activer mutuellement (cf. supra).

Le clivage de I’ensemble des substrats des caspases, conduit a une série de changements
morphologiques et métaboliques de la cellule qui aboutissent a I’apoptose. Cependant, différents
groupes de caspases peuvent étre activés et cliver des substrats différents dans des cellules
différentes ce qui aura des conséquences physiologiques diverses en fonction du type cellulaire,
des caspases et du type de stress.

I1.A.2.3.1.1.1.3. La régulation des caspases

L'expression, l'activation et I’inactivation des caspases sont physiologiquement et précisément
contrdlées dans les cellules par divers mécanismes comportant différents inhibiteurs ou
activateurs. L'action des caspases est régulée a plusieurs niveaux, allant du blocage de
I’activation des caspases au niveau du DISC « Death Inducing Signaling Complex » jusqu’a
l'inhibition de leur activité enzymatique (cf. infra). Le premier niveau de régulation des caspases
est représenté par les mécanismes spécifiques et complexes de leur activation : disponibilité des
cofacteurs (Apaf-1, cytochrome c), activation des protéines situées en amont dans la voie de
signalisation apoptotique (récepteurs). Il existe au moins trois types de molécules régulatrices de
I’activité des caspases, qui sont les IAPs, FLIP et les calpaines. (cf. infra)

I1.A.2.3.1.1.1.3.1. Les protéines inhibitrices de I’apoptose : IAPs

La famille des IAPs a été découverte initialement dans le baculovirus (Roy et al., 1995) (Cheng et
al., 1996) (Salvesen and Duckett, 2002). La famille des IAPs comprend 8 membres chez les
mammiferes (Deveraux and Reed, 1999) et notamment, chez I'homme : NAIP (« Neuronal
Apoptosis Inhibitory Protein »), c-IAP1/HIAP-2, c-IAP2/HIAP-1, XIAP/hILP (« X-linked

mammalian Inhibitor of Apoptosis Protein), la Survivine et BRUCE (« Baculovirus inhibitor of
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apoptosis [BIR] Repeat-containing Ubiquitin-Conjugating Enzyme ») (Deveraux and Reed,
1999). Tous les membres de cette famille contiennent une ou plusieurs copies du motif BIR
(Birnbaum et al., 1994) (Rothe et al., 1995) (Shi, 2002b) (Shi, 2002a) (Uren et al., 1998)
nécessaire pour lier et inactiver les caspases (Liston et al., 2003). Ils inhibent a la fois I’activité
des caspases initiatrices et des caspases effectrices. Les IAPs ne se fixent pas ou n’inhibent pas
la caspase-8, mais elles se fixent et inhibent son substrat, la pro-caspase-3, arrétant ainsi la
cascade protéolytique et protégeant les cellules de D’apoptose induite par Fas/caspase-8
(Deveraux et al.,, 1997) (Roy et al., 1997). Dans la voie mitochondriale, I’inactivation des
caspases est régulée par XIAP, c-IAP1 et c-IAP2, qui se fixent directement a la caspase
initiatrice, la pro-caspase-9, et empéchent son activation induite par le cytochrome c¢ (Deveraux et
al., 1998). La surexpression de protéines de la famille des IAP inhibe I’apoptose induite par Bax
et d'autres protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Deveraux and Reed, 1999). De plus,
certaines de ces protéines favorisent la fixation de I’ubiquitine ce qui induit leur dégradation ainsi
que celle des caspases auxquelles elles sont lies (Yang et al., 2004) (Suzuki et al., 2001). Les
IAPs sont elles-mémes contrdlées par les protéines SMAC/DIABLO et OMI/HTRA2. Celles-ci
sont libérées de la mitochondrie dans le cytoplasme, se lient aux IAPs et les inhibent (Du et al.,
2000) (Liston et al., 2003). De cette famille de protéines, XIAP est celle qui représente le plus
cette activité d’inhibiteur des caspases, alors que d’autres protéines de cette famille sont
impliquées dans la transduction du signal, le cycle cellulaire...

Certains membres de cette famille ont été mis en évidence dans I’hématopoiese : c-IAP1 a été
décrite comme étant nécessaire a la différenciation des macrophages, la Survivine comme
exprimée physiologiquement dans 1I’hématopoiése, dans les cellules souches CD34" et les
progéniteurs hématopoiétiques (Fukuda and Pelus, 2001) (Fukuda and Pelus, 2002) (Fukuda et
al., 2004), les lymphocytes T (Okada et al., 2004) (Xing et al., 2004), les polynucléaires
neutrophiles (Altznauer et al., 2004), les mégacaryocytes et au cours de la différenciation
érythroide terminale (Gurbuxani et al., 2005). En effet, une diminution de I’expression de la
Survivine interfére avec le cycle cellulaire des proérythroblastes et des érythroblates basophiles

ce qui aboutit a un blocage de la différenciation érythroide terminale.
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I1.A.2.3.1.1.1.3.2. Autres protéines régulatrices des caspases

Il y a d’autres molécules régulatrices des caspases que les IAPs : FLIP, la protéine baculovirale
p35, et les calpaines...entre autres.

L’homologue de v-FLIP («viral FLICE-Inhibitory Protein », codé par le virus de I’herpés
gamma chez les mammiferes, est appelé c-FLIP (Irmler et al., 1997) (Thome and Tschopp, 2001).
Les protéines v- et c-FLIPs possédent 2 domaines DEDs en tandem en N-terminal, ce qui facilite
leur interaction au niveau du DISC (cf. infra). FLIP est un homologue inactif de la pro-caspase-8.
De ce fait, elle va entrer en compétition avec celle-ci et bloquer soit le recrutement de la pro-
caspase-8 au niveau du complexe du récepteur de mort, soit son activation en inhibant son
clivage (Tschopp et al., 1998) (Krueger et al., 2001). c-FLIP a été décrite comme intervenant
dans D’activation de NF-KB et la régulation de la prolifération lymphocytaire T (Chang et al.,
2002) (Irmler et al., 1997). Au cours de 1’érythropoiése, c-FLIP a été décrite comme étant
exprimée dans les cellules souches CD34" et les progéniteurs érythroides précoces. Cette
expression de c-FLIP serait corrélée avec une résistance de ces cellules aux cytokines
inflammatoires. En progressant dans la différenciation érythroide, c-FLIP n’est
physiologiquement plus exprimée par les érythroblastes. Une surexpression dérégulée de c-

FLIPg,ort associée a la présence de la mutation Jak2 VOI7E

a été impliquée dans les polyglobulies
de Vaquez, ce qui pourrait contribuer a leur résistance a I’activation de la voie Fas (Zeuner et al.,
2006) (cf. infra).

La protéine p35 exprimée par le baculovirus est un inhibiteur pan-caspase. Elle cible la plupart
des caspases en formant un complexe inhibiteur qui est caractérisé par une liaison thioester stable
entre la caspase et p35 (Miller, 1999) (Xu et al., 2001) (Stennicke et al., 2002). La protéine CrmA
(« Cytokine response modifier A) du virus de la vaccine est un inhibiteur puissant des caspase-1
et -8 et un faible inhibiteur des caspases -3 et -6 et peut inhiber la voie Fas et inactiver le
granzyme B (Zhou et al., 1997) (Zhou et al. 1997) (Renatus et al., 2000).

Les calpaines représentent une famille de cystéine protéases Ca>"-dépendante de la famille des
papainases. Les calpaines et la caspase-3 partagent certains substrats, comme la fodrine et PARP
(Wang, 2000). La calpaine peut cliver la pro-caspase-3 en un fragment de 29 kDa pour faciliter la
poursuite de son clivage et son activation (Blomgren et al., 2001). Dans la mort cellulaire induite
par un stress du RE, le role des calpaines est particuliecrement important, en raison de
I’homéostasie perturbée du Ca®". Le cisplatine entraine I’activation de la pro-caspase-12 par la

calpaine.
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Figure C8: La famille Bcl-2
(Tiré de Taylor et al., 2008)

La famille des protéines Bcl-2 joue un rdle crucial dans la régulation de I’apoptose par sa
capacité a réguler le relargage du cytochrome c de la mitochondrie. Cette famille comprend 3
sous-familles qui contiennent entre 1 et 4 domaines d’homologie Bcl-2 (BH).

La famille anti-apoptotique comprend les protéines avec 4 domaines BH. La majorité de ces
protéines posseédent aussi un domaine transmembranaire (TM) et sont associées aux
membranes.

La sous-famille des protéines pro-apoptotiques a perdu le domaine BH4 et induit I’apoptose
en formant des pores dans la membrane externe de la mitochondrie.

Les protéines de la sous-famille BH3 possédent une structure trés différente et ne contiennent
que le domaine BH3.



La calpaine peut aussi cliver Bcl-x; et ainsi le transformer en protéine pro-apoptotique
(Nakagawa and Yuan, 2000). Un rdle des calpaines a été¢ suggéré dans I’apoptose des
érythrocytes (cf. chapitre II.A.3.2.) (Pant et al., 1983) et des polynucléaires neutrophiles
circulants (Squier et al., 1999).

I1.A.2.3.1.1.2. La famille Bcl-2

La protéine Bcl-2 a d’abord été identifiée comme un proto-oncogeéne dans les lymphomes B
folliculaires, ou une translocation chromosomique conduit & une expression constitutive de ce
gene. Puis, il a été montré que cet oncogene était responsable d’une inhibition de 1’apoptose
plutdt que d’une activation de la prolifération cellulaire (Vaux et al., 1988). De plus, ’homologie
de fonction entre Bcl-2 et CED-9 de C. elegans, ainsi que 1’étude des souris déficientes en Bcl-2,
caractérisées par une apoptose massive des cellules lymphocytaires et des cellules rénales (Veis
et al., 1993), ont souligné I’importance de cette protéine comme régulateur de la mort cellulaire.
La découverte d’autres protéines homologues de Bcl-2 a permis 1’identification de toute une
famille de protéines pro- ou anti-apoptotiques (Cory et al., 2003). La plupart des membres de la
famille Bcl-2 sont localisés en grande partie dans les membranes subcellulaires incluant la
membrane mitochondriale externe, le réticulum endoplasmique et la membrane nucléaire.

Les membres de la famille Bcl-2 partagent une homologie de séquence dans des segments en
hélice a appelés domaines BH pour « Bcl-2 Homology » et numérotés BHI a 4 et peuvent étre
classés en 3 groupes en fonction de leur structure et de leur fonction :

- 1/ Les molécules anti-apoptotiques @ multidomaines qui possedent quatre domaines BH (Bcl-2,
Bcl-xi, Bel-w, Mcl-1, Al),

- 2/ Les molécules pro-apoptotiques a multidomaines BH1-3 (Bax, Box et Bok)

- 3/ Les molécules pro-apoptotiques de la sous-famille BH3 (Bim, Bid, Bik et Nix) homologues
de EGL-1 de C. elegans (Figure C8), caractérisées par la présence d’un seul motif BH, le
domaine central BH3.

Les deux premiers groupes de la famille Bcl-2 ont pour role de protéger ou de perturber l'intégrité
des membranes mitochondriales, tandis que les protéines de la sous-famille BH3 déclenchent la
mort cellulaire par leur fixation aux molécules Bcl-2 a domaines multiples, qui induirait ainsi
l'inactivation des molécules Bcl-2 anti-apoptotiques ou 1’activation des molécules pro-

apoptotiques (Joza et al., 2002) (Kaufmann and Hengartner, 2001).
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Molécules Bcl-2 anti-apoptotiques

Bcl-xp comme Bcl-2 serait inséré dans la membrane mitochondriale externe par un motif
hydrophobe en C-terminal. La principale fonction décrite des molécules anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 semble consister a permettre l'adaptation et le maintien de 1’intégrité de la
mitochondrie au cours de perturbations du métabolisme cellulaire (Vander Heiden and
Thompson, 1999).

Le mécanisme anti-apoptotique de Bcl-xp, comme d'autres membres de la famille Bcl-2, serait di
a l'inhibition de l'activit¢ de Bid et Bax, qui coopérent dans la formation de pores dans la
membrane mitochondriale, permettant la libération de composants comme le cytochrome ¢ qui
intervient dans la formation de 1’apoptosome et la cascade apoptotique (Kuwana et al., 2002). Il a
par ailleurs ¢été suggéré un rodle anti-apoptotique plus large de Bcl-2, I'impliquant plus
directement dans le controle de 1’activation des caspases indépendamment de la formation de
I’apoptosome (Marsden et al., 2002). Le mécanisme de 1’activité anti-apoptotique Bcl-2/Bel-x
serait de moduler I’activation Bax/Bak en séquestrant les molécules de la sous-famille BH3
(Cory and Adams, 2002).

La réponse cellulaire a un signal apoptotique dépend du ratio entre les membres pro et anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2.

Les ¢études ciblant les génes des molécules anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 ont permis de
mettre en évidence leur role physiologique unique, non redondant avec l'activit¢ d'autres
inhibiteurs de la mort cellulaire, indiquant que telle protéine Bcl-2 est essentielle pour la survie
de tel type cellulaire. Dans I’hématopoicse, les membres de la famille Bel-2 sont des régulateurs
essentiels de I’homéostasie déterminant la survie et la différenciation des cellules progénitrices.
Ainsi, Bcl-2 est nécessaire pour la survie des cellules rénales, des cellules souches de
mélanocytes et des lymphocytes matures ; Bel-xi. a la survie des cellules neuronales, érythroides
et mégacaryocytaires (Kozuma et al., 2007); Bcl-w a la survie des progéniteurs des
spermatozoides ; Al a la survie des polynucléaires neutrophiles et Mcll a I’implantation du
zygote (Cory and Adams, 2002). Mcll a également été décrite au cours de différentes étapes de
maturation de 1’érythropoiése et de la granulopoi¢se ou elle aurait un role dans la régulation de
I’apoptose des cellules myéloides (Zhou et al., 1998) (Josefsen et al., 2000).

Bcl-xp, par son effet antagoniste, est considérée comme étant la principale protéine impliquée

dans la protection de l'apoptose des progéniteurs érythroides (cf. chapitre 1.D.1.2.2.1.3.1.).
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Molécules Bcl-2 pro-apoptotiques

Les protéines a multidomaines BH, Bax et Bak sont nécessaires a la voie apoptotique
mitochondriale (Lindsten et al., 2000) (Wei et al., 2001). Lors de ’apoptose, Bax s’intégre dans
la membrane mitochondriale et contribue avec Bak a la perméabilisation de la membrane externe
de la mitochondrie, a la chute du potentiel mitochondrial et a la libération de protéines
apoptogenes comme le cytochrome c dans le cytoplasme (Mikhailov et al., 2003).
L’oligomérisation de Bax semble étre nécessaire pour son activité (Antonsson et al., 2000). Il y
aurait une coopération fonctionnelle entre Bax et Bak (Nechushtan et al., 2001) (Mikhailov et al.,
2003). Bax et Bak sont également impliqués dans I’initiation de 1’apoptose au niveau du
réticulum endoplasmique ou ils induisent la libération d’ions Ca’" qui peuvent conduire a
I’activation des caspases (Zong et al. 2003). Le produit de clivage de Bcl-2 ou Bcel-xp par la
caspase-3 ou les calpaines aurait une activit¢é mimant Bax et ainsi favoriserait I’induction de
I’apoptose (Cheng et al., 1997) (Clem et al., 1998) (Fujita and Tsuruo, 1998) (Nakagawa and
Yuan, 2000).

Les progéniteurs érythroides expriment constitutivement des protéines pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2 comme Bid, Bad, Bax et Bak (Gregoli and Bondurant, 1997) (Testa, 2004). Si ces
molécules sont connues pour étre actives lors de 1’apoptose, leur role reste a préciser au cours de
la différenciation érythroide. Alors que, 1’équilibre du ratio entre Bcl-x et Bax semble important
dans la régulation de la survie ou de I’apoptose au cours du développement d’autres types
cellulaires comme les neurones ou les gonades, I’inhibition de Bax ne permet pas de corriger ou
d’améliorer I’anémie par avortement intra-medullaire des érythroblastes matures observée dans
les souris bel-x”" (Wagner et al, 2000).

Il a récemment été mis en évidence, au cours de la différenciation érythroide terminale, que la
molécule Nix, un autre membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2 (Kondo et al., 1997) jouerait
un role essentiel pour la régulation de I’érythropoiése (Nijhawan et al., 2003). Nix a la propriété
de se fixer a Bcl-xp et également a la membrane mitochondriale pour participer a sa
dépolarisation (Imazu et al., 1999). La surexpression de Nix peut induire 1’apoptose (Ranger et
al., 2001) (Opferman et al., 2003). Au cours de la différenciation érythroide, Bcl-xi, en se fixant
a Nix, inhiberait son potentiel pro-apoptotique. Les érythroblastes des souris n’exprimant pas Nix
sont hypersensibles a la stimulation par I’Epo et résistants a 1’induction de I’apoptose. Il semble
qu’un des rdles de Nix serait le maintien de ’homéostasie, en évitant un exces de différenciation

terminale d’érythroblaste. Il y aurait ainsi un équilibre entre I’effet pro-apoptotique de Nix et

125



3 Granzyme B pathway 1 Extrinsic pathway
O FasL/TNFa

Plasma membrane Perforin Death receptors

Cytoplasm Active —
caspase-8 (EA Eb

Granzyme B ) _Y_ «—p *+— <> Caspase-8

2 Intrinsic pathway

BID( )
' BADe/ib
- HRK =
tBID e_J (] BMF ik
BAX BAK ¥ noxa O O
Cha””?l_s_ an ___|Mitechondrion O FUMA  BIm
BH3-only
f ! fl proteins
BCL-2
T'I'I o subfamily
BCL- 2—“-&-
subfamily °
o, Cytochrome ¢
33
0 il
_O

p : APAFI]

Caspase-3 < ™ - Caspase-7 = Caspase-3
Caspase-6 <> « = Caspase-2

Caspase-8 «_» & Caspase-10

Figure C9 : Les voies de I’apoptose
(Tiré de Taylor et al., 2008)

- L’activation des caspases par la voie extrinseque implique la liaison d’un ligand de mort
extracellulaire aux récepteurs de mort transmembranaire. Ceci provoque le recrutement de
protéines adaptatrices, qui a la tour recrutent la caspase-8 qui va s’auto-activer. La caspase-8
activée va activer les caspase-3 et -7, qui vont cliver leurs substrats et entrainer la mort
cellulaire.

Dans les cellules de «type Il », la voie extrinséque peut rejoindre la voie intrinséque au
niveau de la protéolyse de Bid par la caspase-8. Bid tronqué (tBID) va induire le relargage du
cytochrome c de la mitochondrie et I’assemblage de I’apoptosome (comprenant 7 molécules
de APAFL1 et 7 homodimeres de caspase-9).

- Dans la voie intrinséque, divers stimuli provoquant un stress cellulaire ou des lésions
activent des protéines de la famille BH3 qui vont inhiber les protéines anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 et induire I’assemblage de I’oligomére Bak-Bax dans la membrane externe de la
mitochondrie. Ceci va permettre le relargage du cytochrome ¢ depuis I’espace
intermembranaire vers le cytosol ou il va participer a I’assemblage de I’apoptosome. La
capsase-9 alors activée va alors induire une cascade d’activation de caspases.

- La voie du Granzyme B met en jeu le relargage dans la cellule cible, de granules spécifiques
provenant de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou de natural killer (NK). Ces granules
contiennent la perforine qui induit la formation de pore dans la membrane de la cellule cible
pour permettre I’entrée du granzyme. Le Granzyme B peut cliver Bid pour entrainer
I’apoptose.



anti-apoptotique de Bcl-x;, (Kondo et al., 1997). Le fait que Nix soit exprimé de fagon parallele a
Bcel-xy, laissait supposer que Nix avait d’autres propriétés au cours de I’érythropoiése. Certaines
de ces propriétés ont été éclaircies récemment : Nix est également impliqué dans les processus
d’¢élimination des mitochondries dépolarisées par autophagie au cours de la maturation érythroide
terminale (cf. chapitre II.B.) (Sandoval et al., 2008).

I1.A.2.4. Voies de signalisation de I’apoptose

Il existe deux voies majeures d'activation des caspases : (1) la voie des récepteurs de mort (voie
extrinseque) via le DISC: complexe d'activation des pro-caspases-8 et-10; et (2) la voie
mitochondriale (voie intrinséque) avec formation de l'apoptosome comme complexe d’activation
de la pro-caspase-9. Deux autres complexes activateurs ont ¢également été caractérisés :
I’inflammasome qui est impliqué dans ’activation des caspases-1 et -5, et le PIDDosome qui
induit I’activation de la caspase-2. Il existe en plus de ces axes principaux d'autres voies comme
celles du granzyme B et du RE. Les fonctions de ces complexes sont trés spécialisées et ils sont
activés en réponse a des signaux pro-apoptotiques ou inflammatoires. (Figure C9)

I1.A.2.4.1. Voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort.

Les récepteurs membranaires de la voie des récepteurs de mort appartiennent a la superfamille
des récepteurs du TNF (Locksley et al., 2001), qui présentent un domaine extracellulaire riche en
cystéines. Les récepteurs de mort contiennent également dans leur région cytoplasmique un
domaine de mort DD d'environ 80 acides aminés, qui permet le recrutement d’autres protéines
possédant aussi un domaine DD et qui assure la propagation du signal de mort (Ashkenazi and
Dixit, 1998). Les récepteurs de mort les mieux caractérisés sont Fas (ou CD95) activé par son
ligand FasL, le récepteur TNF-R1 qui lie le TNF-a, TRAIL-R1 et TRAIL-R2, qui sont les
récepteurs de TRAIL (Figure C10) et DR3 dont le ligand est Apo3L (Chicheportiche et al., 1997)
(Ashkenazi and Dixit, 1998) (Peter and Krammer, 1998) (Rubio-Moscardo et al., 2005) (Suliman
et al., 2001). L’activation de ces récepteurs par leur ligand respectif conduit a I’induction de
I’apoptose.

La cascade d’activation de 1’apoptose induite par les interactions FasL/Fas et TNF-a/TNFRI1 est
la mieux caractérisée. Dans ces modéeles, ces récepteurs sont regroupés en grappe pour fixer un
trimére de ligands homologues, ce qui conduit a la fixation du ligand: des protéines
cytoplasmiques adaptatrices, possédant des DD correspondants aux DD du récepteur, sont

recrutées.
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La fixation de FasL a Fas entraine le recrutement de la protéine adaptatrice FADD et la fixation
de TNF-a a TNFRI1 celui de TRADD (« TNF Receptor-Associated Death Domain ») avec FADD
et RIP (« Receptor-Interacting Protein ») (Hsu et al., 1995) (Grimm et al., 1996) (Wajant, 2002).
Puis, FADD, qui posseéde également un domaine effecteur de mort DED, recrute au niveau du
récepteur plusieurs pro-caspases-8 ou -10, par liaison de domaines homologues DED-DED, ce
qui aboutit a la formation du complexe de signalisation DISC. La forte concentration locale de
molécules de pro-caspase-8, douées d’une activité catalytique basale, conduit a I’auto-activation
de ces caspases. Les caspases-8 activées initient alors la cascade des caspases, responsable de
I’exécution du programme de mort cellulaire (Kischkel et al., 1995).

La pro-caspase-10 est aussi activée par le DISC, formant un hétérotétramere actif (Kischkel et al.,
2001) (Sprick et al., 2002). Cependant, la fonction spécifique de la caspase-10 n’est pas encore
bien connue.

I1.A.2.4.2. La voie mitochondriale ou voie intrinséque

La mitochondrie joue un role essentiel dans le contrdle de 1’apoptose (Orrenius, 2004) (Green and
Kroemer, 2004). De nombreux signaux pro-apoptotiques provenant de divers stimuli comme la
privation relative en facteurs de croissance (tel que I’Epo au cours de I’érythropoiese), un stress
cytotoxique, un stress oxydatif, ou des lésions de ’ADN convergent vers cet organite. Les
événements apoptotiques mitochondriaux sont sous le controle et la régulation des membres de la
famille des protéines Bcl-2 (Cory and Adams, 2002) (cf. supra).

Tous ces stimuli conduisent a la perméabilisation de la membrane mitochondriale interne qui
induit une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) favorisant la libération
dans le cytosol, par le pore de transition de perméabilité (PTP), de deux groupes de protéines pro-
apoptotiques normalement localisées dans I'espace intermembranaire (Figure C9) (Saelens et al.,
2004). La perméabilisation des membranes mitochondriales est généralement considérée comme
le point de non-retour dans le processus apoptotique.

Le premier groupe de ces molécules pro-apoptotiques comporte le cytochrome ¢, Smac/DIABLO
et la sérine protéase HtrA2/Omi (Cai et al., 1998) (Du et al., 2000) (van Loo et al., 2002)
(Garrido et al., 2006b). Ces protéines activent la voie mitochondriale d’activation des caspases.
Chez les mammiferes, la protéine centrale de l'apoptosome est la protéine de 140 kDa appelée
Apaf-1, qui est I’homologue de CED-4 (Chinnaiyan, 1999) (Hengartner, 1999) (cf. supra). En
présence de cytochrome ¢ et d’ATP, Apaf-1 s’oligomérise pour former un trés grand complexe

appelé « apoptosome » (700-1400 kDa). La pro-caspase-9 est recrutée dans ce complexe par des
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interactions entre domaines CARD, pour aboutir a son activation (Hu et al., 1998) (Jiang and
Wang, 2000) (Costantini et al., 2002). Smac/DIABLO et HtrA2/Omi ont été décrits comme
favorisant 1I’apoptose en inhibant I’activité des IAP (van Loo et al., 2002) (Schimmer, 2004) qui
eux méme jouent un rdle inhibiteur de 1’activation des caspases (cf. supra).

Le second groupe de protéines pro-apoptotiques comprend le facteur AIF et I’endonucléase G qui
sont libérés par la mitochondrie dans le cytoplasme. La libération de ces protéines est un
évenement apoptotique tardif qui n’intervient qu'une fois que la cellule est engagée dans le
processus de mort cellulaire. AIF est impliquée dans la dégradation de I’ADN (cf. infra) et affecte
aussi la mitochondrie, en provoquant une chute du A¥Ym et favorisant la libération du cytochrome
¢ (Cande et al., 2002).

I1.A.2.4.3. Les autres voies d’activation de I’apoptose

I1.A.2.4.3.1. Le PIDDosome, complexe protéique activateur de la caspase-2

Bien que la caspase-2 soit une des premicres caspases apoptotiques découvertes, ses fonctions
physiologiques sont encore mal connues. La caspase-2 comprend un domaine CARD qui lui
permet de former des homodimeéres (Butt et al., 1998) (Baliga et al., 2004) et d’étre recrutée dans
un complexe protéique appelé « PIDDosome », semblable a I’apoptosome Apaf-1/caspase-9
(Tinel and Tschopp, 2004). Les protéines adaptatrices RAIDD (RIP-Associated ICH-1/CED-3-
homologous protein with Death Domain) et PIDD (P53-Induced protein with Death Domain) ont
¢été identifiées comme les éléments de ce grand complexe. Dans certaines cellules, il a été mis en
¢vidence que la caspase-2 est nécessaire a la perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe et a la libération de facteurs apoptogéniques, en réponse a des agents endommageant
I'ADN (Zhivotovsky and Orrenius, 2005). La caspase-2 est également nécessaire a la voie TRAIL
via TRADD et RAIDD indépendamment du « PIDDosome » (Wagner et al., 2004) (Shin et al.,
2005), dans I’apoptose induite par un choc thermique (109,110Kumar 2007) et la mort cellulaire
des ovocytes (Nutt et al., 2005). Il a également été montré que la caspase-2 est associée a la voie
Fas/DISC mais sans étre indispensable a 1’induction de la mort cellulaire via Fas (Lavrik et al.,
2006). L’événement principal dans l'activation de la caspase-2 semble étre sa dimérisation, qui
est inhibée dans les cellules non-apoptotiques par sa phosphorylation (Shin et al., 2005) (Nutt et
al., 2005). Le mécanisme par lequel la caspase-2 induit 1’apoptose est peu clair, mais il semble
qu’un modele plausible serait le clivage de Bid par la caspase-2 qui induirait la dépolarisation de

la membrane mitochondriale (Bonzon et al., 2006). Toutefois, 1’absence d’anomalies dans les
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souris déficientes en caspase-2 semble indiquer que la caspase-2 n’est pas indispensable a la mort
cellulaire ou qu’elle y joue un rdle redondant au cours de I’apoptose (Marsden et al., 2004).
I1.A.2.4.3.2. I’inflammasome complexe activateur des caspases-1 et -5

L'activation des caspases initiatrices -1 et -5 s’effectue dans un complexe appelé
« l'inflammasome » (Martinon and Tschopp, 2004), comprenant une molécule de type ASC
(Associated Speck-like protein containing a CARD) ou de la famille NLR (NBD ou NOD-Like
Receptors). L activation de ces caspases intervient dans la maturation des cytokines IL-1p et IL-
18, qui jouent un rdle central dans la réponse immune aux pathogeénes microbiens.
I1.A.2.4.3.3.Voie du Réticulum Endoplasmique.

Le RE est le site d'assemblage des chaines polypeptidiques destinées a étre sécrétées ou
acheminées dans des compartiments subcellulaires divers. Le RE est ¢galement un centre de
régulation de la mort cellulaire. L’accumulation dans la lumiére du RE de protéines mal repliées
ou dépliées et I’altération de I’homéostasie de I'ion Ca>" induit I’apoptose (Kaufman, 1999) (Ferri
and Kroemer, 2001). La caspase initiatrice de cette voie est la caspase-12 qui est localisée sur la
face cytoplasmique du RE (Nakagawa et al., 2000). Le stress par exces de protéines altérées, a
pour conséquence la translocation de la caspase-7 a la surface du RE, qui clive et active alors la
pro-caspase-12. La caspase-12 induit I’activation de la caspase-9 qui agit a son tour en activant
les caspases-3,-6 et -7 (Lamkanfi et al., 2002) (Rao et al., 2001) (Rao et al., 2002). Dans cette
voie d'activation, le cytochrome c n’est pas libéré de la mitochondrie.

11.A.2.4.3.4. La voie Perforine/Granzyme

La voie extrinséque passant par l'interaction Fas/FasL est la voie apoptotique prédominante des
cellules cibles des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (Brunner et al., 2003). Cependant, les CTL
sont aussi capables d'exercer leurs effets cytotoxiques sur des cellules tumorales ou des cellules
infectées par des virus via une autre voie qui met en jeu la sécrétion de Perforine, qui en formant
un pore transmembranaire permet la libération de granules dans le cytoplasme de la cellule cible
(Trapani and Smyth, 2002). Les sérines protéases granzyme A et granzyme B sont les composant
les plus importants de ces granules (Pardo et al., 2004). Le granzyme B active les caspases-8 et -
10 (Heusel et al., 1994) et participe a la dégradation de I’ADN par I’activation de CAD (Sakahira
et al., 1998). Le granzyme B altére également la mitochondrie (Beresford et al., 1999) (Shresta et
al., 1999) en amplifiant le signal apoptotique via le clivage spécifique de Bid et la libération du

cytochrome ¢ (Barry and Bleackley, 2002) (Russell and Ley, 2002). Cependant, le granzyme B
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peut aussi activer directement la caspase-3 et entrainer ainsi l'induction de la phase d'exécution de
l'apoptose.

La voie du Granzyme A est aussi importante dans 1’apoptose induite par les CTL. Cette voie est
indépendante des caspases et met en jeu ’activation de DNase (Fan et al., 2003) entrainant des
1ésions de I’ADN et la perte de I’intégrité de la chromatine (Martinvalet et al., 2005).

I1.A.2.4.4. La phase d’exécution de ’apoptose

Les voies extrinseque et intrinseéque aboutissent a la phase d'exécution, considérée comme la voie
finale de l'apoptose. C'est lors de l'activation des caspases exécutrices que commence cette phase
d'apoptose. L'activation des caspases exécutrices differe entre les voies extrinséque et intrinseque.
Dans la voie des récepteurs de mort, deux types de voies de signalisation ont ét¢ décrits (Scaffidi
et al., 1998). La voie dite de « type I » est caractérisée par un taux élevé de formation de DISC et
de caspase-8 active. La caspase-8 activée induit l'activation en aval, des caspases effectrices -3 et
-7. Dans les cellules de «type Il », la formation de DISC et I’activation de caspase-8 sont
moindres. Dans ce cas, la signalisation nécessite une boucle d'amplification supplémentaire qui
implique le clivage de Bid par la caspase-8 pour produire tBid qui participe a la libération
mitochondriale de cytochrome ¢ (Korsmeyer et al., 2000) (Kuwana et al., 2002). La libération de
cytochrome ¢ par la mitochondrie aboutit a la formation de 1’apoptosome, suivie de 1'activation
de la pro-caspase-9, qui clive a son tour en aval, les caspases effectrices -3 et-7. La cascade
apoptotique des cellules de « type II » peut étre bloquée par des membres de la famille Bcl-2
comme Bcl-2 et Bel-xi. (cf. infra).

Dans la voie intrinséque, la formation de 1’apoptosome et l'activation de la pro-caspase-9
aboutissent au clivage des caspases effectrices -3 et -7, amorgant la cascade de la mort cellulaire.
Les caspases exécutrices activent les protéases qui dégradent les protéines nucléaires et du
cytosquelette, ce qui aboutit finalement aux modifications morphologiques et biochimiques
observées dans les cellules apoptotiques (Slee et al., 2001). La caspase-3 est considérée comme
étant la caspase exécutrice la plus importante car elle clive la majorité des substrats (Porter and
Janicke, 1999) et elle est activée par n'importe laquelle des caspases initiatrices. Elle est activée
apres clivage de la caspase-8 ou -9, mais pas de la caspase-2 (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004)
(Degterev et al., 2003) (Porter and Janicke, 1999). La caspase-7 est fortement semblable a la
caspase-3 et a la méme spécificité de substrat (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004) (Degterev et al.,
2003). Bien que structurellement semblable aux caspase-3 et -7, la caspase-6 a une spécificité de

substrat quelque peu différente (Thornberry et al., 1997) et sa fonction reste mal connue. Elle ne

132



semble pas étre essentielle pour 1’apoptose induite par divers agent, mais il a ét¢ montré qu’elle
était nécessaire au clivage des protéines nucléaires Lamine-A et B (Zheng et al., 1999) (Zermati
etal., 2001).

I1.A.2.4.5. Morphologie des cellules apoptotiques

La fragmentation de I’ADN observée lors de 1’apoptose, a lieu en plusieurs étapes. Quand la
cellule est engagée dans le processus de mort cellulaire, des protéines pro-apoptotiques sont
libérées par la mitochondrie dans le cytoplasme : le facteur AIF, I’Endonucléase G. Apres sa
translocation dans le cytoplasme, I’AIF migre dans le noyau et induit la condensation de la
chromatine périphérique et la dégradation oligonucléosomale de I’ADN en fragment de 50-300
kb (Susin et al., 1999) (Joza et al., 2001). Cette forme initiale de condensation nucléaire est
appelée "l'étape 1" de la condensation (Susin et al., 2000). L’Endonucléase G est transloquée
¢galement dans le noyau ou elle clive la chromatine nucléaire et induit la dégradation de I’ADN
nucléaire en fragment oligonucléosomale (Li et al., 2001). Les fonctions d’AIF et de
I’Endonucléase G sont indépendantes des caspases. L’étape de la dégradation du matériel
nucléaire dépend de la caspase-3 qui active spécifiquement I’endonucléase cytoplasmique CAD.
En dehors du processus d’apoptose, CAD/DFF40 forme un complexe inactif avec son inhibiteur
ICAD/DFF45. Lors de I’apoptose, ICAD/DFF45 est clivé par la caspase-3 et se dissocie de
CAD/DFF40 ce qui libere I’endonucléase active, qui peut migrer dans le noyau (Sakahira et al.,
1998) (Tang and Kidd, 1998) pour y provoquer la fragmentation oligonucléosomale de I’ADN et
une condensation plus prononcée de la chromatine (Enari et al., 1998). Cette forme finale de la
condensation chromatinienne est considérée comme "I'étape II" de la condensation (Susin et al.,
2000).

La caspase-3 induit aussi la réorganisation du cytosquelette, ce qui aboutit a la rupture du
cytosquelette, a I’arrét du transport intracellulaire, de la division cellulaire, de la transduction du
signal (Kothakota et al., 1997) et a la désintégration de la cellule en corps apoptotiques.
L'asymétrie des phospholipides membranaires et 'externalisation des phosphatidylsérines a la
surface des cellules apoptotiques sont la marque de fabrique de cette phase. Bien que le
mécanisme d’externalisation des phosphatidylsérines de la membrane plasmique pendant
I’apoptose ne soit pas bien compris, il a été associé a la perte d'activité de I'APLT et au flip-flop
non spécifique de phospholipides de classes diverses (Bratton et al., 1997). Fas, les caspases-3 et-
8 et seraient impliqués dans le processus d'externalisation des phosphatidylsérines dans des

érythrocytes sénescents, alors que ce phénomeéne est caspase-indépendant lors de 1’apoptose des
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lymphocytes T (cf. chapitre I1.A.3.2.) (Ferraro-Peyret et al., 2002) (Mandal et al., 2005).
L’externalisation des phosphatidylsérines des cellules apoptotiques facilite alors leur
reconnaissance par les cellules phagocytaires non inflammatoires (Fadok et al., 2001). Ce
processus de phagocytose précoce et efficace sans libération des constituants cellulaires aboutit
essentiellement a 1’absence de réponse inflammatoire.

I1.A.3. Role physiologique de I’apoptose

L'apoptose est essentielle au développement de I’organisme et est aussi primordiale que celui de
sa contrepartie physiologique, la mitose. L’apoptose joue un role complémentaire mais oppos¢ a
la mitose et a la prolifération cellulaire dans la régulation du développement de diverses
populations cellulaires. Elle permet 1’¢limination de structures inutiles ou mal formées.

I1 est évalué que pour maintenir I’homéostasie dans le corps humain adulte, environ 10 milliards
de cellules sont produites chaque jour juste pour équilibrer celles mourant par apoptose (Renehan
et al.,, 2001). Cette quantité peut s’accroitre significativement quand le nombre de cellules
apoptotiques augmente pendant le développement normal ou le vieillissement et la maladie.

Les phénomenes apoptotiques sont particulierement importants lors des divers processus liés au
développement. L’apoptose participe notamment a la morphogenéese des doigts : les cellules de
I’espace interdigital d’un embryon disparaissent par apoptose (Figure C11). La mise en place des
systémes nerveux et immunitaire fait également appel a 1’apoptose, ou elle assure un nombre
correct de différenciation de cellules souches. Pendant le développement embryonnaire, les
neurones sont générés en exces. Vingt a 80% de ces cellules vont ensuite mourir par apoptose
afin de créer un équilibre entre ces neurones et les cibles qu’ils innervent. En effet, les cellules
nerveuses embryonnaires ont besoin pour survivre du facteur de survie NGF (Nerve Growth
Factor), produit par les cellules cibles des neurones (Clarke et al., 1998). Seuls vont survivre les
neurones qui se connecteront correctement a leur cible. Les autres cellules, incapables de recevoir
ce signal, vont mourir par apoptose (Figure C12) (Nijhawan et al., 2000). De méme, pour le
développement du systéme immunitaire, seuls les lymphocytes portant des récepteurs aux
antigénes spécifiques vont survivre et le reste sera éliminé par apoptose. En effet, autant le
systéme nerveux que le systéme immunitaire sont caractérisés dans leur développement initial par
la surproduction de cellules. Cet exces initial est ensuite suivi par la mort des cellules qui ont
échoué a, respectivement, établir des connexions synaptiques fonctionnelles ou produire des

antigenes spécifiques (Opferman and Korsmeyer, 2003).
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L’apoptose intervient aussi chez I’adulte, pour maintenir I’homéostasie cellulaire qui résulte d’un
équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. Elle permet a 1’organisme de contrdler le
nombre de cellules et la taille des tissus. C’est le cas par exemple lors du renouvellement des
kératinocytes de la peau (Weil et al., 1999) et du controle des phénomeénes de cicatrisation
(Greenhalgh, 1998) ou de la réaction immunitaire (Osborne, 1996). A la fin de la réaction
immunitaire, les lymphocytes T activés en surnombre meurent par apoptose, de méme que les
cellules immunitaires activées ou auto-agressives lors de leur maturation dans les organes
lymphoides centraux (la moelle osseuse et le thymus) ou dans les tissus périphériques (Osborne,
1996). De méme, I’apoptose est un phénomene central lors de 1’atrésie des follicules ovariens et
dans I’involution de la glande mammaire lors de la phase de sevrage, par exemple (Tilly et al.,
1991) (Lund et al., 1996).

Ainsi, I’apoptose peut é&tre activée par des signaux physiologiques normaux, intra- ou
extracellulaires, mais aussi par des stimuli pathologiques. En effet, elle est nécessaire pour
débarrasser 1'organisme de cellules pathogénes comme des cellules infectées par des virus, des
cellules tumorales ou des cellules endommagées par un stress oxydatif, par des altérations
génétiques, par un choc thermique ou par 1’exposition a des agents cytotoxiques. Lorsque les
organismes vieillissent, certaines cellules entament leur détérioration plus rapidement et sont
¢liminées par apoptose. Une théorie est que le stress oxydatif joue un réle primordial dans la
physiopathologie de I’apoptose induit par 1’age, via I’accumulation de radicaux libres qui altérent
I'ADN mitochondrial (Harman, 1992) (Ozawa, 1995). Il est clair que l'apoptose doit étre
fermement régulée car trop peu ou trop de mort cellulaire peut aboutir a des phénomeénes
pathologiques, comme des défauts de développement, des maladies auto-immunes,

neurodégéneratives, ou des cancers. (cf. infra)
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Figure C11 : Mort par apoptose des cellules de la commissure des doigts durant le
développement embryonnaire murin

(Tiré de Wood et al., 2000)
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Figure C12 : Intervention de I’apoptose dans le développement du systeme nerveux




I1.A.3.1. Réle de I’apoptose au cours de I’érythropoiése

Comme lors des processus cités précédemment, 1’apoptose joue un role essentiel dans la
régulation de D’érythropoiése (cf. chapitre I). Ce programme de différenciation assure une
production continue de globules rouges pour permettre le transport d’oxygeéne aux tissus
périphériques. Cependant, pour éviter une production massive de cellules érythroides et une
polyglobulie, qui peut mener a I'hyperviscosité sanguine et a la thrombose, un contrdle négatif de
ce phénomene est absolument nécessaire (cf. chapitre I).

Ainsi, au cours de I'érythropoi¢se toutes les cellules érythroides ne vont pas au bout de leur
processus de différenciation ; les érythroblastes immatures étant particuliecrement sensibles a
l'apoptose. A 1’état basal, la concentration d’Epo est basse et permet seulement la maturation des
érythroblastes les plus sensibles. Les autres érythroblastes se trouvent en situation de privation
« relative » en Epo ce qui induit I’activation de la voie intrinséque de 1’apoptose. Il a également
été ¢établi que le taux d'érythroblastes matures dans la moelle controlerait rétroactivement
I’érythropoicse en induisant l'apoptose des précurseurs érythroblastiques (De Maria et al., 1999a).
Les érythroblastes matures expriment FasL et TRAIL interagissent avec leurs récepteurs a la
surface des érythroblastes immatures qui activent les caspases exécutrices par la voie extrinseéque.
Cette voie de régulation de I’érythropoiese a été confirmée dans les souris caspase-8'/ " qui sont
létales au stade embryonnaire avec une polyglobulie congestive et une altération du
développement musculaire (Varfolomeev et al., 1998). L’induction de I’apoptose par la voie des
récepteurs de mort peut étre impliquée dans le processus physiopathologique des anémies
inflammatoires, par activation de la voie des récepteurs de mort via les cytokines.

Le destin des érythroblastes est ainsi régulé par 1’équilibre entre le taux d’Epo et la voie des
récepteurs de mort (Figure E10) qui activent respectivement les voies intrinséque et extrinseque
de I'apoptose. Ces deux voies peuvent converger au cours de I'érythropoiése vers la formation de
pores mitochondriaux (Figure E11) et aboutir a ’activation de la caspase-3 qui protéolyse
GATA-1, TAL-1 et des protéines cytoplasmiques et nucléaires. Le clivage de GATA-1 a comme
conséquence un arrét de I'expression des génes de différenciation érythroide et de Bel-xi. (De
Maria et al., 1999b) et ce qui aboutit a un arrét de maturation et a 1’apoptose des érythroblastes
immatures.

Testa et al ont suggéré que, dans les érythroblastes, la voie extrinseéque d’activation des caspases

via FasL, TNF ou TRAIL serait de « type II », la réponse a ’activation de Fas étant diminuée par

137



I’Epo, et probablement par Bcl-x; (De Maria et al., 1999a). Bien que non entierement démontré,
il apparait que dans les cellules érythroides la voie intrinseque soit la plus importante. Ceci car
'Epo et le SCF sont capables de bloquer 1’apoptose induite par FasL en maintenant 1’intégrité de
la membrane mitochondriale.(cf. chapitre 1.D.1.2.2.1.3.) (Figure E11).

I1.A.3.2. Réle de I’apoptose dans les érythroblastes matures et les érythrocytes

La sensibilité aux stimuli apoptotiques décroit au cours de la différenciation érythroide. Autant
avant la phase d’activation des caspases les érythroblastes immatures ont un fort potentiel
apoptotique, autant a partir du stade acidophile les érythroblastes sont quasiment totalement
résistants au déclenchement de 1’apoptose (Zeuner et al., 2003b). Les érythroblastes matures sont
résistants a I’apoptose induite par la voie Fas malgré une expression importante de Fas a leur
surface (De Maria et al., 1999a). Les membres de la famille Bel-2 voient leur expression décliner
en fin de différenciation (Testa, 2004) et ne sont plus exprimés dans les érythrocytes matures

(Berg et al., 2001).

Les caspases-3, -6, -7, -8 et -9 sont exprimées par les érythroblastes au cours de leur
différenciation (Hristoskova et al., 2007). Les taux de caspase-3 et -8 restent stables au cours de
la différenciation et dans les érythrocytes matures humains, alors que 1’expression de la caspase-9
diminue dans les érythroblastes matures aprés la phase d’activation des caspases. Les autres
¢léments cruciaux de la machinerie apoptotique comme les mitochondries, le noyau, la caspase-9,
et le cytochrome c¢ disparaissent en fin de différenciation érythroide terminale et sont absents des
érythrocytes matures (Bratosin et al., 2001). Alors que le taux d’Apaf-1 reste stable dans les
érythroblastes matures, 1’expression du cytochrome c¢ diminue drastiquement aprés la phase
d’activation des caspases et il a été suggéré que son absence participerait a la résistance des
érythroblastes matures au déclenchement de 1’apoptose (Hristoskova et al., 2007). L’apoptosome
ne se formerait pas dans les érythroblastes matures, méme apres supplémentation en cytochrome,
ce qui suggeére d’autres mécanismes d’inhibition de [’activation des caspases dans les
¢érythroblastes matures (Hristoskova et al., 2007). Apaf-1 n’est plus exprim¢é dans les érythrocytes
matures (Bratosin et al.,, 2001) (Lang et al., 2006). De méme, les protéines régulatrices de
I’activité des caspases comme les [APs (XIAP, survivine, c-IAP-1 et c-IAP-2) ou Smac/Diablo
n’ont pas été retrouvées comme étant exprimées au cours de la différenciation érythroide

terminale (Hristoskova et al., 2007).
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Figure C13 : Principaux processus apoptotiques observés au cours de la différenciation

érythroides

(Tiré de Testa, 2004)

Les érythroblastes matures exercent un rétrocontréle négatif sur les érythroblastes immatures via Fas-L

et les autres ligands des récepteurs de mort.

Dans les dernieres étapes de la maturation érythroides, il a été décrit chez la souris que la DNase 1l
macrophagique est necessaire a I’enucléation des érythroblastes acidophiles pour aboutir aux

réticulocytes.

Lors de la sénescence des érythrocytes, un processus apoptotique est observé avec une augmentation de
la concentration intracellulaire de Ca®*, I’activation de la calpaine ayant comme conséquence la
microvésiculation membranaire, I’externalisation des phosphatidylsérines et enfin la phagocytose par

les macrophages.




La présence du processus apoptotique et plus particulierement celle d'une possible activation des
caspases a ¢également été explorée dans des érythrocytes matures. Ainsi, les érythrocytes sont des
cellules anucléées et sans mitochondries qui, aprés une durée de vie d'environ 120 jours,
subissent un processus de sénescence et disparaissent alors de la circulation. Pendant ce
processus, les érythrocytes sénescents subissent des changements morphologiques typiques,
comme leur diminution de taille qui est la conséquence de la libération progressive de
microvésicules de la membrane cellulaire et la transformation de la forme de discocyte en une
forme de sphérocyte. En plus de ces changements morphologiques, la membrane cellulaire subit
une série de modifications, comme la perte progressive de la spectrine et 1'exposition des résidus
phosphatidylsérines, observée lors de 1’apoptose des cellules nucléées. Au vu des ressemblances
des cellules nucléées avec 1’apoptose, le terme d’éryptose a été inventé pour décrire la mort
programmée des érythrocytes (Lang et al., 2005). Les caspases-3 et -8 érythrocytaires ont
longtemps ¢été décrites comme n’étant pas activables par divers types de stimulus pro-
apoptotiques (Bratosin et al., 2001). Puis, il a été suggéré que la caspase-3 pourrait jouer un role
dans le vieillissement des érythrocytes (Mandal et al., 2003). Il a ét¢é montré que les globules
rouges « jeunes » et ceux plus « agés » comportaient des différences vis-a-vis de ’activation de la
voie Fas. La caspase-3 activée est présente dans les globules rouges « anciens » mais n’est pas
détectée dans les globules rouges « jeunes » (Mandal et al., 2003). Il a été mis en évidence dans
les globules rouges « agés » une diminution significative de I’activité de I’APLT dépendante de
la caspase-3 activée (Mandal et al., 2002) et un taux plus élevé de phosphatidylsérines
externalisées. Il a été démontré que uniquement les globules rouges denses (« agés ») expriment
la caspase-8 qui est activée par la voie Fas. Dans ces globules rouges Fas, FasL, FADD et la
caspase-8 retrouveraient leur activité du fait de leur rapprochement secondaire a la diminution de
la surface membranaire progressive et leur localisation sur des microdomaines membranaires de
type raft.

La caspase-3 est activée par la caspase-8 via la voie Fas dans les globules rouges « agés »les plus
denses et non pas dans les plus « jeunes » nouvellement mis en circulation (Mandal et al., 2003)
(Mandal et al., 2005) et peut cliver la protéine membranaire bande 3, perturbant son interaction
avec la protéine 4.2 (Mandal et al., 2003). La bande 3 est une protéine centrale dans les
phénomenes de phagocytose des érythrocytes en fin de vie, dont I’altération prématurée serait

impliquée dans certains mécanismes de dysérythropoicse (Paw et al., 2003) (Rund and
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Rachmilewitz, 2005). Il a ainsi été¢ suggéré que l’activation de la caspase-3 participerait a la
dégradation de protéines de membrane cruciales pour la forme et la fonction des érythrocytes.
L’augmentation de la concentration intra-érythrocytaire de Ca®" est considérée comme un des
mécanismes moléculaires responsable de la sénescence des globules rouges. La microvésiculation
de la membrane cellulaire, la diminution de taille de la cellule via I’activation Ca®"-dépendante
du canal K" «Gardos» (Lang et al, 2003), l'externalisation Ca*"-dépendante des
phosphatidylsérines via ’activation des scramblases (Dekkers et al., 2002) (Woon et al., 1999)
(Zhou et al., 2002) et/ou l'inhibition de ’APLT (Seigneuret and Devaux, 1984) aboutissent a la
destruction ou a la phagocytose des érythrocytes par des macrophages (Berg et al., 2001). Ce
processus de sénescence est inhibé par des inhibiteurs de cystéine protéases, mais pas par les
inhibiteurs de caspases (Berg et al., 2001). Il a ainsi été suggéré que 1’augmentation intra-
érythrocytaire de Ca®" active les calpaines, qui induisent le clivage de la spectrine et d’autres
modifications morphologiques aboutissant au rétrécissement cellulaire (Figure C13). Les
calpaines ne semblent pas activer les caspases-3 ou -8 (Berg et al., 2001). L’externalisation des
phosphatidylsérines serait indépendante de ’activation des calpaines (Berg et al., 2001) mais il a
ensuite été montré que la caspase-3 érythrocytaire pourrait étre activée apres un stress oxydatif et
induirait I’externalisation des phosphatidylsérines en inhibant I’activité de I’APLT (Mandal et al.,
2002). Ces phénomenes, qui ont une fonction physiologique importante pour éviter 1’hémolyse
des vieux érythrocytes, peuvent étre en partie intégrés dans le mécanisme physiopathologique de
certaines anémies (Lang et al., 2005). Des études cliniques semblent montrer que 1’Epo, qui
inhibe non seulement 1’apoptose des érythroblastes au cours de 1’érythropoicse, aurait également
un effet en diminuant I’éryptose des érythrocytes circulants, par inhibition de la perméabilité¢ du
canal calcique (Jelkmann, 1992) (Polenakovic and Sikole, 1996) (Myssina et al., 2003).

Un autre phénoméne de mort cellulaire des érythrocytes nouvellement produits a été décrit et
appelé néocytolyse. Cette mort cellulaire érythrocytaire a été observée dans des situations
particulieres comme le retour d’un séjour en apesanteur ou en haute altitude. Les mécanismes
impliqués dans la néocytolyse doivent Eétre encore précisés et sont probablement liés aux
variations du taux d’Epo circulant (Foller et al., 2008). L’éryptose ou la sénescence des
érythrocytes matures (Bosman et al., 2005) (Kiefer and Snyder, 2000) (Arese et al., 2005) doivent
étre distingués de la néocytolyse qui est la mort cellulaire d’érythrocytes « jeunes » nouvellement

mis en circulation (Lang et al., 20006).
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I1.A.4. Role des caspases dans d’autres processus physiologiques que I’apoptose

I1 est largement reconnu que les roles physiologiques de la plupart des caspases sont conserveés a
travers les especes. Des observations de plus en plus documentées (Abraham and Shaham, 2004)
(Garrido and Kroemer, 2004) (Launay et al., 2005) d'activité caspase et l'identification de
substrats des caspases en ’absence de mort cellulaire ont permis de définir deux fonctions
principales des caspases, a savoir :1) un réle apoptotique et 2) un role non apoptotique (Tableau
Cl).

Ce sont les phénomenes de différenciation cellulaire aboutissant a une énucléation qui ont des
aspects pouvant évoquer I’apoptose cellulaire pour lesquels ce rapprochement a été fait
initialement. Les modifications cellulaires observées lors de la différenciation ont des points
communs avec les modifications morphologiques décrites dans l'apoptose. En effet, les cellules
épithéliales du cristallin, les kératinocytes (Weil et al., 1999) et les érythrocytes (Zermati et al.,
2001) perdent leur noyau au cours de leur différenciation terminale et c’est dans ces cellules
qu’initialement une activation des caspases a été suspectée, explorée et mise en évidence. Le role
des caspases dans la différenciation en absence de phénoméne d’énucléation a également été
rapporté¢ dans de nombreux systemes comme la différenciation des muscles squelettiques
(Fernando et al., 2002), des spermatozoides de la drosophile (Arama et al., 2003), des
mégacaryocytes (De Botton et al., 2002), des plaquettes, des monocytes (Sordet et al., 2002b) et
des ostéoblastes (Mogi and Togari, 2003) (Mogi and Togari, 2003). Tous ces modeles suggeérent
que les caspases, enzymes clefs de l'apoptose, sont également indispensables & de nombreux
processus de différenciation. Ainsi, comme souligné depuis de nombreuses années,
différenciation et apoptose sont des processus proches. Le clivage de certaines cibles, et pas
d'autres, par les caspases, déterminerait le choix du destin de la cellule. La description de
I’activation des caspases et I’identification de substrats des caspases en 1’absence de mort
cellulaire ont suscité un grand intérét pour les fonctions des caspases dans les réponses cellulaires
au-dela de I’apoptose. L’étude des souris « knock out » pour les caspases, ou de leurs cellules,
confirme les rdles pléiotropiques de ces protéases dans la différenciation cellulaire, la
prolifération ou I’activation de NF-KB (Tableau C1). Les fonctions non apoptotiques des
caspases suggerent qu’elles peuvent étre activées indépendamment ou sans 1’induction de la
cascade apoptotique, ce qui entraine le clivage spécifique de certains substrats (Lamkanfi et al,

2007). De méme il a été décrit dans les polynucléaires neutrophiles non apoptotiques que la
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sérine protéase PR3 (Proteinase 3) clive la caspase-3 en un fragment activé de 22 kDa qui
n’induit pas la mort cellulaire mais dont le role reste a préciser (Pederzoli et al., 2005).

I1.A.4.1. Implication des caspases dans les processus de différenciation cellulaire

I1.A.4.1.1. Caspases et différenciation avec énucléation

Les premicres preuves d’un rdle des caspases au cours de la différenciation cellulaire proviennent
des études sur les cellules du cristallin (Ishizaki et al., 1998) et les kératinocytes (Weil et al.,
1999). Lorsque les cellules épithéliales du cristallin de rongeurs acquicrent leurs caractéristiques
de différenciation terminale, un membre de la sous-famille caspase-3 est activé et est impliqué
dans les modifications morphologiques qui permettent la formation des fibres du cristallin
(Ishizaki et al., 1998). L’inhibition des caspases bloque I’énucléation des cellules du cristallin qui
a lieu lors de la phase terminale de maturation des cellules (Ishizaki et al., 1998). Ce processus
est sous la dépendance du Fibroblast Growth Factor (FGF), nécessaire a la différenciation et a la
protection de 1’apoptose (Ishizaki et al., 1998). La caspase-6 est aussi activée lors de la
différenciation des fibres du cristallin (Foley et al., 2004). 11 a également ét¢é montré que les
caspases sont activées par la voie mitochondriale lors de la différenciation des kératinocytes
(Weil et al., 1999) et que cette activation est nécessaire pour I’expulsion du noyau qui a lieu lors
de la phase terminale de maturation. Il a ensuite été mis en évidence que la caspase-14 est activée
dans cette différenciation (Chien et al., 2002) tout comme la caspase-3 (Okuyama et al., 2004).
L'augmentation de ’expression de la caspase-3 et son activation ne sont pas suffisantes pour
induire 1’apoptose mais la caspase-3 clive et active la protéine kinase C- 6 (PKC- §) qui régule
positivement la différenciation des kératinocytes (Fernando et al., 2002).

Bien que la différenciation terminale des cellules érythroides, des fibres du cristallin et des
kératinocytes soit caractérisée par une énucléation, la plupart des études suggerent que
I’activation des caspases n’est pas directement impliquée dans le processus d’énucléation mais
est nécessaire a des phases plus précoces des voies de différenciation (Launay et al., 2005). Dans
ces types de différenciation cellulaire, 1’activation des caspases sans apoptose donne lieu a un
clivage plus sélectif de leurs substrats comme la Lamine B pour les érythroblastes (Zermati et al.,
2001) et la PKC-6 pour les kératinocytes(Okuyama et al., 2004) (Okuyama et al., 2004). Les
substrats des caspases peuvent aussi varier dans la différenciation. Par exemple, PARP est clivé
pendant la différenciation du cristallin et des érythrocytes et n’est pas protéolysé dans la

différenciation des kératinocytes.

143



Proebl Baso PolyC Acido Erythrocytes

. . 3 o DIFFERENCIATION
@-0-4-

CLIVAGE
LAMINE B & ACINUS

ACTIVATION
CASPASES

X K
APOPTOSE
N\
(e [

Figure C14 : Les caspases sont activées au cours de la différenciation érythroide terminale
(D’aprés Zermati et al, 2001)

L’activation des caspases au cours de la différenciation érythroide terminale induit le clivage de
protéines impliquées dans l'intégrité du noyau ou la condensation chromatinienne, alors que
GATA-1 n’est pas protéolysé et qu’il n’y a pas d’induction de I’apoptose.



I1.A.4.1.1.1. Roéle des caspases dans la maturation terminale des érythroblastes

Plusieurs observations indiquent que 1’activation des caspases est impliquée dans le processus de
maturation érythroide et joue un réle important dans ce phénomene. Une premiere étude a montré
que les caspases-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, et -9 sont exprimées dans les cellules érythroides (Gregoli
and Bondurant, 1999). Les taux de pro-caspases-2, -3 et -8 sont nettement plus ¢levés dans les
érythroblastes immatures que dans les érythroblastes matures (Gregoli and Bondurant, 1999). La
caspase-3 avec les caspases-9, -7, et -2 est transitoirement activée durant la différenciation
érythroide induite par I’Epo et I’inhibition des caspases bloque la différenciation érythroide au
stade basophile (Zermati et al., 2001) (Kolbus et al., 2002) (Carlile et al., 2004). Récemment, il a
¢été testé I’hypothése dans le laboratoire selon laquelle les caspases pourraient étre activées au
cours de I’érythropoiese normale et expliquer les changements morphologiques observés au cours
de la maturation terminale. Il a ainsi été mis en évidence, qu’au cours de la différenciation
érythroide terminale, la caspase-3 est activée de facon transitoire au moment ou les changements
morphologiques des érythroblastes apparaissent (Zermati et al., 2001). La différenciation des
¢érythroblastes basophiles en polychromatophiles et acidophiles est associée au clivage, par les
caspases, de plusieurs protéines classiquement décrites comme étant impliquées dans le processus
apoptotique : PARP, la Lamine B et Acinus. Cette activation des caspases se fait par la voie
mitochondriale avec dépolarisation de sa membrane et activation de la caspase-9 (Zermati et al.,
2001). L’activation de la caspase-3 est associée a 1’activation de la caspase-6 et au clivage de la
Lamine B, qui pourrait induire la condensation nucléaire comme cela a été décrit au cours de
I’apoptose. La protéine Acinus, responsable de la condensation de la chromatine mais pas de sa
dégradation, est activée par le clivage de la caspase-3. De maniére inversée, bien que les caspases
exécutrices soient activées, les cellules n’entrent pas en apoptose puisqu’elles n’expriment pas de
phosphatidylsérines a leur membrane et que GATA-1 n’est pas dégradée (Figure C14) (Zermati
et al., 2001). Au cours de la différenciation érythroide I’ADN est uniquement clivé en large
fragment de 50 a 200 kb et non pas de facon oligonucléosomale comme lors de ’apoptose ;
ICAD n’est pas clivé et AIF n’est pas transloqué dans le noyau (Hristoskova et al., 2007). Une
autre étude a suggéré que, durant la différenciation érythroide de cellules de la lignée érythroide
humaine TF-1, I’absence de fragmentation de ’ADN, malgré 1’activation de la caspase-3, serait
due a une diminution de I’expression CAD et de son ARNm (Lui and Kong, 2006). Il a été

suggéré que p53 décrit comme participant a la différenciation de plusieurs types cellulaires, serait
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ROLE DANS
L’APOPTOSE

AUTRES FONCTIONS

- Production d’IL-1

Activation des caspases Caspase-1 |- Différenciation des muscles squelettiques
initiatrices - Migration cellulaire
- Activation de NF-KB
- Différenciation des érythroblastes, ostéoblastes,
Caspase initiatrice ou Caspase-2 | macrophages
exécutrice - Réparation de I’ADN
- Activation de NF-KB
- Différenciation des érythroblastes, kératinocytes,
macrophages, cristallin, spermatozoides, muscles
squelettiques, ostéoblastes, trophoblastes du placenta
- Inhibition du cycle cellulaire des lymphocytes B
Caspase exécutrice Caspase-3 |- Production d’IL-16
- Formation des plaquettes
- Différenciation des cellules souches neurales
- Inhibition de la maturation des cellules dendritiques
Activation des caspases Caspase-5 |- Production d’IL-1
initiatrices
Caspase exécutrice Caspase-6 |- Différenciation du cristallin
- Régulation positive du cycle cellulaire des
lymphocytes B
Caspase exécutrice Caspase-7 |- Différenciation des érythroblastes
- Prolifération et activation des lymphocytes T
- Régulation positive du cycle cellulaire lymphocyte
B
Caspase initiatrice de la voie | Caspase-8 |- Activation de NF-KB
des récepteurs de mort - Différenciation des trophoblastes, ostéoblastes,
érythroblastes, monocytes
- Mobilité cellulaire
- Développement des embryons de souris :
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques
Caspase initiatrice de la voie | Caspase-9 |- Idem processus de différenciation de la caspase-3
mitochondriale - Différenciation des cellules épithéliales
Caspase initiatrice de la voie | Caspase-10 |- Non déterminé
des récepteurs de mort
Caspase initiatrice de la voie | Caspase-11 |- Production d’IL-1
des récepteurs de mort - Migration des macrophages
Caspase initiatrice de la voie | Caspase-12 |- Diminution de I’inflammation
du réticulum endoplasmique - Réponse immunitaire innée
? Caspase-14 |- Différenciation des kératinocytes

Tableau C1 : Les différentes fonctions des caspases indépendantes de
I’apoptose

(Adapté de Launay et al., 2005)




impliquée lors de l'expulsion du noyau qui caractérise la dernicre étape de la différentiation
érythroide (Peller et al., 2003).

L’ajout d’un inhibiteur des caspases comme le ZVAD a la culture érythroide juste avant la phase
d’activation des caspases entraine un blocage de la différenciation érythroide au stade basophile
(Zermati et al., 2001). Cette observation a été confirmée et approfondie en démontrant le rdle
essentiel de la caspase-3 dans la différenciation érythroide en utilisant une stratégie d’inhibition
spécifique de la caspase-3 par ARN interférence (Carlile et al., 2004). Ces données ont aussi été
confirmées dans les érythroblastes murins (Kolbus et al., 2002) ou il a ét¢ montré que Raf-1
prévient D’activation des caspases et empéche la maturation érythroide en inhibant la
différenciation induite par les caspases. Raf-1 en activant la cascade MEK/ERK, induit la
prolifération des progéniteurs. Un phénoméne opposé est observé dans les souris Rafl”™ (Kolbus
et al., 2002) : elles sont anémiques en raison de I’inhibition de leur prolifération et I’accélération
de la différenciation terminale par I’activation prématurée des caspases (Kolbus et al., 2002).
Cette cinétique ressemble a celle induite par I’ajout de TGF- qui conduit également a une
anémie par altération de la prolifération des érythroblastes immatures et une accélération de la
différenciation (Zermati et al., 2000).

Il reste nécessaire de déterminer par quels mécanismes la caspase-3 est activée durant la
différenciation érythroide terminale. Il a été récemment montré dans des modéles murins, que
I’expression de Fas serait nécessaire a [’activation des caspases impliquées dans la différenciation
¢érythroide terminale. L’induction de cette expression de Fas serait secondaire a la diminution de
la voie Raf-1/ERK (Rubiolo et al., 2006). La différenciation, serait induite par Fas via ’activation
a la fois de la voie ASK/INK/p38 et de la cascade des caspases (Rubiolo et al., 2006). Par
ailleurs, les souris invalidées Nix présentent une augmentation d’érythroblastes
polychromatophiles et une des anomalies de la forme des érythrocytes suggérant un défaut de
maturation. L.’absence de Nix aboutit & une anémie avec hyperréticulocytose et une hyperplasie
érythro-myéloide (Schweers et al., 2007). Ces résultats montrent que des protéines pro-
apoptotiques comme Fas ou Nix sont impliquées dans la différenciation érythroide.

Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des précurseurs érythroides est décidé en aval de
’activation de la caspase-3. GATA-1 doit étre protégé de I’activation des caspases au cours de la
différenciation érythroide car en absence de GATA-1, le processus de différenciation est arrété au

stade d’érythroblaste basophile et les cellules meurent par apoptose.
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Lors de ce travail de thése nous avons cherché a déterminer par quels mécanismes le facteur de
transcription GATA-1, qui est clivé par la caspase-3 lors de I’apoptose induite par 1’activation de
Fas ou la privation en Epo, reste intact lors de la différenciation érythroide terminale alors que la
caspase-3 est également activée.

I1.A.4.1.2. Caspases et différenciation sans énucléation

L’activation des caspases a également ét¢ mise en évidence comme étant impliquée dans la
différenciation de certains types cellulaires nucléés.

Les modifications cellulaires observées lors de la différenciation des cellules du muscle strié ont
des criteres communs avec les modifications morphologiques décrites lors de 1’apoptose
(Fernando et al., 2002). Par exemple la réorganisation de ’actine est observée lors des deux
phénomenes. La kinase de la chaine 1égere de la myosine est une protéine du muscle contractile
qui est nécessaire a la vésiculation membranaire des cellules apoptotiques. Au cours de la
différenciation du muscle stri¢, la caspase-3 est impliquée dans la myogenése chez la souris. La
caspase-3 clive et active une kinase MST1 (Mammalian Sterile Twenty-like kinase) qui est
impliquée dans la myogencse et qui aurait comme substrats des membres de la voie p38 MAPK
(Fernando et al., 2002). Ces kinases induisent la myogenése en phosphorylant et en augmentant
I’activité de facteur de transcription du muscle squelettique (Fernando et al., 2002). La phase de
fusion des myoblastes de rat est sous la dépendance de la diminution de I’expression de la
calpastatine. La caspase-1 est indispensable a ce processus en clivant la calpastatine (Barnoy and
Kosower, 2003). Il est a noter que la protéine anti-apoptotique Bcl2 est exprimée dans les
premiéres étapes de prolifération de la myogenése, mais ne 1’est plus lors de la phase de
différenciation des myoblastes (Huppertz et al., 2001). Le facteur de transcription FKHR
(« Forkhead box O1 ») habituellement impliqué dans ’arrét du cycle cellulaire et ’apoptose a été
décrit comme étant nécessaire pour la fusion des myoblastes de souris (Bois and Grosveld, 2003).
L’activation des caspases a également été décrite dans les phénomeénes de spermatogenése. Drice
(équivalent de la caspase-3), Dark (équivalent d’Apaf-1) et Dronc (équivalent de la capase-9)
sont ainsi impliquées dans les modifications morphologiques terminales observées lors de la
spermatogenese des drosophiles et des souris (Arama et al., 2003) (Huh et al., 2004) (Yi and
Yuan, 2009) (Arama et al., 2003). A noter que chez les drosophiles les caspases sont activées
uniquement dans le cytoplasme car une activation nucléaire entraine une hypercondensation
nucléaire et une stérilité (Arama et al., 2003). Les caspases nucléaires sont inhibées par dBRUCE

une protéine de la famille des IAP (Arama et al., 2003) (cf. supra). Ainsi dans ce mod¢le, la
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régulation de I’activité des caspases serait sous la dépendance de la localisation nucléaire et/ou
cytoplasmique de la protéine de type IAP : dBRUCE.

L’activation des caspases a ¢galement ét¢ impliquée dans la différenciation des ostéoblastes
induite par BMP-4 (Mogi and Togari, 2003), des ostéoclastes induite par RANKL (Receptor
Activator of NF-KB Ligand) (Miura et al., 2004), des cellules souches neuronales (Fernando et
al., 2005) et des cellules gliales (Oomman et al., 2005), des trophoblastes villeux placentaires
humains (Black et al., 2004), des cellules de carcinome du colon HT29 induite par du butyrate
(Cai et al., 2004) et dans le développement post-natal du cervelet de rat (Oomman et al., 2005). 11
a également ¢ét¢ récemment évoqué que les caspases pourraient étre impliquées dans les
connexions interneuronales, en participant a 1’¢limination sélective de certaines dendrites (Y1 and
Yuan, 2009). La caspase-3 pourrait également étre impliquée dans le controle du devenir des
cellules souches embryonnaires (Fujita et al., 2008).

I1.A.4.1.2.1. Role des caspases dans la différenciation des cellules hématopoiétiques
I1.A.4.1.2.1.1. Réle des caspases dans la différenciation des monocytes en macrophages

Les progéniteurs myé¢loides provenant de la différenciation de la cellule souche hématopoiétique
multipotente comprennent également les progéniteurs de la lignée des cellules mononuclées
phagocytaires. Les étapes de maturation interviennent dans la moelle osseuse et incluent les
stades monoblaste, promonocyte et monocyte. Au stade monocyte, ces cellules traversent
I’endothélium et passent dans la circulation sanguine pour se différencier en macrophage ou en
cellule dendritique ou en un ostéoclaste. L activation de plusieurs caspases, incluant les caspases-
3, -8, et -9 est observée au cours de la différenciation des monocytes du sang circulant en
macrophages, en réponse au Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) et en absence
d’apoptose. Aprées traitement des monocytes par le M-CSF la caspase-8 activée clive RIP1, qui va
réguler négativement NF-KB et ainsi favoriser la différenciation macrophagique (Rebe et al.,
2007). L'inhibition des caspases inhibe cette différenciation (Sordet et al., 2002b), tandis que
chez la souris le knock-out conditionnel de la caspase-8 dans les cellules de la moelle osseuse
empéche la différenciation de la lignée myélomonocytaire en macrophages (Kang et al., 2004).
Cette activation des caspases n’est pas observée lors de la différenciation des monocytes en
cellules dendritiques (Sordet et al., 2002b) (Netea et al., 2008). Lors de la différenciation
macrophagique, comme au cours de 1’érythropoiése (Zermati et al., 2001), P’activation des
caspases-3 et -9 est induite par la voie mitochondriale avec libération de cytochrome c

mitochondrial et protéolyse d’Acinus et de diverses protéines impliquées dans la régulation du
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cytosquelette et I’adhésion cellulaire alors qu’il semble que certains substrats tels que PARP et la
Lamine B soient protégés du clivage par les caspases (Sordet et al., 2002b) (Cathelin et al., 2006).
Cette différenciation est inhibée par un inhibiteur des caspases et par I’hyperexpression de Bcl2
(Sordet et al., 2002b). La caspase-8 semble aussi jouer un role, car la délétion de son géne inhibe
la différenciation des monocytes en macrophages, alors qu’elle n’affecte pas la différenciation en
cellules dendritiques ou granulocytaires (Kang et al., 2004). De méme, la délétion homozygote du
gene de la protéine Bid, impliquée dans 1’amplification de la voie des récepteurs de mort (cf.
supra), induit une prolifération clonale ressemblant a une leucémie myélomonocytaire chronique
(Zinkel et al., 2003). Certaines cibles protéolysées par les caspases dans ce processus de
différenciation macrophagique ont ét¢ déterminées (Cathelin et al., 2006) mais le mécanisme de
la protection sélective de certains substrats des caspases lors de ce processus de différenciation
reste encore a élucider.

I1.A.4.1.2.2. Role des caspases dans la différenciation mégacaryocytaire

L’activation des caspases est €également nécessaire a la différenciation mégacaryocytaire. Comme
au cours de I’érythropoi¢se, les caspases jouent des rdles contrastés au cours de la
mégacaryopoic¢se. L’activation des caspases induite par Fas inhibe la mégacaryopoicse.
L’anticorps agoniste anti-CD95 induit un arrét de différenciation des mégacaryocytes par
activation des caspases (De Maria et al., 1999a). Un blocage de la différenciation est associ¢ a la
protéolyse de GATA-1 et de NF-E2 (De Maria et al., 1999a), deux facteurs de transcription
essentiels pour la différenciation mégacaryocytaire terminale (Shivdasani et al., 1995). Bien que
la part de la contribution du clivage des facteurs de transcription induite par la stimulation de
CD95 dans I’arrét de la mégacaryopoiese reste a ¢lucider, la déplétion de GATA-1 semble jouer
un role majeur dans ce processus. Sur le plan phénotypique, les mégacaryocytes déficients en
GATA-1, comme dans les cellules stimulées par I’anti-CD95, n’ont pas d’endomitose et voient
leur prolifération diminuer (De Maria et al., 1999a). Ainsi, le clivage des facteurs de transcription
apparait comme un mécanisme responsable d’une régulation négative de la mégacaryopoiese. Il a
¢été initialement mis en évidence que les souris surexprimant Bcl2 (Ogilvy et al., 1999), ainsi que
les souris invalidées pour le gene pro-apoptotique Bim (Bouillet et al., 1999) ont une réduction de
moiti¢ du nombre de plaquettes circulantes alors que le nombre des mégacaryocytes médullaires
reste inchangé. L’inhibition de la plaquettogenése par I’hyperexpression de Bcl2 semble indiquer
que la voie intrinséque de 1’activation des caspases est impliquée dans le processus de libération

des plaquettes par les mégacaryocytes (Ogilvy et al., 1999). De méme, 1’hyperexpression du geéne
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anti-apoptotique Bcl-x1 dans des souris transgéniques montre des anomalies de la fragmentation
plaquettaire (Kaluzhny et al., 2002). Il a ensuite été¢ décrit que, comme lors de I’érythropoiese,
I’activation des caspases était impliquée dans la mégacaryopoi¢se humaine (De Botton et al.,
2002). Tout d’abord, il a été observé chez ’homme, comme dans les modé¢les murins, que la
surexpression de Bcl2, ainsi que I’inhibition des caspases, bloquent la formation des
proplaquettes (De Botton et al., 2002). Puis il a ét¢ mis en en évidence que, 1’activation des
caspases a lieu a deux étapes de la maturation mégacaryocytaire. Une premiére étape d’activation
de la voie intrinséque, avec la libération de cytochrome c et I’activation cytoplasmique de la
caspase-9 et de la caspase-3, apparait avant la phase de formation des proplaquettes et est limitée
a certains compartiments cellulaires. Puis, une seconde étape d’activation diffuse des caspases
apparait a la fin du processus de maturation apres la libération des plaquettes (De Botton et al.,
2002). 11 est trés important de noter que la premiére phase d'activation des caspases n'est pas
relié¢e a la mort cellulaire, a l'inverse de la seconde qui est associée a l'apoptose du
mégacaryocyte. Ceci signifie que la fonction de la caspase-3 dépend de sa localisation
intracellulaire puisqu'elle entraine l'apoptose lorsque sa distribution est homogene dans le
cytosol, alors qu'elle joue un rdle dans la différenciation des plaquettes quand sa localisation est
restreinte a certains compartiments cellulaires. Le mécanisme de formation des proplaquettes
pourrait mimer les vésicules observées lors de I’apoptose (Mills et al., 1999). La formation des
proplaquettes est associée a des changements majeurs du cytosquelette, incluant le clivage de la
gelsoline, 1’activation des microtubules (Radley and Scurfield, 1980), la polymérisation de
I’actine et la phosphorylation de la myosine (Italiano et al., 1999). Au cours de ces phénomeénes,
les facteurs de transcription GATA-1 et NF-E2 ne sont pas clivés. Contrairement a
I’érythropoicse ou les caspases colocalisent avec GATA-1, cette absence de clivage pourrait étre
due a une localisation différente des caspases au cours de la différenciation et de I’apoptose.
I1.A.4.2. Role des caspases dans le systéme immunitaire et la réponse inflammatoire
L’activation des caspases n’est pas unique aux processus de différenciation hématopoiétique et a
¢été retrouvée dans la régulation du systéme immunitaire.

La fonction des caspases lors de la réaction immunitaire innée est bien conservée au cours de
I’évolution. L’étude de mutants de C. elegans dépourvus de ced-3 et ced-4 a permis d’observer
que ces caspases seraient impliquées dans la défense immune contre des bactéries pathogenes

(Aballay and Ausubel, 2001) ou I’inhibition de la réplication virale (Liu et al., 2006a). L’étude
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chez la drosophile des mutants invalidés pour Dredd (équivalent orthologue de la caspase-8) a
mis en évidence le role de cette protéine apoptotique dans I’immunité innée (Leulier et al., 2000).
I1.A.4.2.1. Capases et immunité innée chez les mammiféres

Les premicres données sur un role non apoptotique des caspases ont été la caractérisation initiale
de la place de la caspase-1 dans la maturation de I’IL-1, en réponse a une infection bactérienne
(Cerretti et al., 1992; Thornberry and Molineaux, 1995). Chez les mammiferes, 2 types de
complexe d’activation des caspases sont impliqués dans la régulation de I'immunité : le DISC
apres stimulation des récepteurs de mort et I’inflammasome, responsable de ’activation de 1’IL-
1.

La fixation d’une cytokine pro-inflammatoire, comme le TNF-a, a son récepteur entraine la
formation du complexe de signalisation DISC et I’activation de la caspase-8 dont les rdles dans la
réponse inflammatoire comprendraient : 1’activation de NF-KB, la différenciation des monocytes
et la prolifération des lymphocytes T et B (Yi and Yuan, 2009). L’activation de NF-KB serait une
réminiscence du role de Dredd chez la drosophile. La caspase-8 a été décrite comme étant
associée au complexe IKB kinase (IKK) induisant I’activation de la transcription de NF-KB (Y1
and Yuan, 2009).

Une sous-famille des caspases, incluant les caspases humaines -1, -4, -5 et murines -11 et -12
formant la sous-famille caspase-1, a ét¢ identifiée chez les vertébrés. Certaines de ces caspases
peuvent étre impliquées dans des processus apoptotiques mais leur principale fonction est la
régulation de processus inflammatoires.

La caspase-1 a été initialement identifiée comme la protéase responsable de la maturation d’une
cytokine multifonctionnelle : la pro-Interleukine 13 en Interleukine 13 (Cerretti et al., 1992). 11 a
ensuite ¢été observé que les souris déficientes en caspase-11 avaient un phénotype
remarquablement similaire aux souris déficientes en caspase-1 (Wang et al, 1998), avec un déficit
en synthese d’IL-1. Ceci suggérait que la caspase-11 était nécessaire a 1’activation de la caspase-1
et a la maturation de I'IL-1B (Wang et al., 1998). Il a ensuite été décrit un complexe
multiprotéique appelé « inflammasome » comprenant les caspases-1 -5 et -11, ainsi que d’autres
protéines adaptatrices (Martinon and Tschopp, 2004). La caspase-1 participerait également au
processus de production d’IL-18 et d’IL-33 (Chowdhury et al., 2008) et a 1’activation de NF-KB
dans les lymphocytes B (Lamkanfi et al., 2004). Il a par ailleurs été¢ récemment décrit que la
caspase-1 serait impliquée dans un phénomene de sécrétion de protéines tel que le FGF-2, pro-IL-

la ... Le mécanisme de cette sécrétion reste a déterminer ainsi que le role de la caspase-1, et des
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protéines habituellement impliquées dans les phénoménes d’inflammation, de cytoprotection ou
de réparation tissulaire (Keller et al., 2008).

I1.A.4.2.2. Caspases et immunité adaptative chez les mammiféres

Spécifique des vertébrés, I’immunité adaptative est caractérisée par sa spécificité pour les
molécules étrangeres et la capacité de « mémoire » pour certains microbes en prévision
d’infections futures, de telle fagon qu'une défense immunitaire forte se développe.

La place des caspases dans la régulation de I’immunité adaptative par ¢élimination des cellules
immunes activées ou auto-réactives, est bien établie. De fagon surprenante, il a également été mis
en évidence qu’un certain nombre de caspases joueraient des rdles positifs dans la réaction
immunitaire adaptative en participant la prolifération et l'activation de lymphocytes.

De nombreuses études ont décrit le role essentiel de la caspase-8 dans la prolifération des cellules
immunitaires (Su et al., 2005) (Salmena et al., 2003) (Chun et al., 2002) (Beisner et al., 2005).
Les patients porteurs de mutations inactivatrices de la caspase-8 présentent un défaut dans
I’activation des lymphocytes T, B et Natural Killer (Chun et al., 2002). De méme les knock-out
conditionnels de la caspase-8 dans les cellules T périphériques de souris inhibent leur
prolifération apres activation par le TCR (« T Cell Receptor ») (Salmena et al., 2003) Il a
récemment été mis en évidence de fagcon surprenante que les lymphocytes T déficients pour la
caspase-8 ou FADD pourraient proliférer normalement aprés une stimulation antigénique avant
de mourir via la voie RIP1 kinase. Les lymphocytes T déficients en caspase-8 ont une activité
RIP1 kinase augmentée. Il a ainsi été¢ suggéré que le role de la caspase-8 serait de favoriser la
survie des lymphocytes T activés en supprimant I’activité RIP1 kinase (Bell et al., 2008) (Ch'en
et al., 2008) .

Les souris avec une délétion de la caspase-8 spécifiquement dans les lymphocytes B présentent
un développement lymphocytaire B normal mais ont une réponse immunitaire humorale altérée
(Lemmers et al., 2007).

Par ailleurs, la caspase-3 interviendrait dans le processus de maturation de I’IL-16 des cellules T
(Wu et al., 1999a) . Les caspases sont impliquées dans 1’activation lymphocytaire T et dans
différentes voies de différenciation. L’activation de la caspase-3, sans apoptose, a été rapportée
pour la premicere fois dans des lymphocytes T stimulés par la phytohémaglutinine (PHA) pendant
les premieres étapes de la prolifération lymphocytaire T (Miossec et al., 1997). Ces résultats ont
ensuite été confirmés et il a été mis en évidence la participation de protéases de la famille de la

caspases-3 dans ’activation lymphocytaire T apres stimulation par des mitogenes et I’IL-2.
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I1.A.4.3. Réles des caspases dans la prolifération cellulaire

Le maintien de I’homéostasie tissulaire apres une Iésion est une réponse essentielle pour la survie
des métazoaires. Les phénoménes de régénération tissulaire associent les phénomenes de
croissance et prolifération cellulaire a ceux de la mort cellulaire pour moduler les phénoménes de
réparation.

Les caspases ont également été¢ décrites comme jouant un rdle dans de nombreuses voies de la
prolifération cellulaire.

Les caspases-1, -2, -8, et -10 ont été décrites capables d’activer NF-KB (Lamkanfi et al., 2007).
Qui plus est, le clivage de PARP dans des conditions non apoptotiques par les caspases-3 et -7
participerait a I’amplification de I’expression des génes régulés par NF-KB (Petrilli et al., 2004).
Les souris déficientes en caspase-8 présentent a plus long terme un phénotype mortel de
lymphoprolifération et d’infiltration lymphocytaire caractérisées par des lymphadénopathies et
splénomégalies (Salmena and Hakem, 2005) pouvant étre comparées au phénotype des patients
possédant la mutation pour la caspase-8 et présentant un ALPS de type II (Auto-immune Lympho
Proliferative Syndrome). Ces patients succombent fréquemment a des infections microbiennes
suite a leur incapacité a activer les lymphocytes NK, T, et B (Chun et al., 2002).

La caspase-8 n’est que faiblement activée dans les lymphocytes proliférants (Su et al., 2005)
alors qu’elle est fortement activée lors de 1’apoptose induite par Fas (Peter and Krammer, 2003).
Cette voie de régulation complexe est régulée par c-FLIP au niveau du DISC (Tschopp et al.,
1998) (Micheau et al., 2002). A de hautes concentrations de c-FLIPy, le recrutement et
I’activation de la caspase-8 par le DISC est fortement inhibée, bloquant ainsi l'induction de la
mort cellulaire en favorisant 1’activation de NK-KB via ¢-FLIPy (Irmler et al., 1997) (Chang et
al., 2002).

La caspase-10 n’a pas d’équivalent chez la souris, mais pourrait compenser, chez 1’homme,
certaines fonctions spécifiques de la caspase-8 et expliquer la moindre sévérité du phénotype
d’une mutation de la caspase-8 chez ’homme par rapport a la souris ou elle est Iétale au stade
embryonnaire. Il a également été décrit des patients porteurs d’une mutation ponctuelle de la
caspase-10 ayant un défaut de 1’activation de FasL et de TRAIL, aboutissant a I'accumulation de
cellules lymphoides caractéristiques des ALPS de type I (Wang et al., 1999).

Il a également été décrit pour des caspases a prodomaine court et en particulier la caspase-3 des
fonctions non-apoptotiques. La capase-3 serait impliquée dans la régulation de la prolifération

lymphocytaire B. Les souris déficientes en caspase-3 présentent des lymphadénopathies et une
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splénomégalie due a une hyperprolifération lymphocytaire B et T (Woo et al.,, 2003).
L’augmentation de la prolifération des lymphocytes T périphériques dans les souris déficientes en
caspase-3 serait due a un défaut d’apoptose (Woo et al., 1998), alors que pour les cellules B, elle
serait due a une altération de la régulation du cycle cellulaire (Woo et al., 2003). La localisation
subcellulaire et la protéolyse de substrats associés a la régulation du cycle cellulaire suggerent
que la caspase-3 est impliquée dans la modulation de la croissance cellulaire. Dans les cellules

lymphoides B proliférantes, le clivage par la caspase-3 de p27°™"!

, qui a un role d’inhibiteur de
I’activité kinase des complexes cycline/CDK du cycle cellulaire, contribue a l'induction de la
prolifération cellulaire (Frost et al., 2001a; Frost et al., 2001b). A I’inverse, I’hyperprolifération
des lymphocytes B observée dans les souris invalidées pour la caspase-3 indique qu’elle jouerait
un role dans la régulation négative du cycle cellulaire. Bien que I’inhibiteur de CDK, p21 soit un
inhibiteur du cycle cellulaire, il peut aussi favoriser le cycle cellulaire en s’associant 8 PCNA
(« Proliferating Cell Nuclear Antigen »). La protéine p21 est une cible de la caspase-3 qui le clive
en C-terminal au niveau de son site de fixation a8 PCNA, expliquant son effet anti-prolifératif sur
les lymphocytes B (Woo et al., 2003) (Gervais et al., 1998). Pendant la prolifération cellulaire
compensatoire lors de processus de guérison tissulaire, la caspase-3 donne aux tissus leur forme
et taille finale pour atteindre le nombre de cellules initial (Milan et al., 1997).

Dans un mode¢le de drosophile, il a ét¢ montré que les caspases pouvaient induire dans les mémes
cellules une combinaison paradoxale de signaux pro-apoptotiques ou pro-prolifératifs. Pendant le
développement de la drosophile, I’induction de Iésions de cellules du disque de formation des
ailes active la caspase Dronc dont I’activité enzymatique induit la prolifération des cellules
voisines pour restaurer les ailes (Huh et al., 2004) (James and Bryant, 1981). L’activation de
processus de réparation induit aprés des phénomenes apoptotiques ont été décrits chez les
mammiferes ; elle pourrait refléter les propriétés primitives des caspases (Golpon et al., 2004).
I1.A.4.4. Roles des caspases dans la mobilité cellulaire

Un réle des caspases a aussi ¢té rapporté dans la mobilité cellulaire et la migration. La
régulation de la migration cellulaire est une autre fonction non apoptotique émergente des
caspases. L’inhibition de DRONC par DIAP a été décrite comme étant essentielle dans la
migration des cellules bordantes des ovaires de drosophiles (Geisbrecht and Montell, 2004). La
caspase-8 est impliquée dans des mécanismes de mobilit¢ cellulaire (Helfer et al., 2006). Les

souris « knock out » caspase-8 sont létales a un stade embryonnaire précoce, ce qui serait
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principalement di a une altération de la mise en place du systéme circulatoire, reflétant un défaut
sous jacent de migration cellulaire (Varfolomeev et al., 1998).

Il a récemment été décrit que la caspase-11 jouerait un réle dans la mobilit¢ des cellules
leucocytaires murines lors de I’inflammation, en régulant la dépolymérisation de 1’actine (Li et
al., 2007) (Y1 and Yuan, 2009).

Au cours de ces dernié¢res années, de nombreuses fonctions non apoptotiques des caspases ont été
identifiées et I’on peut penser qu’il en reste encore beaucoup a découvrir. Une des questions clef
de ces différents phénomenes est la détermination et la compréhension des mécanismes de
sélectivité ou de protection des substrats des caspases activées. Ce travail de thése porte sur les
mécanismes de protection des substrats et en particulier de GATA-1, lors de la phase d’activation
de la caspase-3 au cours de la différenciation érythroide terminale.

I1.A.5. Mécanismes de résistance a I’apoptose des cellules en cours de différenciation lors de
la phase d’activation des caspases

Les fonctions non-apoptotiques des caspases montrent qu'elles peuvent étre activées
indépendamment ou sans induction de la cascade des caspases. Ainsi le clivage spécifique d'un
sous-ensemble de substrats permet d’éviter la destruction de la cellule. Lors de processus de
maturation de lignées cellulaires différentes, la sélectivité des protéines clivées par les caspases
peut varier. Par exemple, lors de la différenciation des monocytes en macrophages, PARP et la
Lamine B ne seront pas clivés, alors qu’ils le seront lors de la différenciation érythroide
terminale.

Les modeles présentés ou les caspases jouent un role dans la différenciation posent tous le
probléme des mécanismes responsables de 1’absence d’apoptose alors que les caspases sont
activées. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises. Le taux d’activation des caspases pourrait
étre différent au cours de 1’apoptose et de la différenciation et certains substrats pourraient avoir
une plus forte affinité (clivage au cours de la différenciation) que d’autres (clivage au cours de
I’apoptose). Cette hypotheése semble peu probable puisque dans la plupart des modg¢les, les taux
d’activation des caspases ne semblent pas significativement différents entre différenciation et
apoptose. Par exemple, le taux d’activation des caspases retrouvé dans les érythroblastes au cours
de leur différenciation est comparable a ceux dont 1’apoptose est déclenchée par privation en
cytokines (Zermati et al., 2001). De méme, le taux d’activation des caspases mesuré¢ dans les
lymphocytes T proliférants ou s’activant, est trés nettement supérieur a celui observé dans des

cellules tumorales en apoptose. Ceci suggere I’existence d’un mécanisme anti-apoptotique fort,
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en aval de ’activation de la caspase-3, qui inhiberait une mort inappropriée et prématurée de ces
cellules (Wilhelm et al., 1998).
Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer ces fonctions non apoptotiques des
caspases :

- des modifications post-traductionnelles des caspases et de leurs substrats.
De facon intéressante, des modifications post-traductionnelles, y compris la phosphorylation et la
S-nitrosylation, peuvent réguler directement l'activité caspase et influencer la mort cellulaire
apoptotique (Allan et al., 2003) (Allan and Clarke, 2007) (Cardone et al., 1998) (Hess et al.,
2005) (Nutt et al., 2005). La phosphorylation de la caspase-9 par Akt diminuerait son
activité(Cardone et al., 1998). Une forme plus courte de FADD a été retrouvée dans des cellules
T stimulées par des facteurs mitogenes, par rapport au FADD des lymphocytes T apoptotiques,
aprés activation des récepteurs de mort (O'Reilly et al., 2004). Hsp27 (Hsp, « Heat shock
protein ») interagirait avec le prodomaine de la caspase-3, inhiberait et modulerait son activation
lors de I’induction de 1’apoptose des monocytes (Voss et al., 2007). Le role de Raf via la cascade
MEK/ERK dans les modifications des caspases ou de leurs cibles dans la différenciation
érythroide et des cellules du muscle squelettique reste a explorer (DeChant et al., 2002) (Kolbus
et al., 2002) (Rubiolo et al., 2006).
La phosphorylation d’un résidu sérine adjacent au site de clivage par la caspase-3 protégerait la
préséniline-2 (Walter et al., 1999).

- la compartimentalisation subcellulaire des protéases.
Bien que les caspases soient principalement localisées dans le cytosol, certaines d’entre elles ont
été décrites comme pouvant étre localisées dans certains organelles. Par exemple, dans certains
modeles, la pro-caspase-3 a été identifiée dans la mitochondrie dans un complexe contenant
Hsp60 et Hsp10 (Samali et al., 1998) (Samali et al., 1999) et la pro-caspase-2 dans le noyau et
I’appareil de Golgi. La relocalisation des caspases induite par la différenciation est décrite dans
un modéle de différenciation de lignée monocytaire (Sordet et al., 2002a). Lors de la
différenciation mégacaryocytaire, 1’activation des caspases pourrait se situer dans différents
compartiments subcellulaires et expliquer les différences entre apoptose et différenciation. Les
mécanismes qui sous-tendent a ces différences de localisation ne sont actuellement pas connus

(De Botton et al., 2002).

157



- [Dactivation de facteurs anti-apoptotiques.
La localisation subcellulaire de 1’activité des caspases pourrait étre fonction de celle d’inhibiteur
comme les IAP qui bloqueraient de facon élective 1’activation des caspases et protégeraient
certaines cibles. Par exemple, lors de la différenciation de monocytes en macrophages,
I’inhibiteur de caspases c-IAP1, est localisé dans le noyau des cellules non différenciées puis est
transloqué dans I’appareil de Golgi au cours de la différenciation via un signal d’export nucléaire
de type NES, pour réguler I’activation des caspases (Plenchette et al., 2004). Chez la drosophile,
une autre IAP, dBRUCE est capable de protéger les spermatozoides en différenciation, de la mort
par les caspases (Arama et al., 2003).

- le recrutement de protéines antagonistes dans les plates-formes d’activation des

caspases.

Le recrutement de FLIP au niveau des complexes de mort semble moduler le niveau d’activation
de la caspase-8 (Micheau et al., 2002).

- la protection des cibles du clivage par les caspases, par interaction moléculaire avec

d’autres protéines.

Bcel-xy, est la principale protéine anti-apoptotique connue jusqu'ici comme étant impliquée dans
I’érythropoiése, en amont de la cascade d’activation des caspases en inhibant I’ouverture des
pores mitochondriaux et ainsi la libération de molécules pro-apoptotiques (cytochrome c,
Smac/DIABLO) de la mitochondrie vers le cytosol. Ainsi, ’expression de Bcl-x1, ne peut pas
expliquer la différence de protection spécifique de certains substrats des caspases entre les
érythroblastes cultivés en présence d’Epo et ceux dont I’apoptose est induite par privation en
Epo. Une autre hypothese serait que des molécules anti-apoptotiques pourraient, en fonction de
leur localisation cellulaire, agir sur la cible pour empécher son clivage par les caspases. Ce
modele pourrait s’appliquer a I’érythropoiese par I’intervention des protéines de choc thermique
(Hsp).
Précédemment a ce travail de these, de facon trés intéressante, il a été mis en évidence,
griace a des expériences de surexpression de la protéine Hsp70 dans la lignée tumorale
WEHI-S, que P’action anti-apoptotique de Hsp70 contre la staurosporine peut s’exercer en
aval de Dactivation des caspases en bloquant la fragmentation de ’ADN (Jaattela et al.,
1998). Dans ce modéele, comme dans les érythroblastes en cours de maturation, la caspase-3
est activée alors qu’il n’y a pas d’apoptose. Il y avait jusqu’a présent peu de données sur

I’expression des protéines Hsp dans des modéles de différenciation hématopoiétique et dans
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ce travail, nous avons cherché a comprendre par quels mécanismes GATA-1 est protégé de
la caspase-3 activée lors de la différenciation érythroide terminale. Nous avons émis
I’hypothése que la protéine Hsp70 pourrait agir en aval de la caspase-3 pour protéger les
érythroblastes de ’apoptose.

I1.B. Place de ’autophagie au cours de la différenciation érythroide terminale

Les termes « mort cellulaire programmeée » et «apoptose » ne sont pas des synonymes parce que
la mort cellulaire observée au cours d’un phénomene physiologique peut ne pas avoir un aspect
apoptotique (Baehrecke, 2002; Barkla and Gibson, 1999; Roach and Clarke, 2000). L autophagie
est la principale voie physiologique de la dégradation de macromolécules intracellulaires des
cellules eucaryotes (Vercammen et al., 1998) (Chipuk and Green, 2005) (Figure C15). Ce
processus intracellulaire joue un rdle clef dans le turnover des protéines a longue demi-vie,
I'ARN, les macromolécules cytoplasmiques et aussi les organelles (Seglen et al., 1991)
(Mortimore et al., 1989) (Mortimore et al., 1996). L’autophagocytose débute par la formation
dans le cytosol d’une vésicule provenant du réticulum endoplasmique appelée phagophore et qui
engloutit des organites et du cytoplasme. Cet autophagosome a double membrane fusionne avec
le lysosome formant alors 1’autophagolysosome, ou ses constituants sont dégradés et recyclés
(Mizushima et al., 2001). Les geénes impliqués dans 1’autophagie chez les levures semblent avoir
¢té conservés au cours de 1'évolution mais le role de ces geénes dans le développement des
vertébrés reste a déterminer. L’étude récente de modéles murins semblent indiquer que
I’autophagie serait impliquée dans des réarrangements cytosoliques nécessaires a la prolifération,
la mort et la différenciation durant I’embryogeneése et le développement post-natal (Cecconi and
Levine, 2008).

Dés 1966, I’autophagie a été en fait le premier processus de mort cellulaire décrit au cours de la
différenciation érythroide (Kent et al., 1966). En effet, au cours de cette différenciation on assiste
a une perte progressive des organelles et des protéines de la membrane plasmique. Il a été
démontré qu’au cours de la maturation, alors que le nombre de mitochondries diminue, il y a une
augmentation de la quantit¢ d’organelles isolées dans des vacuoles a double membrane
caractéristiques du processus d’autophagie (Takano-Ohmuro et al., 2000). II a plusieurs fois été
rapporté que l'autophagie participe a la dégradation des mitochondries au cours de 1’érythropoicse
humaine ou murine (Kent et al., 1966) (Heynen et al., 1985). Et les vacuoles d’autophagie ont été
observées dans les érythrocytes de différentes especes de mammiféres ainsi que dans les

érythrocytes embryonnaires (Simpson and Kling, 1967) (Holm et al., 2002) (Koury et al., 2005).
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Figure C15 : L’ autophagie chez les mammiferes
(D’aprés Yoshimori, 2004)

La formation de vacuoles autophagiques (autophagosomes) résulte de la séquestration de
portions du cytoplasme (incluant des organelles) & I’intérieur d’une vésicule pourvue d’une
double membrane (en rose). Les autophagosomes fusionnent ensuite aux lysosomes (en
violet), qui fournissent les hydrolases (en vert), pour former des autolysosomes.




Il est intéressant de noter que les patients splénectomisés, qui n’ont pas d’anomalie
hématologique, peuvent présenter une augmentation du nombre d’érythrocytes contenant des
autophagosomes. Ainsi, il semble que l’autophagie ait une place importante dans la
différenciation érythroide terminale. La famille des protéines Bcl2 est aussi impliquée dans la
régulation de 1’autophagie. Beclin 1, qui est une des protéines principales du processus
d’autophagie, est inhibée par Bcl2 ou Bcel-xg, ou au contraire activée quand ces derni¢res sont
fixées par des protéines de la famille BH3. Récemment, un autre réle d’une protéine BH3, Nix, a
¢été décrit dans la régulation de 1’autophagie des mitochondries. Au cours de la différenciation
érythroide, la dépolarisation mitochondriale est induite par Nix, ce qui conduit a la dépolarisation
de la membrane mitochondriale et I’exposition de protéines qui seraient reconnues par les
vésicules d’autophagie. Ainsi, seules les mitochondries dépolarisées seraient ¢éliminées par
autophagie (Sandoval et al., 2008) (Chen et al., 2008).

Ainsi, lors du processus de différenciation érythroide terminale, plusieurs aspects de la mort
cellulaire programmée comme [’activation des caspases et 1’autophagie, sont impliqués et

interagissent de facon coordonnée.
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I11. HSP70

III.A. Généralités sur les Heat Shock protéines

Les cellules de tous les organismes subissent continuellement une variété "de dégats" liés aux
modifications environnementales, a des facteurs physicochimiques aussi bien internes
qu'externes. En conditions de stress, parmi les nombreux changements de l'activité et de la
physiologie cellulaire, I'événement le plus remarquable est la production d'un ensemble de Hsp
« Heat Shock Protein » également dénommées protéines de stress, formant une famille de
protéines hautement conservées tout au long de 1’évolution (Brocchieri et al., 2008). La réponse
au choc thermique, découverte en 1962, chez des drosophiles exposées a une température
sublétale, est caractérisée par la transcription préférentielle d’un petit nombre de génes codant
pour des protéines spécifiques (Ritossa, 1964).

Plus de dix années se sont écoulées entre la mise en évidence de 1’accumulation des Hsp dans les
cellules soumises a une hyperthermie et la découverte que ces protéines participaient a la
solubilisation des agrégats protéiques induits par le stress et a leur reconformation apres le stress
(si celui-ci est sublétal).

Ces observations ont joué¢ un role prépondérant dans 1’établissement du concept de chaperons
moléculaires. En 1989, Ellis et al. ont proposé que les chaperons moléculaires formaient une
famille de protéines (incluant les Hsp) qui exercent des fonctions essentielles a la vie cellulaire et,
plus encore, a la survie lors de stress, qu’ils soient physiques, chimiques ou métaboliques(Ellis et
al., 1989). La présence de ces protéines a un niveau déja important dans toute cellule en 1’absence
de stress a suggéré qu’elles participaient aussi au repliement normal des protéines. Le terme
chaperon, d’origine francaise, fut proposé par John Ellis et Sean Hemmingsen pour désigner cette
fonction d’assistance : «Le terme “chaperon moléculaire” semble approprié parce que le role
traditionnel d’un chaperon humain, décrit en termes biochimiques, est d’empécher les
interactions incorrectes entre surfaces potentiellement complémentaires et de rompre toute
liaison incorrecte qui pourrait se former » (Ritossa, 1964). Cette premiere définition délimite
précisément le role des chaperons : favoriser le repliement correct des protéines, en évitant la
formation d’agrégats entre les domaines hydrophobes normalement enfouis au sein de celles-ci
mais qui deviennent accessibles dans le cas ou des chaines polypeptidiques sont partiellement

repliées ou dénaturées (Morange, 2000).
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Certaines des fonctions importantes de I’homéostasie cellulaire ont été attribu¢es aux Hsp:
1) ce que nous appellerons le « folding » qui comprend le bon repliement des protéines en
structure fonctionnelle des leur sortie du ribosome et la prévention de la formation et la
dissolution d’agrégats protéiques (Garrido et al., 2001),
2) le transit des protéines vers un autre compartiment cellulaire ou organelle,
3) le repliement de protéines ayant une mauvaise conformation,
4) la participation a 1’¢élimination des protéines dont les anomalies sont irréversibles,
5) le contrdle fonctionnel de protéines régulatrices. Les différentes Hsp exercent ces
fonctions de chaperon dans des compartiments subcellulaires spécifiques au niveau
desquels elles assurent, en coopérant les unes avec les autres, un «contrdle de qualité» et
la protection cellulaire.
Ces fonctions impliquent que les Hsp interagissent avec une trés grande variété de protéines
cellulaires et constituent ainsi les composants importants des réseaux cellulaires (Csermely,
2004). Un autre role des Hsp est leur intervention dans les voies de 1’apoptose. Les systémes
vivants ont donc développé une variété de stratégies pour réparer les dégats et/ou éliminer les
composants endommagés. Les liens entre la réponse au choc thermique, qui principalement
répare les dégats et 1’apoptose, qui élimine les cellules endommagées, illustrent la nature

fortement intriquée des voies de régulations dans les systémes vivants.

Chez les mammifgres, les Hsp ont été classées en 5 familles principales en fonction de leur poids
moléculaire : Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, et les petites Hsp (15 a 30 kDa) incluant Hsp27.
Chaque famille de Hsp est composée de membres qui sont exprimés, soit constitutivement, soit
aprés induction et qui sont localisés dans différents compartiments subcellulaires. Par exemple
Hsp60, Hsc70 (« Heat Shock Cognate 70 ») ou Hsp90 sont exprimées constitutivement dans les
cellules de mammiféres alors que, Hsp27 et Hsp70 sont fortement exprimées en condition de
stress. Les cellules humaines contiennent plusieurs membres de la famille d’Hsp70 incluant :
Hsp70 induite par le stress, Hsc70 exprimée constitutivement, Hsp75 mitochondriale et Grp78
localisée dans le réticulum endoplasmique (Jaattela, 1999). Avec Hsp27, Hsp70 est la protéine
chaperonne la plus fortement inductible.

Les Hsp exprimées de facon constitutive sont impliquées dans 1’homéostasie cellulaire et dans le
folding protéique. Bien que leur expression doit étre basse dans des conditions physiologiques

pour permettre le bon déroulement des activités cellulaires (Qian et al., 2006), ces protéines sont
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fortement induites par différents stress (Garrido et al., 2001). D’un point de wvue
physicochimique, Hsp70 et Hsc70 agissent de maniére identique : elles ont donc une fonction
unique, méme si leurs cibles sont différentes in vivo. Le large spectre des fonctions cellulaires de
protéines Hsp70 est da a :

1) I'amplification et la diversification de génes hsp70 dans I'évolution, qui a produit des

chaperons Hsp70 spécialisés,

2) aux co-chaperons qui sont sélectivement recrutés par les chaperons Hsp70 pour

accomplir des fonctions cellulaires spécifiques,

3) a la coopération des Hsp70 avec d'autres systémes chaperons pour élargir leur spectre

d'activité.
II1.B. Phylogénie des Hsp70
Les Hsp représentent une famille de protéines hautement conservées, naturellement présentes
dans toutes les cellules, des bactéries aux plus grands eucaryotes. En 1984, il a été démontré que
la DnaK d’Escherichia coli et la protéine de choc thermique de 70 kDa de la Drosophile
possedent une séquence fortement conservée (Bardwell and Craig, 1984). Néanmoins, malgré
leur lien historique, toutes les protéines de choc thermique ne sont pas des chaperons et tous les
chaperons ne sont pas des protéines de choc thermique. De nombreux geénes d’hsp70 ont été
décrits, aboutissant a une confusion dans les bases de données et dans la littérature. Récemment,
I'étude des genes des chaperonnes de la famille d’hsp70 a bénéficié¢ du séquencage du génome
humain et d’un nouveau protocole « chaperonomique » (Brocchieri et al., 2008). Ainsi, ont été
identifiées 47 séquences d’hsp70 humain, 17 génes codant pour les protéines de la famille Hsp70
et 30 pseudogenes (Tableau H1). Cette ¢tude « chaperonomique » accroit considérablement le
nombre de 11 génes résultant de la précédente tentative de classification "pré-génomique"
(Tavaria et al., 1996) et réduit une liste récente de 21 geénes putatifs (Wada et al., 2006)
rassemblés selon les résultats de bases de données et qui incluent quatre séquences de
pseudogenes (Brocchieri et al., 2008). Trente autres séquences appartenant a la famille des génes
d'hsp70 mais ayant des caractéristiques de pseudogenes, ont également été identifiées(Brocchieri
et al., 2008).
Malgré leur grande diversité, les Hsp70 humaines peuvent étre triées en différents groupes
d’évolution. Les arbres phylogénétiques des génes hsp70 humains ont été calculés sur la base de
l'alignement de leurs produits protéiques. L’analyse phylogénétique des protéines codées par les

17 génes d’hsp70 a permis de distinguer sept groupes d’évolution majeurs (Figure H1).
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Figure H1 : Arbre phylogénétique des 17 protéines Hsp70 humaines
(Tiré de Brocchieri, 2008)

L analyse phylogenétique des protéines codées par les 17 génes d’hsp70 humains a permis de
distinguer sept groupes d’évolution majeurs (1,11, I11...). Ces groupes ont été établis en
fonction de la présence de « séquences signatures », de la structure exon-intron des génes, et
sont également corrélés a d'autres données (poids moléculaire,localisation cellulaire...).



Nom/ID Localisation nt aa | Ex | Is

Hsp70kDa 6 (HSP70B") / HSPAG 1923.3 1929 [ 643 ] 1 | 1
Hsp70kDa 7 (HSP70B) / HSPA7 1923.3 1924 | 641 ] 1 | 1
Hsp70kDa 4-like / HSPA4L 4q28.1 50321 | 839 | 19 | 1
Hsp70kDa 9B / HSPA9B 5931.2 19279 | 679 | 17 | 1
Hsp70kDa 4 / HSPA4 5¢31.1 52183 | 840 | 19 | a

52183 148 5 b

Hsp70kDa 1-like / HSPA1L (HSP70-Hom) 6p21.33 1923 | 641 | 1 | 1
Hsp70kDa 1A / HSPA1A (HSP70-1) 6p21.33 1923 | 641 | 1 | 1
Hsp70kDa 1B / HSPA1B (HSP70-2) 6p21.32 1923 | 641 | 1 | 1
Hsp70kDa 5 (Grp78) / HSPAS 9q33.3 4532 | 654 | 8 | 1
Hsp70kDa 12A / HSPA12A 10925.3 32503 | 675 | 12 | 1
Hsp70kDa 14 / HSPA 14 10p13 33201 | 509 | 14 | 1

3774 | 88§ 4

Hsp70kDa 8 / HSPA8 11g24.1 3588 646 8 1
3588 493 7
150kDa oxygen-regulated protein / HYOU 11q23.3 10565 999 | 25 1
10565 999 | 25 1
10234 | 964 | 24 | 2
7143 687 16 3
Hspl105kDa / HSPH1 13q12.3 24262 858 18 a
24262 | 814 | 17 | B
Hsp70kDa 2 / HSPA2 14q23.3 1917 639 1 1
Hsp70kDa 12B / HSPA12B 20p13 13489 | 686 | 12 | 1
Stress 70 protein chaperone / STCH 21q11.2 9500 471 5 1

Tableau H1 : Principales caractéristiques des génes hsp70 dans le génome humain
(Tiré de Brocchieri, 2008)

Abréviations et symboles : Nom/ID : noms couramment utilisés; nt : nombre de nucléotides entre le
Début et la Fin ; aa : nombre d’acides aminés de la protéine produite ; Ex : Exons (exons non codants
exclus) ; Is : Isoformes.



Ces groupes ont été établis en fonction de la présence de « séquences signatures » caractéristiques
(séquence présente dans un groupe et absente des autres), de la structure exon-intron des genes, et
sont ¢galement corrélés a d'autres données (comme par exemple, leur poids moléculaire ou leur
localisation cellulaire) (Brocchieri et al., 2008). Les principales caractéristiques des 17 geénes
hsp70 sont illustrées dans le Tableau H1.

Les protéines Hsp70 typiques comprennent deux domaines majeurs : - un domaine de fixation de
I’ATP (ABD) (ATPase Binding Domain) - et un domaine de fixation des substrats peptidiques
(PBD) (« Peptid Binding Domain »). La comparaison des séquences et des domaines a permis de
mettre en évidence que la famille Hsp70 est définie par son domaine ABD, conservé pour tous
ses membres(Brocchieri et al., 2008). En revanche, la structure du domaine PBD est trés variable
dans les différents groupes de Hsp70 (Figure H2). Les séquences des Groupes II (mitochondrial),
VI (cytosolique/nucléaire) et VII (réticulum endoplasmique) des protéines Hsp70 sont
considérées comme typiques ou classiques car les sites de fixation ABD et PBD sont conservés
(Brocchieri et al., 2008). Les séquences de tous les autres groupes sont considérés comme
atypiques parce qu'elles ne possédent pas un site PBD classique. La substitution, ou la perte du
domaine PBD, suggere que les protéines de la famille Hsp70 appartenant aux Groupes I, I1I, IV et
V ont probablement développé des structures et des fonctions du domaine PBD qui ne sont pas
nécessairement associées au mécanisme classique de reconnaissance des peptides hydrophobes,
qui est le mécanisme de reconnaissance des séquences Hsp70 typiques des Groupes II, VI et VII.
Le groupe VI est composé de séquences ou ont été distingués trois sous-groupes, un incluant
HSPA1A, HSPAI1B et HSPAIL, un second incluant HSPAS et HSPA2 et un troisiéme incluant
HSPAG6 et HSPA7 (Brocchieri et al., 2008).

La principale protéine de stress-inductible chez I’homme, qui fait I’objet de cette thése, est
Hsp70A et fait partie du groupe VI. Il existe deux génes inductibles qui codent des protéines
identiques ou presque identiques de 641 acides aminés (Brocchieri et al., 2008). Ces protéines
sont Hsp70A1 et Hsp70A2 et les génes correspondant sont respectivement HSPA1A et HSPA1B.
HSPATA et HSPA1B sont des geénes répétés en tandem qui se trouvent dans la région III du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité, sur le bras court du chromosome 6 (6p21.3), avec leur
terminaison 5' proche de I’extrémité télomérique. Les génes HSPA1A et HSPA1B font 12 kb
chacun, couvrent 2386bp (bp, paires de bases) et 2459bp respectivement et sont dépourvus

d’intron. La séquence trés semblable des protéines codées par HSPA1A et HSPA1B indique qu’il
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Figure H2 : Classification et caractéristiques structurale des protéines Hsp70 humaines
(Tiré de Brocchieri, 2008)

Les protéines Hsp70 « typiques » comprennent deux domaines majeurs: -un domaine ABD
(« ATPase » Binding Domain) -et un domaine PBD (« Peptid Binding Domain »). Les
sequences des Groupes Il (mitochondrial), VI (cytosolique/nucléaire) et VII (réticulum
endoplasmique) des protéines Hsp70 sont considérées comme typiques ou classiques car les
sites de fixation ABD et PBD sont conservés.

Un domaine UBP (« Ubiquitin Binding Peptid ») a été identifié dans la plupart des séquences
Hsp70 suggérant que toutes les protéines Hsp70 dites « classiques » et la majorité des autres
dites « atypiques » sont impliquées dans le systéme ubiquitine-protéasome et la voie de
dégradation des protéines.




y a probablement eu un événement de duplication de geénes suivi par des changements de
séquence nucléotidique dans le temps(Brocchieri et al., 2008).

Les protéines Hsp70 forment une famille de molécules qui ont acquis leur diversité a différents
niveaux : génétique, transcriptionnel et post-transcriptionnel. Au niveau transcriptionnel, il
semble que les genes de la famille hsp70 aient beaucoup de transcripts et de protéines variantes
qui peuvent étre exprimés dans des cellules humaines. Cela suggére que des variations de
l'expression de gene, par différents sites d’initiation de transcription et/ou sites d'initiation de
traduction ou d'épissage alternatif, puissent étre un phénomeéne plus important que précédemment
envisagé dans 1’acquisition de nombreuses propriétés fonctionnelles de la famille Hsp70 dans les
différents tissus et les compartiments cellulaires (Brocchieri et al., 2008). Les isoformes des
protéines montrés dans le Tableau H1 appartiennent, dans la majorité des cas connus, a des
variants d’ARNm. Pour HspA1A/B, il est référencé sur la base de données RefSeq un transcript
représentatif (NM  005345), mais [’analyse des séquences d’ADN complémentaire
d'Homosapiens, a mis en ¢vidence au moins 6 variants d’épissage (Brocchieri et al., 2008).

II1.C. Régulation de la synthése d’Hsp70

Le choc thermique provoque ’arrét de la transcription de la grande majorité des génes d’une
cellule, cependant, dans ces conditions, certaines parties de la chromatine témoignent d’une
intense activité transcriptionnelle (Ritossa, 1964) (Tissieres et al., 1974). Ces parties de
chromatine correspondent aux genes des protéines de stress et notamment aux genes des Hsp.
Cette famille de protéines intervient dans la régulation de plusieurs voies de signalisation qui
conduisent a la survie ou a la mort des cellules. La surexpression d’Hsp70 permet d’empécher la
mort cellulaire déclenchée par divers stimuli qui induisent par eux-mémes une forte expression
d’Hsp70, fournissant un exemple de mécanisme par lequel des stimuli pro-apoptotiques, délivrés
au-dessous d'un certain seuil, peuvent induire une réponse protective contre la mort cellulaire
(Gorman et al., 2005). Ainsi, un taux élevé d’Hsp n’est pas restreint a la période de stress
proprement dite, mais peut durer plusieurs heures ou jours apres le stress (période de récupération
aprés le stress), produisant ainsi un état transitoire de tolérance au stress (exemple de la
thermotolérance dans le cas d’un choc thermique).

Les Hsp sont aussi exprimées en absence de stress, soit de facon constitutive dépendante du cycle
cellulaire, soit au cours du développement et de la différenciation cellulaire (Lindquist, 1986). A
travers leur fonction protectrice, les Hsp apparaissent comme des protéines jouant un role clef

dans les cellules dans des conditions de stress ou physiologiques.
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Figure H3 : Induction de la synthese d’Hsp par HSF
(Tiré de www.umich.edu )

La réponse cellulaire au stress correspond a I’activation de facteurs de transcription bien
déterminés : les HSF (« Heat Shock Factors ») qui se lient aux séquences consensus
spécifiques HSE (« Heat Shock Element ») des régions régulatrices des génes codants les
Hsp.

En condition basale, les HSF sont sous forme monomérique dans le cytosol. En condition de
« stress », les HSF s’activent aprés oligomérisation, puis migrent dans le noyau et se fixent
sur les sites HSE.

De nombreux membres de la famille HSF ont été décrits. HSF2 est exprimé et activé
constitutivement au cours des processus de différenciation cellulaire comme
I’embryogenése et la spermatogenése chez la souris et lors de [I’induction de la
differenciation érythroide de cellules K562 par I’hémine.




La réponse au stress correspond a ’activation de facteurs de transcription bien déterminés : les
HSF (Heat Shock Factors). Ces HSF se lient a des séquences consensus spécifiques : les HSE
(Heat Shock Element), localisés dans les régions régulatrices des génes « heat shock » codants les
Hsp. Les HSE comportent au moins trois motifs 5’-nGAAn-3’ en répétition inversée (Schiller et
al., 1988). Depuis la mise en évidence de 1’'unique géne d’HSF chez Saccharomyces cerevisiae
(Wiederrecht et al., 1988) et Drosphila melanogaster (Clos et al., 1990), de nombreux membres
de la famille des HSF ont été décrits chez les vertébrés (HSF1, HSF2, HSF3 et HSF4) et chez les
végétaux (Morano and Thiele, 1999) (Nakai et al., 1997) (Nover et al., 1996) (Wu, 1995).
L’existence de multiples copies de ces facteurs de transcription chez ces organismes vivants
suggere que différents HSF induisent des réponses a des stimuli physiologiques ou
environnementaux variés (Leppa et al., 1997). Les HSF s’activent aprés oligomérisation puis se
fixent sur les sites HSE. HSF1 est I’homologue fonctionnel de I’HSF général qui est activé en
réponse a divers types de stress, comme une ¢lévation de la température ou une exposition a des
métaux lourds (Sorger et al., 1987) (Amin et al., 1988) (Mosser et al., 1988) (Baler et al., 1993)
(Sarge et al., 1993). La grande diversité des inducteurs de la réponse au stress peut s’expliquer
par le fait qu’ils agissent en déstabilisant le repliement des protéines ou en détruisant des
structures protéiques déja établies. Une observation clé¢ dans ce domaine a été celle de la
néosynthése des Hsp lors de la micro-injection de protéines dénaturées dans des cellules
(Ananthan et al., 1986) ou de I’incubation des cellules avec des analogues d’acides aminés. Il est
probable que HSF1 soit activé par la présence de protéines ayant subi, pour une raison ou pour
une autre, des dégradations et présentant a leur surface des zones hydrophobes (Morimoto, 1998)
(Figure H3).

Une des différences fondamentales entre HSF1 et HSF2 est qu’ils répondent a des signaux
différents. Lors de son activation, HSFI se transforme rapidement en trimére, est
hyperphosphorylé puis transloqué au noyau (Rabindran et al., 1993) (Baler et al., 1993) (Sarge et
al., 1993) (Westwood et al., 1991). Contrairement a HSF1, HSF2 n’est pas activé lors d’un stress
aigu mais est exprimé et activé constitutivement au cours de I’embryogenese et la
spermatogenése chez la souris (Mezger et al., 1994) (Murphy et al., 1994) (Sarge et al., 1994), et
lors de I’induction de la différenciation érythroide de cellules K562 par I’hémine (Leppa et al.,
1997). Cette activation de HSF2 semble essentielle a la différenciation érythroide des K562
(Leppa et al., 1997) puisqu’il a été suggéré que, comme ’expression de la globine, I’activation

d’HSF2 et la synthése d’Hsp70 seraient induites directement ou indirectement par [’hémine.
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Figure H4 : Conformation structurelle des domaines ABD et PBD de DnaK
(équivalent d’Hsp70 chez E. Coli)

(Tiré de Slepenkov et al, 2002)

A. Caractéristiques des domaines de DnaK

B.

C.

Structure du domaine ABD en N-Terminal de DnaK qui est définie par une cavité
centrale localisée entre deux lobes ou se fixent les nucléotides ATP ou ADP

Structure du domaine PBD en C-Terminal de DnaK qui est composé d'un sous-
domaine en B-sandwich de 15 kDa et d’un sous-domaine « couvercle » composé de 5
hélice-a (A a E) en C-terminal. Le peptide fixé au domaine PBD interagit avec une
poche hydrophobe profonde du domaine en 3-sandwich mais pas avec le couvercle.




HSF2 serait ainsi impliqué dans la différenciation érythroide terminale. Ces résultats ont
confirmé 1’étude ou il avait été mis en évidence que I’expression d’Hsp70 était induite dans les
cellules K562 par I’hémine (Singh and Yu, 1984). Les mémes auteurs avaient d’ailleurs
remarqué, dans la moelle osseuse, I’expression d’Hsp70 et plus particuliérement dans les
érythroblastes matures et non pas dans les érythrocytes (Singh and Yu, 1984). Il a ensuite été
décrit, dans ce modele de différenciation érythroide de la lignée K562, qu’il existait en fait 2
isoformes d’HSF2 : HSF2-a et HSF2-f ayant des fonctions distinctes. HSF2-a possede un
potentiel activateur de la différenciation induite par I’hémine, alors que ’isoforme [ réprime
I’expression d’Hsp70. L’hyperexpression d’HSF2-3 diminue I’expression de la globine et il a été
suggéré qu’elle inhiberait la différenciation érythroide des cellules K562 (Leppa et al., 1997).

En plus des sites HSE, plusieurs séquences régulatrices agissant en cis, incluant les sites pour Spl
et c-myc, ont été retrouvées dans la région promotrice du géne hsp70 (Banerji et al., 1987) (Taira
et al., 1999). 1l a également été décrit dans les cellules de la lignée K562, une séquence GATA
dans cette région. La lignée K562, ou I’expression d’Hsp70 est trés abondante, dérive de cellules
de leucémie myéloide chronique résultant de la translocation chromosomique t(9,22) qui est a
’origine de I’expression de la protéine de fusion Ber-Abl. Dans ces cellules, la synthése d’Hsp70
est coordonnée par Ber-Abl et GATA-1 via la séquence GATA. L’inhibition de I’expression
d’Hsp70 dans les cellules K562 chimiorésistantes permet de rétablir la chimiosensibilité (Ray et
al., 2004) (Pocaly et al., 2007). Il a par ailleurs été récemment mis en évidence chez le
protozoaire cilié Tetrahymena thermophila (T. thermophila) un motif GATA associé au site HSE
de la région promotrice du gene d’Hsp70-1. Dans 7. thermophila 1I’association des motifs GATA
et HSE est nécessaire pour l'induction de transcription d’Hsp70-1 (Barchetta et al., 2008). Des
motifs GATA avaient déja été¢ décrits dans des promoteurs de gene de stress, comme par
exemple, dans les génes metallothionéines mtl-1 et mtl-2 de C. elegans (Moilanen et al., 1999) et
dans le gene metallothionéine MTT1 de T. thermophila (Dondero et al., 2004).

Les taux d’Hsp70 et Hsp27 sont élevés dans de nombreux cancers et sont tumorigenes du fait de
leurs propriétés anti-apoptotiques (Garrido et al., 2006a). La transcription de ces geénes dans les
cancers est en partie régulée par les protéines répresseurs de tumeur p53 et p63 (Calderwood and
Ciocca, 2008) . Ces protéines inhibent la transcription d’Hsp70 via des sites de fixations de
facteurs de transcription présents dans les régions promotrices du gene hsp70 (Calderwood and

Ciocca, 2008). L’acquisition de mutations de p53 ou de p63 lors du processus oncogénique
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(anomalie génétique acquise associée a plus de 45% des cancers), inhibe cet effet répresseur sur
les promoteurs d’Hsp70 et induit I’augmentation de sa synthese.

IIL.D. Structure d’Hsp70

Comme d’autres Hsp, Hsp70 comporte deux régions (Carrello et al., 2004) fonctionnelles
distinctes : un domaine de 45 kDa ABD de fixation de I’ATP en N-terminal nécessaire a sa
fonction de chaperon moléculaire et un domaine PBD C-terminal de 25 kDa environ, responsable
de la fixation des substrats et de leur folding (Figure H4A) (Slepenkov and Witt, 2002). La
structure d’ABD (Figure H4B) est définie par une cavité centrale localisée entre deux lobes ou se
fixent les nucléotides ATP ou ADP (Flaherty et al., 1990) (Harrison et al., 1997). Le domaine
PBD est compos¢ d'un sous-domaine en [-sandwich de 15 kDa et d’un sous-domaine
« couvercle » en hélice-a en C-terminal (Figure H4C) (Morshauser et al., 1995; Zhu et al., 1996).
Le peptide fixé au domaine PBD interagit avec une poche hydrophobe profonde du domaine en
B-sandwich mais pas avec le couvercle. L'état ouvert/fermé du domaine PBD est obtenu par le
repositionnement d'un couvercle en hélice a sur la poche de fixation du substrat, qui est induit par
le statut du domaine ATPase et la fixation d’un nucléotide (Slepenkov and Witt, 2002) (Garrido
et al., 2006a). En effet, lorsque de I’ATP est fixé a I’ABD, Hsp70 se trouve dans un état de faible
affinité ce qui a pour conséquence une libération de son substrat, alors que lorsque I’ADP est li¢ a
I’ABD, Hsp70 est dans un état de forte affinité permettant la fixation de la protéine-cible (Mayer
and Bukau, 2005) (Figure HS).

IIL.E. Propriétés d’Hsp70

IIL.E.1. Folding

Le dogme de la biologie moléculaire selon lequel la structure finale d’une protéine ne dépendait
que de I’enchainement de ses acides aminés, avait fait oublier que rien ne s’opposait a ce que ce
repliement soit néanmoins assisté et «protégé» (Morange, 2000). En 1973, Anfinsen a décrit un
principe biochimique central selon lequel la structure primaire d’une protéine définit sa structure
tridimensionnelle en montrant que la RNase A non pliée acquiert spontanément in vitro sa
conformation active (Anfinsen, 1973). En régle générale, de telles expériences in vitro sont faites
en utilisant des protéines de petites tailles, a de faibles concentrations, dans des conditions
optimales de milieu physico-chimiques. Mais méme dans ces conditions idéales, il est difficile
d'atteindre 100 % d’efficacité de repliement a cause des phénomenes de mauvaise conformation
et d’agrégation(Slepenkov and Witt, 2002). Dans les cellules vivantes, les conditions de

repliement des protéines sont loin d’étre idéales et des phénoméenes d’agrégation protéique sont
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observés dans toute cellule en conditions normales et sont fortement augmentés par le stress aigu
ou chronique ou par la présence d’une mutation modifiant la séquence d'une protéine. Ceci
aboutit a la syntheése de protéines dont la conformation est altérée, a la formation d’agrégat de
protéines ou a la dislocation de complexes protéiques. Les molécules chaperonnes permettent de
rétablir I'homéostasie des protéines, de dissocier des agrégats protéiques «physiologiques» ou
induits par le stress et participent ainsi au cycle fonctionnel de ces molécules (Slepenkov and
Witt, 2002) (Morange, 2000). Nous nommerons cette propriété chaperonne de restauration
protéique « folding ».

Les protéines Hsp70 sont les éléments centraux du réseau cellulaire comprenant des chaperons
moléculaires et des catalyseurs du folding. Elles sont les composants essentiels des processus de
folding et interagissent avec des régulateurs clefs de nombreuses voies de transduction du signal
contrdlant I’homéostasie cellulaire, la prolifération, la différenciation et la mort cellulaire. Pour
les protéines nouvellement synthétisées (dites natives), les protéines Hsp70 exercent ces activités
de chaperon moléculaire dans le contrdle de qualité et le folding co- et post-traductionnel. Le role
de Hsp70 dans le folding des protéines non natives peut étre divisé€ en trois activités reliées entre
elles : prévention de la formation d'agrégat, rétablissement dans leur état de synthese initiale et
solubilisation/reconformation des protéines. En condition de stress, l’augmentation de
I’expression d’Hsp70 permet aux cellules de faire face a I’augmentation de la concentration de
protéines mal repliées ou dénaturées (Nollen et al., 1999) (Garrido et al., 2006a).

Le mécanisme de folding des protéines semble étre basé sur la propriété de Hsp70, controlée par
I’ATP (Parsell and Lindquist, 1993), d’associer transitoirement leur domaine PBD de liaison au
substrat avec de courts segments peptidiques hydrophobes des protéines. Une protéine mal
repliée expose a sa surface de courtes séquences formées d’acides aminés hydrophobes
(aliphatiques ou aromatiques) qui correspondent normalement au cceur hydrophobe de la
protéine. La protéine chaperonne se lie a ces résidus, formant un complexe avec la protéine
dénaturée. Progressivement, la protéine chaperonne se fixe au squelette de la chaine

polypeptidique pour induire sa reconformation (Slepenkov and Witt, 2002).
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Figure H5 : Différentes étapes de « folding » d’une chaine polypeptidique, par Hsp70
(Tiré de Ellis, 2008)

Etape 1 : Fixation de I’ATP sur le domaine ABD d’Hsp70 alors que le polypeptide se fixe sur
le domaine PBD.

Etape 2 : La molécule co-chaperone Hsp40 se fixe a Hsp70 et stimule I’hydrolyse de I’ATP
fixé en ADP qui se dissocie ensuite d’Hsp70.

Etape 3 : L’hydrolyse de I’ATP induit un changement de conformation d’Hsp70 en une forme
« fermée » ce qui bloque la chaine polypeptidique.

Etape 4 : La protéine co-chaperone Bagl se fixe a Hsp70 et stimule le remplacement de
I’ADP par I’ATP ce qui induit le retour d’Hsp70 a une forme « ouverte ».

Etape 5 : Le polypeptide ayant acquis une bonne conformation est ensuite libéré d’Hsp70.



Des cycles répétés de modifications de conformation de la protéine chaperonne avec
fixation/libération des substrats, controlés par la fixation de I’ATP et son hydrolyse, provoquent
une alternance d’environnements hydrophiles et hydrophobes, un dépliement partiel a chaque
cycle de la protéine (Shtilerman et al., 1999) et induisent la solubilisation des agrégats, la mise en
forme, 1'assemblage, la translocation et la protéolyse des protéines dans les cellules (Bukau and
Horwich, 1998) (Ellis and Hartl, 1999) (Agashe and Hartl, 2000; Slepenkov and Witt, 2002)
(Figure H5). Indépendamment de ce processus, les molécules d’Hsp70 ne communiquent aucune
information stérique qui influence la conformation de la protéine substrat: toutes les
informations nécessaires a sa forme finale sont en effet incorporées dans la séquence de la
protéine.

L'activité chaperonne d’Hsp70 est régulée par des co-chaperonnes qui, soit stimulent I’hydrolyse
de PATP fix¢é a Hsp70 (comme les membres de la famille des protéines a domaine J
(Dnal/Hsp40)), ou soit stimulent la dissociation de I’ADP qui préceéde la fixation d'ATP et la
libération du substrat (comme les cochaperones appelées NEF (« Nucleotid Exchange Factor »),
par exemple. GrpE/Bagl) (Harrison et al., 1997) (Brehmer et al., 2001) (Goloubinoff and De Los
Rios, 2007). (Figure HS)

II1.E.2. Hsp et protéolyse

Les risques liés aux protéines dont le repliement est altéré sont controlés par deux mécanismes :
les chaperons moléculaires qui facilitent le repliement appropri¢ des protéines et le systeme
ubiquitine-protéasome qui régit la dégradation de protéines altérées. Le dogme est que des
chaperons comme les Hsp et le systéme ubiquitine/protéasome travaillent de fagon compétitive
dans la dégradation sélective des protéines de structure endommagée ou incorrecte (Shi and
Thomas, 1992). L’ubiquitine, dont la production est stimulée par un stress thermique, peut étre
considérée comme une protéine de choc thermique malgré son absence apparente d’activité
chaperon de reconformation protéique. Cependant, les Hsp n'ont pas seulement un réle compétitif
vis-a-vis de la dégradation protéasomale des protéines mais peuvent aussi avoir I’effet opposé et
favoriser la dégradation de protéines sélectionnées (Garrido and Solary, 2003). Le systéme
d’ubiquitinylation marque les protéines a dégrader par le protéasome, un complexe protéasique
composé de 2 sous-unités. De nombreuses données lient le systéme protéasome et les Hsp. Il a
¢été identifi¢ dans la plupart des séquences Hsp70 un domaine de fixation de peptide ubiquitinilé
nommé UBP (« Ubiquitin Binding Peptid ») (Figure H2) (Kaye et al., 2000), suggérant que toutes

les protéines Hsp70 dites « classiques» et la majorité des autres dites « atypiques » sont
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impliquées dans le systéme ubiquitine-protéasome et la voie de dégradation des protéines. L'UBP
est situé¢ dans la région en hélice 4 et sa conservation est particulierement flagrante parmi les
Hsp70 typiques des Groupes II, VI et VII. Lors de l'inhibition du protéasome, les corps
d'inclusion s'accumulent et des protéines ubiquitinilées apparaissent dans des fractions insolubles
associées a des chaperons Hsp27, Hsp70 et Hsp90 (Liao et al., 2006) suggérant un rdle dans la
dégradation protéique par le protéasome in vivo (Gusarova et al., 2001).

Le rdle des Hsp dans le tri protéique est directement li¢ a leur role de chaperonne. Hsp70 est une
protéine chaperonne ATP-dépendante dont la capacité de repliement des protéines est modulée
par des cochaperones. Le role de Hsp70 dans la dégradation protéasomale des protéines semble
étre plutot indirect et passer par ses cochaperones CHIP (« C-terminus of Hsc70-Interacting
Protein ») et Bag-1 qui coopérent pour orienter le systéeme chaperonne de la renaturation des
protéines vers la protéolyse via le protéasome (Demand et al., 2001) (Dai et al., 2005). Suite a
leur couplage a 1’ubiquitine, les protéines sont dégradées par le protéasome 26S (Arrigo et al.,
1988) (Peters, 1994) (Davies, 2001) .

In vivo, il est raisonnable de penser que les Hsp agissent en reconformant les protéines dont la
structure a été altérée ou en stimulant les voies de dégradation quand les dommages sont trop
importants (Young et al., 2004). En d’autres termes, les Hsp « nettoient » la cellule de toutes les
protéines mal conformées ou aberrantes, produites par un stress. (Figure H6).

ITILLE.3. Hsp70 et voies de I’apoptose

L’apoptose est un processus, régulé au niveau génétique, de suicide cellulaire délibéré retrouvé
dans tous les organismes multicellulaires (cf. chapitre IT). De multiples situations (stress variés ou
stades de développement) induisent une apoptose cellulaire via une des deux voies majeures
d’activation des caspases effectrices.

Une cellule vivante est un systéme de multi-gestion dans lequel de nombreuses informations
externes et internes (signaux) sont traitées en parallele et dont les réponses doivent étre
coordonnées. Les Hsp, par la nature de leurs fonctions, semblent étre des coordinateurs des
signaux cellulaires et de leurs réponses. L'organisation complexe en réseau des divers
compartiments fonctionnels et structurels d'une cellule implique que les dégats ou les
perturbations défavorables de n'importe quel compartiment peuvent aussi avoir des conséquences
variables pour d'autres compartiments. Etant donné l'existence de multiples signaux qui peuvent
activer ’'une ou I’autre des voies apoptotiques, n'importe lequel de ces compartiments peut

déclencher la mort cellulaire selon 1’intensité des signaux défavorables regus.
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Figure H6 : Modeéle du role des protéines chaperonnes
dans le « folding » et/ou la dégradation protéique

(Tiré de Esser et al, 2004)

Les protéines mal conformées ou altérées sont prises en charge par des proteines chaperonnes
qui préviennent la formation d’agrégats protéiques. Ensuite, les molécules chaperonnes
s’associent avec divers cofacteurs de « folding » ou de protéolyse, ce qui détermine le destin
de la protéine « chaperonnée ».



La mort cellulaire excessive peut étre "trés cotliteuse" pour l'organisme et donc, des points de
contrdles appropriés doivent étre exercés avant que « l'on » ne permette a la cascade apoptotique
d'exécuter la mort cellulaire. Une des propriétés des Hsp est d’étre un de ces systémes de controle
(Arya et al., 2007). Les Hsp, par leur role modulateur des différentes étapes de la cascade
apoptotique, peuvent orienter 1'équilibre de fagon subtile et précise en faveur de la survie
cellulaire ou de la mort cellulaire selon le contexte (Csermely, 2004) (Korcsmaros et al., 2007).
Les Hsp pourraient également protéger les cellules de certaines voies de nécroses ou d’autres
agressions qui ne passent pas par 1’apoptose (Kabakov and Gabai, 1995).

Hsp70 et Hsp27 sont anti-apoptotiques, alors que Hsp60 et Hsp10 sont pro-apoptotiques. Hsp70
est une protéine conservée tout le long de I’évolution dont I'expression augmente la capacité de la
cellule a survivre a diverses conditions 1étales. Les roles des différents membres de la grande
famille Hsp70 dans 1’apoptose ne sont pas clairement définis, puisque la plupart des études
expérimentales sur 1’apoptose ont étudié Hsp70 inductible. Les études d'inactivation de geéne
démontrent que Hsp70 joue un rdéle important dans 1’apoptose. Les cellules embryonnaires de
souris invalidées pour les deux génes qui codent pour Hsp70 inductible, Asp70.1 et hsp70.3, sont
trés sensibles a 1’apoptose induite par une vaste gamme de stimuli mortels (Schmitt et al., 2003).
L’inactivation de I’isoforme d’Hsp70 spécifique de la spermatogenése (Asp70.2) induit une
apoptose des cellules germinales (Dix et al., 1996). Hsp70 a une action anti-apoptotique
multifocale en interagissant avec les voies intrinséque et extrinséque de 1'apoptose a un certain

nombre d'é¢tapes (Figure H7)

Voie intrins€que :

L’augmentation de 1’expression d’Hsp70 bloque la voie intrinseque de la cascade de I’apoptose a
différents niveaux, tant en amont qu'en aval de la mitochondrie (Figure H7). Au niveau
prémitochondrial, Hsp70 inhibe les voies de signalisation de I’apoptose, que sont les « kinases
activées par le stress » JNK et p38 MAPK en interagissant avec ASK1 (Apoptosis Signal-
regulating Kinase 1). Hsp70 interagit également avec JNK en inhibant sa phosphorylation
activatrice par SEK1 (Park et al.,, 2001). Il a également été proposé, que dans certaines
conditions, Hsp70 favoriserait la déphosphorylation de JNK, catalysée par une JNK phosphatase
(Meriin et al., 1999).

Au niveau mitochondrial, Hsp70 bloque 1’apoptose a plusieurs niveaux. Son effet sur JNK et

Mcl-1 (Stankiewicz et al., 2009), en inhibant le transfert et I’insertion de Bax dans la membrane
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mitochondriale externe, empéche sa perméabilisation et la libération dans le cytosol de
cytochrome c et d’AIF (Stankiewicz et al., 2005). Hsp70 inhibe également Bax en protégeant
Mcl-1 de la protéolyse.

Au niveau post-mitochondrial, Hsp70 a été décrite comme inhibant 1’apoptose en aval de la
libération du cytochrome ¢ et en amont de 1'activation de la caspase-3 (Li et al., 2000). Hsp70
inhibe la formation de [’apoptosome et empéche le recrutement de la pro-caspase-9 par
interaction directe avec Apaf-1 (Beere et al., 2000) (Saleh et al., 2000).

Il a également été mis en évidence qu’Hsp70 interagirait avec Bag-1, qui en plus de sa fonction
co-chaperonne d’Hsp70 régulerait simultanément 1’activité de protéines telles que Bcl-2 et Raf-1.
Raf-1 et Hsp70 sont en compétition pour interagir avec Bag-1. L’interaction de Bag-1 active Raf-
1 et par conséquent ERK, impliqué dans la croissance et la prolifération cellulaire. La
surexpression d’Hsp70 diminue le taux d’interaction Bag-1/Raf-1 et ainsi la voie ERK et la

croissance cellulaire en réponse au stress (Song et al., 2001) (Gotz et al., 2004).

Voie extrins€éque :

Hsp70 possede également des propriétés inhibitrices de la voie extrinseque de 1’apoptose.

Il a ainsi été décrit qu’Hsp70 protégeait les cellules de la cytotoxicité induite par le TNF (Jaattela
et al., 1992). Un des mécanismes possibles passerait par I’inhibition de ASK1 (Park et al., 2002).
Il a également ét¢ démontré, dans un modele de leucémie myéloide chronique humaine, que
Hsp70 se lie aux récepteurs de mort TRAIL-R1 et TRAIL-R2, inhibant ainsi la formation de
TRAIL et I’activation du DISC (Guo et al., 2005). Le role d’Hsp70 dans 1’apoptose induite par
Fas est plus controversé, avec des effets opposés dépendant du contexte cellulaire.

Hsp70 régule également ’activation de Bid (tBid) par la caspase-8 (Gabai et al., 2002) et peut
ainsi influencer les deux voies de la cascade apoptotique (Mosser et al., 2000). II a été suggéré
que Hsp70 pourrait affecter la mort cellulaire Bid-dépendante, en inhibant l'activation de JNK,
par un mécanisme qui n'est pas enticrement ¢lucidé (Gabai et al., 2000)

Par ailleurs, 1'exposition des cellules hématopoiétiques au TNF-a induit l'activité pro-apoptotique
du PKR ((double-stranded RNA)-dependent Protein Kinase). Un inhibiteur de PKR est produit
par le géne de FANCC (Fanconi Anemia Complementation group C). Hsp70 interagit avec la
protéine FANCC, forme un complexe avec Hsp70-FANCC-PKR et inhibe I’apoptose induite par
le TNF-a (Pang et al., 2001) (Pang et al., 2002).
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Figure H7: Réles anti-apoptotique d’Hsp70
(Tiré de Garrido et al, 2006)

Hsp70 a une action anti-apoptotique multifocale en interagissant avec les voies intrinséque et
extrinseéque de I'apoptose a plusieurs niveaux.

Voie intrinséque : Au niveau pré-mitochondrial, Hsp70 inhibe les voies de signalisation de
I’apoptose, notamment les « kinases activées par le stress » JNK et p38 MAPK. Au niveau
mitochondrial, Hsp70, en inhibant le transfert de Bax a la membrane mitochondriale externe,
empeéche sa perméabilisation et la libération dans le cytosol de cytochrome ¢ et d’AIF. Au
niveau post-mitochondrial, Hsp70 inhibe la formation de 1’apoptosome et empéche le
recrutement de la pro-caspase-9 par interaction directe avec Apaf-1. Hsp70 inhibe également
AIF.

Voie extrinseque : Hsp70 protege les cellules de la cytotoxicité induite par le TNF, inhibe la
formation de TRAIL, et régule I’activation de Bid. Hsp70 forme un complexe avec Hsp70-
FANCC-PKR et inhibe I’apoptose induite par le TNF-a.

Phase d’exécution de I’apoptose : Hsp70 est la seule molécule anti-apoptotique connue pour
agir en aval de la caspase-3 activée.




Il a également été¢ mis en évidence que Hsp70 pourrait se lier et favoriser 1’activité de la PKC et
d’Akt (Gao and Newton, 2002).
Le role d’Hsp70 sur NF-KB est controversé. Le contingent d’Hsp70 cytosolique inhiberait NF-

KB alors que le contingent membranaire 1’activerait (Lanneau et al., 2008).

Phase d’exécution de 1’apoptose :

Il a également été rapporté que Hsp70 interagirait avec la pro-caspase-3 et la pro-caspase-7, ce
qui préviendrait leur activation et inhiberait ainsi 1’apoptose caspase-dépendante (Komarova et
al., 2004). Cependant, ces résultats sur 1’effet direct d’Hsp70 sur les pro-caspases-3 et -7 sont
controversés (Steel et al., 2004).

Hsp70 a également comme propriété d’inhiber les phases tardives de 1’apoptose et elle est la
seule molécule anti-apoptotique connue pour agir en aval de la caspase-3 activée. Il a ainsi été
mis en évidence dans des cellules de la lignée tumorale WEHI-S que la surexpression d’Hsp70
peut inhiber 1’activation par les caspases de cPLA, (« cytosolic Phospholipase A2 ») (Jaattela,
1993). Sur le méme modele, il a ensuite été déterminé que ’effet de la surexpression d’Hsp70
contre la toxicité de la staurosporine peut s’exercer en aval de 1’activation des caspases en
bloquant la fragmentation de ’ADN (Jaattela et al., 1998) (Figure H7). En effet, ces cellules sont
capables de reprendre une croissance normale malgré la libération de cytochrome c et le clivage
de substrats des caspases comme PARP et PKCo (Jaattela et al., 1998). Ces résultats indiquent
que, dans certaines conditions, le point de non-retour dans la voie de I’apoptose se situe en aval
de D’activation des caspases. Dans ce modéle, comme dans les érythroblastes en cours de
maturation, la caspase-3 est activée alors qu’il n’y a pas d’apoptose. Il existe actuellement peu de

données sur I’expression des protéines Hsp dans des modeles de différenciation hématopoiétique.

Hsp70 est ainsi la seule molécule connue ayant un effet anti-apoptotique en aval de la
caspase-3 activée et inhibant ainsi son potentiel pro-apoptotique (Jaattela et al., 1998). Dans
ce travail de these nous avons émis I’hypothése que Hsp70 protégerait GATA-1 en aval de
la caspase-3 activée, lors de la phase d’activation des caspases, observée au cours de la

différenciation érythroide terminale humaine.

Lors de la phase finale de I’exécution de 1’apoptose, I’ADN chromosomique est clivé par la

DNase CAD. CAD interagit et est inhibée spécifiquement par ICAD. Au cours de I’apoptose, la
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caspase-3 protéolyse ICAD, ce qui libére et active CAD (Garrido et al., 2006a). Pendant la
différenciation érythroide terminale, alors que la caspase-3 est activée, ICAD n’est pas clivé
(Zermati et al., 2001). Dans une autre étude sur la lignée cellulaire TF-1 mimant la
différenciation érythroide terminale induite par I’Epo, ICAD est décrite comme étant clivée mais
I’expression de CAD diminuerait au niveau transcriptionnel et traductionnel. Cette régulation de
CAD expliquerait I’absence de dégradation de ’ADN observée au cours de la différenciation
érythroide terminale. Hsp70 participerait, avec Hsp40, a la bonne conformation de CAD et a la
régulation de son activité par ICAD (Sakahira and Nagata, 2002). Il a par ailleurs été rapporté
que dans des cellules T de type Jurkat, Hsp70 augmenterait 1’apoptose induite apres 1’activation
du TCR/CD3, en interagissant avec CAD, ce qui stabiliserait son activité¢ (Liu et al., 2003). Ce
travail sur les Jurkat surexprimant Hsp70 confirme une précédente étude qui avait mis en
évidence qu’Hsp70 protégeait ces cellules du choc thermique mais les rendait plus sensibles a
I’induction de 1’apoptose apres 1’activation de TCR/CD3 ou Fas/FasL (Liossis et al., 1997).

Hsp70 a aussi la propriété de masquer le site d’import de p53 du cytoplasme vers le noyau appelé
NLS (« Nuclear Localization Signal »), inhibant ainsi son potentiel d’arrét du cycle cellulaire

(Zylicz et al., 2001).

Apoptose indépendante de I’activation des caspases

Hsp70 peut également inhiber la mort cellulaire dans des conditions ou les caspases ne sont pas
activées (Creagh et al., 2000) (Ravagnan et al., 2001).

Ainsi, Hsp70 joue un role anti-apoptotique sur la voie indépendante des caspases en interagissant
avec la flavoprotéine AIF qui est une autre protéine mitochondriale intermembranaire libérée par
un stimulus apoptotique. AIF est un partenaire important du processus apoptotique. Hsp70 se lie
directement a AIF, empéchant sa translocation nucléaire et ainsi la condensation de la chromatine
induite par AIF (Susin et al., 1999) (Ravagnan et al., 2001) (Gurbuxani et al., 2003) (Matsumori
et al., 2005; Ruchalski et al., 2006). Cette association est spécifique de Hsp70 : AIF est incapable
d’interagir avec d’autres Hsp (Hspl0, Hsp60) et notamment Hsp27 (Bruey et al.,, 2000). La
séquestration d’AIF par Hsp70 diminuerait les 1ésions cérébrales d’hypoxie/ischémie néonatale
(Matsumori et al., 2005). De plus, Hsp70 inhibe 1’apoptose au cours de la différenciation
érythroide terminale en bloquant son import nucléaire (Lui JC 2007).

Hsp70 peut aussi s'associer avec I’Endonucléase G, libérée par la MDS a faible risque de

transformation leucémique au cours de ’apoptose, et inhiber la fragmentation de 1’ADN.
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L’interaction entre 1’Endonucléase G et Hsp70 ne serait en fait pas directe mais via AIF
(Kalinowska et al., 2005).

Hsp70 inhibe aussi la mort cellulaire lysosomiale, indépendante de la voie des caspases, en
maintenant l'intégrité de la membrane lysosomiale empéchant ainsi la libération des protéases
lysosomiales comme la cathepsine dans le cytosol (Nylandsted et al., 2004).

Une étude a également suggéré qu’Hsp70 participerait a la protection de la mort cellulaire par

nécrose secondaire, a une déplétion en ATP (Kabakov and Gabai, 1995).

Pour conclure, Hsp70 est un régulateur négatif majeur de la voie mitochondriale de
I’apoptose qui peut bloquer la mort cellulaire a plusieurs étapes: au niveau pré-
mitochondrial en inhibant la voie de signalisation induite par le stress, au niveau
mitochondrial, en empéchant la perméabilisation de la membrane mitochondriale par le
blocage de la translocation de Bax, et finalement, au niveau post-mitochondrial en agissant
avec AIF et Apaf-1 ou en protégeant les protéines nucléaires essentielles du clivage par la

caspase-3 (Figure H7).

L'effet d’Hsp70 sur le processus apoptotique résulte-t-il de I’effet chaperon sur les différentes
protéines apoptotiques qui interagissent avec Hsp70? Tous les travaux qui ont étudié les
interactions entre les différents éléments impliqués dans I’apoptose et Hsp70 indiquent que c’est
par son domaine PBD que Hsp70 se lie a ces protéines. Le réle du domaine ABD est moins clair.
La fonction ATPase de Hsp70 est parfois également nécessaire pour ces propriétés
d'interaction/protection. Par exemple, alors que la fonction ATPase semble étre nécessaire pour
I’interaction avec Apaf-1 (Beere et al., 2000) et AIF (Ruchalski et al., 2006) elle n'est pas
obligatoire pour I’interaction avec JNK (Garrido et al., 2006a).
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ITLF. HSP et érythropoiése

Il y a une vingtaine d’années, plusieurs études ont noté I’accumulation a des taux importants
d’Hsp70 dans les précurseurs érythroides (Morimoto and Fodor, 1984) (Banerji et al., 1984)
(Singh and Yu, 1984) (Davis et al., 1986) (Banerji et al., 1987) (Winning and Browder, 1988). A
I’époque, il avait été envisagé que Hsp70 et d’autres protéines chaperonnes associées qui régulent
le folding, la dégradation et les propriétés d’autres protéines pourraient avoir des fonctions
spécialisées au cours de la différenciation érythroide (Banerji et al., 1987).

Hsc70 a été décrit comme étant impliquée dans la régulation de la synthése de 1I’héme en
interagissant avec la molécule HRI (« Heme Regulated Inhibitor of translation ») qui est une
protéine cytosolique se fixant & I’héme et qui réprime la traduction des chaines de globines dans
les précurseurs érythroides, en situation de la carence en fer (Chen, 2007). L’interaction d’Hsc70
avec HRI atténuerait son potentiel d’inhibition de la traduction lors des phénomenes
d’érythropoiese de stress (Weiss and dos Santos, 2009).

Hsp70 a été mise en évidence dans les réticulocytes de toutes les especes testées, mais seulement
dans les érythrocytes des espéces ayant des globules rouges nucléés suggérant qu’Hsp70 aurait
une fonction liée au noyau de ces cellules (Morimoto and Fodor, 1984). Il a ensuite été décrit que
I’expression maximale d’Hsp70 était retrouvée au stade polychromatophile lors de la
différenciation érythroide, pendant I’embryogénése du poulet (Banerji et al., 1987). Dans un
modele de Zebrafish présentant une mutation ponctuelle de Hspa9b ou mortaline appartenant au
groupe mitochondrial de la famille Hsp70, il a ét¢ mis en évidence des anomalies du
développement incluant une anémie avec une dysérythropoi¢se caractérisée par un exces
d’apoptose, mimant des aspects pathologiques observés chez I’homme dans les myélodysplasies,
entre autres (Craven et al., 2005). L’expression de la mortaline a récemment été décrite au cours
de la différenciation érythroide humaine. Son expression serait induite par I’Epo via la voie
PI3K/Akt. La mortaline serait impliquée dans la régulation positive de I’expression des genes
induits apres stimulation par I’Epo et participerait ainsi a la prolifération des progéniteurs
¢érythroides (Ohtsuka et al., 2007).

Chez I’homme, I’expression d’Hsp70 a été observée dans la lignée érythroide et plus
particulierement dans les érythroblastes matures et non pas dans les érythrocytes (Singh and Yu,
1984). Par ailleurs, I’expression d’Hsp70 a également été décrite dans le modele de

différenciation érythroide de la lignée K562, aprés stimulation par 1’hémine (Singh and Yu,

186



1984). 11 a ensuite été suggéré, dans ce modele, que 1’expression d’Hsp70 faisait suite a celle
d’HSF2-4 également induite par I’hémine (Leppa et al., 1997) (cf. supra).

Dans le modele des cellules TF-1, Hsp70 a également été décrite comme étant exprimée et jouant
deux roles anti-apoptotiques distincts. Au cours de la différenciation érythroide de cette lignée,
Hsp70 interviendrait dans les phénomenes de fragmentation de I’ADN, en régulant ’activité de
CAD (cf. supra) et en inhibant le potentiel pro-apoptotique d’AIF en le séquestrant dans le
cytosol (Lui and Kong, 2007) (cf. supra).

Ainsi, plusieurs protéines de la famille Hsp70 ont été décrites au cours de I’étude de
différents modéles de différenciation érythroide terminale. Dans ce travail de thése nous
avons étudié ’expression de Hsp70A au cours de la différenciation érythroide terminale et,
comme elle est la seule molécule anti-apoptotique connue pouvant agir en aval de la
caspase-3 activée et inhiber son potentiel pro-apoptotique, nous avons posé I’hypothése
qu’elle protégerait GATA-1 en aval de la caspase-3 activée, lors la phase d’activation des

caspases observée au cours de la différenciation érythroide terminale humaine.
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BUT DU TRAVAIL



Figure Hypothése : Hsp70 est impliquée dans les mécanismes de protection des substrats
de la protéolyse par les caspases

Au cours de la différenciation érythroide terminale, lors de la phase d’activation des caspases,
GATA-1 n’est pas clivé et régule positivement les génes érythroides....

Notre hypothése est que Hsp70 pourrait agir en aval de la caspase-3 et ainsi protéger GATA-1
de la protéolyse et les érythroblastes de I’apoptose.




BUT DU TRAVAIL

La caspase-3 a été décrite comme étant activée au cours de deux phases de I’érythropoiése :

1- lors de I’induction des mécanismes de régulation négative de I’érythropoiese ou
la caspase-3 protéolyse GATA-1, ce qui a comme conséquence 1’arrét de la
maturation et 1’apoptose des progéniteurs érythroides et des érythroblastes
immatures (Maria et al., 1999b).

2- au cours de la différenciation érythroide terminale, durant laquelle cette
activation de caspase-3 ne s’accompagne, ni du clivage de GATA-1, ni de

I’apoptose des érythroblastes (Zermati et al., 2001).

Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des précurseurs érythroides est décidé en
aval de D’activation des caspases en fonction des substrats qu’elles clivent. Il semble donc
qu’il existe des mécanismes de protection sélective des substrats des caspases activées lors
de I’érythropoiése. Le but de cette thése a été de comprendre par quels mécanismes GATA-

1 est protégé de la caspase-3 activée lors de la différenciation érythroide terminale.

La protéine Hsp70 joue un rdle important dans la régulation négative de 1’apoptose et elle
représente le seul facteur anti-apoptotique décrit comme pouvant agir en aval de 1’activation de la
caspase-3 et inhiber son action pro-apoptotique (Jaattela et al., 1998). Dans ce modéle décrit par
Jaattela en 1998, comme dans les érythroblastes en cours de maturation, la caspase-3 est activée

alors qu’il n’y a pas d’apoptose.

Dans ce travail de thése, nous avons émis ’hypothése qu’au cours de la différenciation
érythroide terminale, lors de la phase d’activation des caspases, Hsp70 pourrait agir en aval
de la caspase-3 et protéger GATA-1 de la protéolyse et les érythroblastes de I’apoptose.
Pour cela, nous avons ¢étudié, dans un modele en culture liquide de différenciation érythroide
terminale humaine, I’expression, la localisation et les interactions de GATA-1, de la caspase-3

activée et des Hsp.
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Hsp70 regulates erythropoiesis by preventing
caspase-3-mediated cleavage of GATA-1

Jean-Antoine Ribeil'*

Michaél Dussiot!, Séverine Coulon’,
Bruno Varet'”,

Caspase-3 is activated during both terminal differentiation and
erythropoietin-starvation-induced apoptosis of human erythroid
precursors. The transcription factor GATA-1, which performs an
essential function in erythroid differentiation"? by positively regu-
lating promoters of erythroid and anti-apoptotic genes*, is cleaved
by caspases in erythroid precursors undergoing cell death upon
erythropoietin starvation or engagement of the death receptor
Fas”®. In contrast, by an unknown mechanism, GATA-1 remains
uncleaved when these cells undergo terminal differentiation upon
stimulation with Epo®''. Here we show that during differentiation,
but not during apoptosis, the chaperone protein Hsp70 protects
GATA-1 from caspase-mediated proteolysis. At the onset of caspase
activation, Hsp70 co-localizes and interacts with GATA-1 in the
nucleus of erythroid precursors undergoing terminal differenti-
ation. In contrast, erythropoietin starvation induces the nuclear
export of Hsp70 and the cleavage of GATA-1. In an in vitro assay,

~Epo b

+Epo c

a +Epo

, Yael Zermati'**, Julie Vandekerckhove', Severine Cathelin?, Joelle Kersual®,
Ivan Cruz Moura', Ann Zeuner®, Thomas Kirkegaard-Serensen?,
Eric Solary?, Carmen Garrido® & Olivier Hermine'”

Hsp70 protects GATA-1 from caspase-3-mediated proteolysis
through its peptide-binding domain. The use of RNA-mediated
interference to decrease the Hsp70 content of erythroid precursors
cultured in the presence of erythropoietin leads to GATA-1 cleav-
age, a decrease in haemoglobin content, downregulation of the
expression of the anti-apoptotic protein Bcl-X;, and cell death by
apoptosis. These effects are abrogated by the transduction of a
caspase-resistant GATA-1 mutant. Thus, in erythroid precursors
undergoing terminal differentiation, Hsp70 prevents active cas-
pase-3 from cleaving GATA-1 and inducing apoptosis.

During erythropoiesis, caspase activation is required for matura-
tion of erythroblasts. In this process, however, in contrast to what
occurs during the apoptosis of erythroblasts, some targets, including
GATA-1, remain uncleaved (Supplementary Fig. S1). The fate of
erythroblasts is therefore determined downstream of caspase activa-
tion by an unknown mechanism.

Figure 1| Hsp70 nuclear expression and co-
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localization with GATA-1 in differentiating
erythroblasts is lost during erythropoietin-
starvation-induced apoptosis. a, Top three
rows: co-localization (white) of GATA-1 (red)
and active caspase-3 (p17 subunit, green) at day 7
with erythropoietin (+Epo, d7) or after cytokine
starvation for 5h (—Epo, h5). Bottom row:
morphological (MGG) analysis of cytokine-
deprived cells (magnification X40). b, Protein
expression for the indicated days (d2 to d8) in the
presence of erythropoietin. ¢, Top three rows:
Hsp70 (green) and GATA-1 (red) co-localize in
the nucleus in the presence of erythropoietin.
Bottom row: MGG analysis (n = 5).

d, e, Immunoblot analysis (d) and confocal
microscopy analysis (e) at day 4, pretreated (+)
or not (—) with 20 nM leptomycin B (LMB) for
1 h before being starved of erythropoietin
(—Epo) or not (+Epo) for 5h. One
representative experiment of three is shown.
Casp, caspase.
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During erythroid differentiation, caspase-3, and to a smaller extent
caspase-7 but not other caspases (Supplementary Fig. S2), is found
activated in the nucleus and co-localized with GATA-1 (Fig. 1a, b).
Bcl-X;, a key survival factor in erythropoiesis, prevents the release
of pro-apoptotic molecules from the mitochondria to the cytosol,
upstream of caspase activation'>"; it therefore may not account for
the differential effect of activated caspases in erythropoietin-stimu-
lated and erythropoietin-deprived erythroblasts. Other protective
proteins include stress-inducible proteins such as the heat-shock
proteins Hsp90, Hsp70 and Hsp27. These molecular chaperones
modulate the assembly, transport and folding of other proteins'.
They also have key functions in cell survival after stressful stimuli,
for example by associating with apoptotogenic proteins downstream
of the mitochondria, including cytochrome c¢ (ref. 15), Apaf-1 (ref.
16) and apoptosis-inducing factor (AIF)". The inducible Hsp70 was
shown also to rescue cells from apoptosis at a later stage than any
other known survival factor, downstream of caspase activation'®.
Although its role is unknown, Hsp70 is expressed constitutively in
erythroid cells of Xenopus laevis'®. On the basis of these observations,
we examined whether Hsp70 was expressed during human erythroid
differentiation and whether it could protect GATA-1 from cleavage
by activated caspases. We studied Hsp70 expression, localization and
interaction with GATA-1 during both erythroblast differentiation
and erythropoietin-starvation-induced apoptosis.

Hsp27, Hsp70 and Hsp90 proteins were expressed constitutively in
human erythroblasts undergoing differentiation (Fig. 1b). Of these
three proteins, only Hsp70 was highly expressed in the nucleus of
differentiating cells (Fig. 1b), where it co-localized with GATA-1
(Fig. 1c). Similar results were found in fresh bone marrow glyco-
phorin-A-positive cells (Supplementary Fig. S3), excluding the possib-
ility that the nuclear expression of Hsp70 was the consequence of
cell culture. The intensity of GATA-1 and Hsp70 co-localization
increased with the level of caspase activation (Fig. 1b, ¢). In contrast,
during erythropoietin-starvation-induced apoptosis, Hsp70 lost
nuclear localization, which correlated with a decreased expression
of GATA-1 (Fig. lc—e), indicating caspase-3-mediated cleavage®.
Addition of the Crm1-mediated nuclear export inhibitor leptomycin
B to erythropoietin-starved cells prevented the nuclear export of
Hsp70 and degradation of GATA-1, despite a higher level of activated
caspase-3 than observed during apoptosis (Fig. 1d, e). Moreover, in
the presence of leptomycin B, Hsp70 co-localized with GATA-1 in
the nucleus of erythropoietin-starved erythroblasts (Fig. 1d, ).

Immunoprecipitation experiments on whole-cell extracts (Fig. 2a)
as well as nuclear extracts (not shown) from differentiated erythro-
blasts demonstrated that Hsp70 co-immunoprecipated with GATA-
1, whereas neither Hsp90 nor Hsp27 interacted with the transcription
factor. This interaction seemed to be specific because Hsp70 did not
interact with lamin B, another nuclear protein that is cleaved by
caspases in differentiating erythroid cells’, or with acinus (data not
shown). By using Hsp70 deletion mutants, we observed that binding
of Hsp70 to GATA-1 involved the peptide-binding domain of Hsp70
(Fig. 2b, ¢). After withdrawal of erythropoietin, co-immunoprecipi-
tation between Hsp70 and GATA-1 was decreased as a consequence
of GATA-1 cleavage, but the remaining Hsp70 in the nucleus still
interfered with and protected GATA-1, as demonstrated by increas-
ing GATA-1 input (Supplementary Fig. S4). Taken together, these
data indicate that the peptide-binding domain of Hsp70 was required
to maintain GATA-1 integrity when caspases were activated during
erythroid differentiation.

Accordingly, an in vitro proteolysis assay showed that recombi-
nant Hsp70 protected GATA-1 from cleavage by caspase-3 in a dose-
dependent manner, whereas recombinant Hsp90 did not (Fig. 2d).
The Hsp70-mediated protection seemed to be protein-specific
because, in this in vitro assay, Hsp70 did not prevent the caspase-3-
induced cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase, a protein cleaved
in erythroid cells that are undergoing differentiation (Fig. 2d). In
accordance with co-immunoprecipitation experiments, the GATA-1
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protection was lost when the peptide-binding domain of Hsp70 was
deleted (Fig. 2e).

To further show the role of Hsp70 in determining the fate of
erythroblasts, Hsp70 expression was inhibited with an approach
involving RNA-mediated interference. Transient transfection of
Hsp70-specific short interfering RNAs (siRNA Hsp70) in erythroid
precursors significantly decreased the Hsp70 protein level 7.5-fold
and 4-fold at days 2 and 4, respectively (Fig. 3a, b); this decrease was
observed both in the nucleus and in the cytoplasm (Supplementary
Fig. S5). At day 6, Hsp70 level in Hsp70-specific siRNA-transfected
cells had returned to the level observed in scramble siRNA-trans-
fected erythroid cells (data not shown). To achieve a greater inhibi-
tion of Hsp70 at the time of onset of caspase-3 activation, terminal
erythroid differentiation was accelerated by omitting stem cell factor
(SCF) from the culture medium?, because this omission did not
increase cell apoptosis (data not shown). In these culture conditions,
caspase-3 remained inactivated at day 2 and no significant difference
was observed between Hsp70-specific and control siRNA-transfected
cells with regard to GATA-1 expression, apoptosis and cell differenti-
ation. At the onset of caspase-3 activation (day 4), GATA-1 remained
intact in control siRNA-transfected cells, whereas the protein was
almost completely degraded in Hsp70-depleted cells (Fig. 3a, b). As
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Figure 2 | Co-immunoprecipitation of GATA-1and Hsp70 during erythroid
differentiation. a, Immunoprecipitation (IP) of GATA-1 in whole cell
extracts at day 7 with erythropoietin (+Epo, d7) or after cytokine starvation
for 2 and 5 h (—Epo, h2 and h5), and immunoblotting for indicated proteins.
b, Representation of Hsp70: ATP-binding domain (ABD) and peptide-
binding domain (PBD). ¢, Immunoprecipitation of GATA-1 in GATA-1-
transduced HeLa cells transfected with plasmids encoding Hsp70 or mutant
(AABD, APBD) proteins. d, e, SDS-PAGE analysis of in vitro-translated 35g.
labelled GATA-1 and poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) exposed to
recombinant caspase-3 and increasing amounts (0-1 ig) of recombinant
Hsp70 or Hsp90 (1 pg) (d) or full-length or deleted mutants of Hsp70

(e). GATA-1* indicates a GATA-1 cleaved fragment. In all panels, one
representative experiment of three is shown. Casp, caspase.
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expected, the degradation of GATA-1 in Hsp70-depleted erythro-
blasts at day 4 was associated with a strong decrease in the expression
of GATA-1-regulated gene products; for example, fewer than 10% of
cells were haemoglobinized, in comparison with almost 50% in con-
trol cells (P <<0.005; data not shown) and Bcl-X; protein level was
decreased (Fig. 3b). Depletion of Hsp70 also markedly decreased the
total cell number (Fig. 3d) while increasing the rate of cell death at
day 4 (40% in Hsp70-depleted versus 7% in control siRNA-trans-
fected cells; P = 0.007; Fig. 3e). Morphological analysis of cells indi-
cated that Hsp70 depletion induced a decrease in cell differentiation
(Fig. 3¢, f); that is, the proportion of immature erythroblasts (iden-
tified by their basophilic cytoplasm and larger size) with nuclear
chromatin condensation was only 10% in Hsp70-depleted cells at
day 4, which was similar to that in control cells, whereas the propor-
tion of mature erythroblasts (identified by their acidophilic cyto-
plasm and smaller size) exhibiting nuclear features of apoptosis
was about 90% in Hsp70-depleted cells (P = 0.0004) (Fig. 3c, g).
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Figure 3 | Decreased Hsp70 content induces death of erythroblasts
undergoing differentiation. Analysis of erythroid progenitors 2 days (d2)
and 4 days (d4) after transfection with siRNA targeting Hsp70 or a
scrambled siRNA. a, Confocal microscopy analysis of GATA-1 and Hsp70
expression. b, Immunoblot analysis of indicated proteins in whole-cell
lysates. ¢, Cell and nucleus morphology assessed by MGG and TO-PRO-3
analysis at various magnifications. d, Growth curves. e, Percentage of cell
death. f, Percentage of mature cells. g, Percentage of mature cells exhibiting
morphological features of apoptosis. Graphed results are means and s.e.m.
for three independent experiments; open bars and symbols, scrambled
siRNA; filled bars and symbols, Hsp70 siRNA. Asterisk, P < 0.05.
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Similar results were obtained when Hsp70 expression was decreased
by the use of antisense oligonucleotides (Supplementary Fig. S6). We
also observed the same results in the presence of SCF, by using a
stealth Hsp70 siRNA that exhibits a longer half-life than standard
siRNAs, ruling out an increase in apoptosis due to the lack of SCF in
the culture medium (Supplementary Fig. S7). Taken together, these
findings indicated that Hsp70 depletion prevented erythroid cells
from undergoing terminal differentiation by allowing activated cas-
pase-3 to trigger apoptotic cell death.

To check whether the effect of Hsp70-targeting siRNA was due to
GATA-1 cleavage rather than to a general effect on cellular metabol-
ism, a previously described GATA-1 mutant (LG1)® that resists cas-
pase-mediated cleavage was retrovirally transduced in CD34-positive
cells. The same vector encoding wild-type GATA-1 (WT G1) and the
empty vector were used as controls. Cell proliferation was decreased
by 50% both in cells transfected with wild-type G1 and cells in trans-
fected with pGl, in accordance with previous observations®'. As
expected, transfection with siRNA targeting Hsp70 in cells trans-
duced with either the empty or the wild-type GATA-1-encoding
vectors resulted in a decrease in GATA-1 expression (Fig. 4a), cell
expansion (Fig. 4b) and cell maturation (Fig. 4d), while increasing
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Figure 4 | Transduction of caspase-resistant GATA-1 mutant protects
erythroblasts from death after depletion of Hsp70. CD34 " haematopoietic
cells transduced with an empty vector (Co), a vector encoding wild-type
GATA-1 (WT G1), or Asp 125-mutated GATA-1 (uG1) were transfected
with Hsp70 siRNA or scrambled siRNA (Sc). a, Confocal microscopy
analysis of GATA-1 and Hsp70 expression. Cell maturation was assessed by
morphological (MGG) analysis. b, Cell expansion assessed at day 2 (open
bars) or day 4 (filled bars). ¢, Percentage of trypan-blue-positive cells.

d, Percentage of differentiated cells. e, Percentage of differentiated cells
exhibiting morphological features of apoptosis all at day 4. In c—e, open bars,
scrambled siRNA; filled bars, Hsp70 siRNA. Graphed results are means and
s.e.m. for three independent experiments. Asterisk, P < 0.05.
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mature cell death (Fig. 4c, e). In contrast, Hsp70 siRNA had no
significant effect on PGATA-1 transduced cells (Fig. 4). Taken
together, these results suggested that Hsp70 protected differentiating
erythroblasts from apoptosis through the inhibition of GATA-1
cleavage by caspase-3.

On the basis of these observations, we propose a model in which
erythropoietin protects erythroid cells undergoing differentiation
from caspase-mediated apoptosis by regulating the cellular local-
ization of Hsp70 (Supplementary Fig. S8). This model provides a
potential explanation for the lack of cell death when caspases are
activated in erythroid cells undergoing terminal differentiation®"".
Bcl-Xy is a key protein in erythroid progenitor survival’; it acts by
preventing the release of pro-apoptotic molecules from the mito-
chondria”**. Our results strongly indicate that Hsp70 is another
key erythroid antiapoptotic protein that acts both upstream and
downstream of Bcl-X;. First, by protecting GATA-1 from caspase-
3-mediated cleavage, Hsp70 maintains Bcl-X; expression, in synergy
with erythropoietin. Second, Hsp70 saves erythroid progenitors in
which caspases are activated from apoptosis-inducing GATA-1 pro-
teolysis. We cannot exclude the possibility that, in addition to these
two effects, Hsp70 limits caspase-3 activation by interacting with
Apaf-1, thus preventing the formation of the apoptosome'*?.

Thus, our data indicate that the fate of erythroblasts—apoptosis
versus differentiation—is determined downstream of caspase activa-
tion by the nuclear localization of Hsp70.

METHODS

Erythroid cells were generated as described previously**. Details of reagents and
protocols for cell proliferation and differentiation analysis, immunoblot ana-
lysis, immunoprecipitation, transfection of siRNAs or antisense cDNA targeting
Hsp70 in erythroid progenitors, the production of retroviral particles and the
infection of haematopoietic progenitors, the generation of Hsp70 mutants,
in vitro GATA-1 cleavage assays and confocal fluorescence microscopy analysis
are provided in Supplementary Methods. Statistical analyses were performed
with the Statview software package. Comparisons were made by analysis of
variance. Data are expressed as means and s.e.m. Differences were considered
significant at P<0.05.
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Supplementary note

Hsp70 and Hsc70

In humans, the inducible Hsp70 and the cognate Hsc70 proteins belong to a same family of
proteins, and are encoded by distinct genes with some homologies (e.g. human Hsc70
demonstrated up to 80% homologies with human Hsp7A1). In many cell types, Hsc70 is
constitutively expressed and insensitive to stress, whereas Hsp70 is highly sensitive to stress.
In Xenopus Laevis erythropoiesis, hsp70 gene is constitutively transcribed at earlier stages of
differentiation and heat shock-dependent at later stages (orthochromatic erythroblasts) (RS
Winning and LW Browder, 128 (1):111-120, 1988 Dev Biol). To date, the expression and the
role of Hsp70 are unknown in human erythropoiesis.

Supplementary methods

Reagents

Antibodies used included those targeting GATA-1 (N1 and C20 for immunoblot; N6 for
confocal immunofluorescence microscopy and immunoprecipitation), Lamin B (M20), Hsp27
(M20) and Actin (119) from Santa Cruz, Bcl-X_ (610211) from BD Biosciences, GPA
(555569) from BD Pharmingen, Hsp70 (SPA-812), Hsp90 (SPA-830) and Hsc70 (SPA-815)
from Stressgen Laboratories, activated caspase-3 from Cell signaling (#9661) for confocal
microscopy and from Neomarkers (RB-1197) for immunoblotting. TO-PRO-3 (T-3605) and
Orange Sytox (S11368) were from Molecular Probes, anti-rat-cy3 (712-166-153) and rabbit-
cy5 (111-175-144) from Jackson ImmunoResearch, and rat immunoglobulin G (R 5005) from
Sigma. Leptomycin B was a gift from Dr. A Benmerah, (Cochin Institute, Paris).

In vitro generation of erythroid cells.

Umbilical cord blood units from normal full-term deliveries were obtained, after informed
mothers’ consent, from the Obstetrics Unit of Hopital Necker-Enfants Malades. CD36"
erythroid progenitors, generated from 7 days IL-6 (100 ng/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100
ng/ml)-cultured CD34" progenitors isolated from cord blood (Miltenyi CD34 Progenitor Cell
Isolation Kit), were cultured in the presence of IL-3 (10 ng/ml) + SCF (100 ng/ml) + Epo

(2U /ml) in IMDM (Gibco cell culture) supplemented with 15% BIT 9500 (Stem Cell
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Technologies) as described earlier [1]. After seven days of culture, apoptosis was induced by

cytokines starvation (-Epo) during two (h2) or five (h5) hours.

Immunoblot analyses.

Cells were lysed in Laemmli buffer (whole cell lysates) or lysed 5 min on ice in a lysis buffer
(0.2% NP40, 20mM Hepes pH7.9, 10mM KCI, 1mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM
orthovanadate, ImM PMSF, 1 mM DTT, and 10ug/ml of aprotinin/leupeptin/pepstatin)
before centrifugation (2 min, 14,000 rpm) and supernatant collection (cytoplasmic extracts).
Remaining pellets were lysed (350mM NaCl; 20% glycerol; 20mM Hepes pH 7.9; 10mM
KCI; 1mM EDTA; 1mM orthovanadate, 1mM PMSF, 1mM DTT, and 10pg/ml of
aprotinin/leupeptin/pepstatin), incubated for 30 min on ice and centrifuged for 20 min at
14,000 rpm before collecting the supernatant (nuclear extracts).

Whole lysates of 5 x 10° cells or 50pg of proteins of nuclear or cytoplasmic extracts were
resolved on 12% acrylamide gels and analysed by immunoblotting. Antigens were visualized

by chemiluminescence using SuperSignal West Dura (Pierce).

Generation of Hsp70 mutants

Recombinant Hsp70 was generated using the pET-16b vector system (Novagen) with
induction of protein expression and subsequent Ni**-affinity-purification according to the
manufacturer’s protocol. Mutants of Hsp70 lacking either the ATP (AABD) or the peptide
binding (APBD) domain were generated through restriction enzyme cleavage and subsequent
ligation of full-length Hsp70 cDNA in pET-16b vector. AABD was generated through BgllI
digestion, creating an in-frame deletion of amino acids 119-426 comprising the ATPase
domain. APBD was generated through Smal digestion, creating an in-frame deletion of amino
acids 437-617 comprising the peptide-binding domain. After purification, all proteins had

their His-tag removed and were subsequently buffer-exchanged to D-PBS.

Cell fractionation and immunoprecipitation

Protein-protein interactions between GATA-1 and Hsp70 were determined by
immunoprecipitation (IP) experiments. Cell fractionation was performed by incubating the
cells in ice-cold buffer [250mM sucrose, 20mM HEPES, 10mM KCI, 1.5mM MgCl;, 1mM
EDTA, ImM EGTA, 1mM orthovanadate, 1mM PMSF, 1mM DTT, and 10ug/ml of

aprotinin, leupeptin, pepstatin (pH 7.4)], then by homogenization in a Potter-Thomas
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homogenizer. Nuclei were pelleted via a 10 min, 3,200 rpm spin and the supernatant
(cytoplasm) was collected [2]. Nuclei and whole cells (obtained from 107 cells) were lysed on
ice in an IP buffer (1% NP40, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 65mM Tris Hcl pH 8, 50mM
Hepes, 3% glycerol, 1ImM orthovanadate, 1ImM PMSF, 1mM DTT, and 10ug/ml of aprotinin,
leupeptin, pepstatin) for 20 min, then spun at 14,000 rpm for 30 min and the supernatant was
collected. Nuclei or whole cell lysates were incubated on ice for 1.5 hours with either an anti-
GATA-1 (2 pg) or and anti-Hsp70 (1/100) antibody in the presence of 50 ul Protein G
Microbeads (Miltenyi). The immune complex was immobilized to a pColumn, isolated
according to the manufacturer’s instructions and analyzed by immunoblotting.

In vitro GATA-1 cleavage assays

GATA-1 and PARP cDNAs subcloned in PET21 plasmid in frame with amino-terminal T7
tag (GATA-1-PET, PARP-PET) (kindly provided by Dr De Maria and A Zeuner, Roma,
Italy) were transcribed by using the In Vitro Translation Kit (L4610) from Promega in the
presence of [*®S]-methionine (Amersham Biosciences). Two pl of GATA-1 or PARP
translation reaction were preincubated with either human recombinant Hsp70 (NSP-555) (0 to
1ug) or Hsp90 (SPP-770) (1ug) from Stressgen Laboratories and Hsp70 mutants (AABD or
peptide APBD) in a stochiometric manner (~1pug HSP70) for 40 minutes at room temperature
in buffer (25mM Hepes, 0.1% Chaps, 5mM DTT, 1mM EDTA, PH7.5) in a final volume of
15ul, then incubated for 1h at 37°C with 70ng recombinant caspase-3 in a final buffer volume
of 25ul. Reaction products were run on 10% acrylamide gel, and GATA-1 and PARP

products were analyzed by autoradiography of dried gel.

Hsp70 siRNAs.

All siRNAs were obtained from Qiagen, and included a non-silencing Alexa Fluor 488
labeled siRNA, a specific siRNA for inducible Hsp70 (CTG GCC TTT CCA GGT GAT
CAA); a scramble siRNA (CAG TAA TTG CAC CCG TCG TGT). Stealth siRNA for Hsp70
(ACU UCG UGG AGG AGU UCA AGA GAA A) and a control stealth siRNA (Block-iT,

manufacturer’s confidential sequence) were obtained from Invitrogen, life technologies.

Transfection of HelLa cells.
HeLa cells were infected with viral particles containing GFP-tagged GATA-1 vector [3] and
GFP-positive cells were selected by cell sorting using a Coulter EPICS EPS (Beckman
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Coulter). Twenty-four hours after seeding, these cells were transfected with either wild type
or mutated Hsp70 constructs (subcloned in pcDNA3 vector) using the Superfect transfection
reagent (Qiagen, Valencia, CA) following the manufacturer’s instructions, and analyzed 48

hours later.

Transfection of hematopoietic progenitors.

2.10° of five days IL-6 (100 ng/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100 ng/ml)-cultured CD34" cells
were transfected in a Human CD34 Cell Nucleofector buffer with 10ug of siRNA using a
Nucleofector (Amaxa Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. Cells were then
cultured for 1 day with IL-6+1L-3+SCF. Thereafter, dead cells were removed with Dead Cell
Removal Kit (Miltenyi). Transfection efficiency of the non-silencing Alexa Fluor 488 labeled
SIRNA was examined by FACS analysis (>90% of viable cells) (data not shown). Remaining

alive cells were cultured with Epo+IL-3 in serum-free medium.

Production of retroviral particles and infection of haematopoietic progenitors.

Wild-type (WT) and mutated GATA-1 (UGATA-1) cloned in PINCO vector [3] were
transfected in the amphotrophic packaging cell-line PLAT-A (kindly provided by Pr Toshio
Kitamura, Institute of Medical Science, University of Tokyo, Tokyo, Japan) and supernatants
containing viral particles were collected 48 h after transfection. CD34" cells exposed to SCF
(100 ng/ml), IL-3 (60 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml) and TPO (100 ng/ml) were daily infected
during 72h, after 24h of culture. After three additional days of culture without TPO, siRNA
were transfected 24h later after last infection. Finally, cells were grown in serum-free medium
supplemented with IL-3 (0.01 U/ml) and Epo (3 U/ml). GFP-positive cells were sorted 24 h
after siRNA transfection using a FACS VANTAGE cell sorter (Becton Dickinson).

Cell permeabilization and labelling for Fluorescence microscopy

5.10* cells were washed, spin on slides, acetone fixated, hydrated with cold 1X PBS/1% BSA
for 30 minutes, treated with formaldehyde (Sigma) for 15 minutes, then with methanol
(Prolabo) for 10 minutes at room temperature. Cells were then permeabilized with 1X
PBS/0.2% Triton X100 (Sigma) for 10 minutes at 4°C, washed with 1X PBS/1% BSA and
incubated in 3% BSA for 30 min. They were then sequentially incubated with antibodies
diluted in 1XPBS/1% BSA/0.1% Tween (Sigma): anti-GATA-1 overnight at 4°C; then anti-
rat-Cy3 for 45 minutes at room temperature, then rabbit anti-Hsp70 or anti-caspase-3 for 1
hour at room temperature, then anti-rabbit Cy5 for 45 minutes at room temperature. Nuclei
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were stained with TO-PRO-3. and slides were examined with a confocal laser microscope
(LSM 510 Carl Zeiss).

Fresh normal bone marrow cells were separed by centrifugation on Ficoll, spin on slides and
fixed with acetone. Permeabilization and labelling with anti-GATA-1 and anti-Hsp70
antibodies was performed as above. Then, the cells were incubated for 1 hour at room
temperature with anti-GPA antibody and DNA was stained with Orange Sytox for 5 min at

room temperature before confocal laser microscope observation.

Supplementary figure legends

Figure 1S. Role of caspases in erythropoiesis regulation. A- Caspase-3 is required for
terminal erythroid maturation. Erythropoiesis is a multistep process that involves the
sequential formation of proerythroblasts (ProE) and basophilic (Baso), polychromatic (Poly)
and orthochromatic (Ortho) erythroblasts leading to red cells (RC) production. During
maturation of eryhroblasts, caspase-3 is activated and its inhibition results in erythroid
differentiation arrest at the proerythroblast stage. B- Patterns of caspase-3-induced proteolysis
during apoptosis and differentiation of erythroid cells. During both apoptosis and
differentiation, caspase-3 cleaves several targets involved in nucleus and chromatin
condensation. In contrast, GATA-1 is protected from caspase-3 proteolysis during erythroid

differentiation. GPA (glycophorin A), Hb (hemoglobin), Epo (erythropoietin).

Figure 2S. Caspase 3 is the main caspase activated in the nucleus of erythroblast during
erythroid differentiation.

Immunoblot analysis of caspases 3, 6, 7, 8, 9 activation in nucleus and cytoplasm extracts of
CD36" cells cultured for 7 days in the presence of Epo+1L-3+SCF and then Epo-starved (-
Epo) or not (+Epo) for 5 hours. Cleavage fragments of caspase-3, suggesting activation, and
the proform of caspase-7 (without cleavage fragments) were detected in the nucleus. Caspase

6, or caspase 8 were not identified in the nucleus.

Figure 3S. Nuclear colocalization of Hsp70 and GATA-1 in GPA positive cells from
fresh normal human bone-marrow.

Expression analysis by confocal microscopy in normal fresh bone-marrow cells of a- GPA
(blue), GATA-1 (red) and Hsp70 (green). White hue shows GATA-1 and Hsp70
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colocalization. b- GPA (blue), Hsp70 (green), DNA (yellow). c- Morphologic analysis after
May Grunwald staining (MGG).

Figure 4S. Ability of Hsp70 interaction with GATA-1 is not affected by Epo starvation.
CD36" cells cultured for 7 days in the presence of Epo+IL-3+SCF and then Epo-starved (-
Epo) or not (+Epo) for 5 hours. Nuclear proteins were immunoprecipitated using an anti-
GATA-1 antibody, then immunoblotted for indicated proteins. A 5-fold increase in the input
of nuclear extract from cells starved of Epo (h5x5) is compared to non starved cells (d7).

Figure 5S. Before caspase activation, decrease in nuclear Hsp70 content is not associated
with GATA-1 degradation.

After 5 days of culture in the presence of IL-3+IL-6+SCF, CD34" progenitors were
transfected with 10 pg of a siRNA targeting Hsp70 (sSiRNA Hsp70) or a scrambled siRNA
(siRNA control). Two days after transfection, cells were diluted to 4.10° cells/ml, and then
cultured in the presence Epo+IL-3 for 2 days. Immunoblot analysis of indicated proteins in

nuclear and cytoplasmic extracts is shown (see also figure 3b, day 2).

Figure 6S. Decreased Hsp70 content induces death of erythroblasts undergoing
differentiation.

After 5 days of culture in the presence of IL-3+IL-6+SCF, CD34" progenitors were
transfected with 10 pg of an antisense targeting Hsp70 or a control antisense. Two days after
transfection, cells were diluted to 4.10° cells/ml, then cultured in the presence Epo+IL-3 for
indicated times (days). a- Growth curves. b- Percentage of cell death. c-Percentage of mature
cells. d- Percentage of mature cells exhibiting morphological features of apoptosis. Results
are the mean +/- SD of 3 independent experiments. * p < 0.05. e- Immunoblot analysis of
Hsp70 in whole cell lysate at day 2 of culture (d2). The non-inducible Hsc70 is used as

loading control.

Figure 7S. Decreased Hsp70 content induces death of erythroblasts undergoing
differentiation even in the presence of SCF.

After 5 days of culture in the presence of IL-3+IL-6+SCF, CD34" progenitors were
transfected with 10 pg of an siRNA stealth targeting Hsp70 or a control siRNA stealth. Two
days after transfection, cells were diluted to 4.10° cells/ml, then cultured in the presence
Epo+IL-3 and in the presence of SCF for indicated times (days). a- Growth curves. b-
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Percentage of cell death. c- Percentage of mature cells. d- Percentage of mature cells
exhibiting morphological features of apoptosis. Results are the mean +/- SD of 3 independent
experiments. * p < 0.05. e- Immunoblot analysis of Hsp70 in whole cell lysate at day 2 of

culture (d2). The non-inducible Hsc70 is used as loading control.

Figure 8S. Model of GATA-1 protection from caspase-3-induced cleavage by Hsp70

during erythroid differentiation.
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Quand ce travail de thése a été initié, il avait été mis en évidence dans le laboratoire, que les
caspases, enzymes responsables du programme de mort cellulaire, sont indispensables a la
maturation des érythroblastes. L hypothése établie était que les caspases clivent des protéines
responsables des changements morphologiques des érythroblastes incluant la condensation
nucléaire (clivage de la Lamine B) et de la chromatine (clivage d’Acinus) (Zermati et al., 2001).
En revanche, les caspases sont incapables de cliver le facteur de transcription GATA-1, protéine
cible des caspases au cours de ’apoptose induite par privation en Epo des érythroblastes (De
Maria et al., 1999b). Ainsi, au cours de la différenciation, alors méme que les caspases sont
activées, les cellules sont protégées de I’apoptose par un mécanisme qui restait a déterminer. Les
molécules anti-apoptotiques comme Bcl-x;. ou les IAPs ne paraissent pas pouvoir étre impliquées
dans cette modulation de I’activit¢é de la caspase-3 puisque les caspases sont activées et
fonctionnelles. Dans le laboratoire, nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes
protégeant GATA-1 du clivage par la caspase-3.

Nous avons tout d’abord vérifié qu’au cours de la différenciation érythroide terminale, la
localisation de la caspase-3 activée est cytoplasmique et nucléaire. Ainsi GATA-1 et la caspase-3
activée colocalisent dans le noyau et I’absence de clivage de GATA-1 n’est pas due au fait que la
caspase-3 est séquestrée dans un compartiment cellulaire différent du facteur de transcription.

La protéine chaperon Hsp70 est la seule molécule anti-apoptotique pour laquelle il a été
évoqué que son role peut s’exercer en aval de ’activation de la caspase-3, par blocage de la
fragmentation de PADN (Jaattela et al., 1998). Des membres de la famille Hsp70 ont été
précédemment décrits au cours de I’érythropoiése dans différentes espéces (Morimoto and
Fodor, 1984) (Banerji et al., 1984) (Singh and Yu, 1984) (Davis et al., 1986) (Banerji et al.,
1987) (Winning and Browder, 1988), dans les érythroblastes médullaires humains et
certaines lignées cellulaires tumorales a différenciation érythroide. Dans la lignée K562, la
stimulation par I’hémine entrainerait I’expression et I’activation de HSF2 qui induit la
synthése d’Hsp70 au cours de la différenciation érythroide terminale(Leppa et al., 1997;
Singh and Yu, 1984).
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nucléaire d’Hsp70 et ainsi le devenir de I’érythroblaste.




Dans ce travail de thése nous avons étudié D’expression d’Hsp70A au cours de la
différenciation érythroide terminale dans un modéle de culture de cellules primaires
humaines. Hsp70A étant la seule molécule anti-apoptotique connue pouvant agir en aval de
la caspase-3 activée et inhiber son potentiel pro-apoptotique, nous avons proposé
I’hypothése qu’elle protégerait GATA-1, lors de la phase d’activation des caspases,
observée au cours de la différenciation érythroide terminale humaine (Figure Hypothése).

Au cours de ce travail de thése, j’ai pu ainsi confirmer que 1’expression d’Hsp70A inductible est
constitutive au cours de la différenciation érythroide. Lors de la phase d’activation de la caspase-
3, Hsp70 est exprimée a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Pendant I’apoptose induite
par privation en Epo, Hsp70 reste exprimée dans le cytoplasme mais est indétectable dans le
noyau, alors que I’activation de la caspase-3 est intense dans ces deux compartiments. Ainsi, en
comparaison avec ce qui est observé au cours de la différenciation érythroide, le ratio
Hsp70/caspase-3 activée diminue de facon importante au cours de 1’apoptose dans les différents
compartiments cellulaires et en particulier au niveau nucléaire. La Leptomycine B est une drogue
inhibant 1’export des protéines présentant des motifs spécifiques d’export nucléaire (NES,
« Nuclear Export Signal »). Nous avons complété les expériences de privation en Epo en ajoutant
au milieu de culture cellulaire de la Leptomycine B, ce qui a eu comme effet d’inhiber 1’export
nucléaire d’Hsp70 et le clivage de GATA-1 alors que la caspase-3 était trés fortement activée.
Ces résultats suggéraient que le clivage de GATA-1 était possible du fait de I’absence d’Hsp70,
et que la diminution du taux d’Hsp70 serait régulée par un phénomene d’export nucléaire via des
motifs NES. Au moment ou nous réalisions ces expériences, la présence de séquence NES dans
la famille des protéines Hsp70 avait été décrite uniquement pour la molécule Ssblp, homologue
de Hsc70 chez S. cerevisiae (Shulga et al., 1999). Cependant, la protéine Hsc70 humaine est
dépourvue de la région correspondant a la NES de Ssblp (Tsukahara and Maru, 2004). Ce n’est
que plus tard qu'une séquence NES fonctionnelle dans la région PBD d’Hsc70 humaine a été
décrite (Tsukahara and Maru, 2004). Nos résultats confirmeraient donc que la séquence NES
d’Hsp70A serait fonctionnelle dans notre modele de culture de cellules primaires humaines, et
que son activité serait régulée par la présence ou non d’Epo. De plus, nous avons remarqué que la
localisation nucléaire d’Hsp70 au cours de la maturation des érythroblastes et sa colocalisation
avec GATA-1 s’accentuent lors de la phase d’activation des caspases, ce qui est compatible avec

un role protecteur d’Hsp70 des protéines intranucléaires. Nous avons également mis en évidence
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que, lors de la différenciation érythroide GATA-1 et Hsp70 co-immunoprécipitent dans le noyau,
ce qui va dans le sens que Hsp70 protége GATA-1 du clivage par la caspase-3 activée. Pour
confirmer cette hypothese, nous avons réalisé des expériences de protéolyse de GATA-1 par la
caspase-3 in vitro qui ont montré qu’Hsp70 inhibe de fagon dose dépendante et spécifique la
protéolyse de GATA-1 et confirme qu’Hsp70 pourrait étre responsable de la protection de
GATA-1 du clivage par la caspase-3 lors du processus de différenciation érythroide. Nos résultats
montrent que seule la région PBD d’Hsp70 est indispensable a cet effet. En revanche, le domaine
de fixation de I’ATP n’est pas indispensable a cette fonction protectrice de GATA-1. Il restera a
démontrer ultérieurement qu’il existe une interaction physique spécifique entre GATA-1 et le
domaine de fixation peptidique d’Hsp70.

Pour prouver la spécificité du role d'Hsp70, nous avons inhibé son expression au cours de la
différenciation érythroide par une approche siRNA. La transfection de siRNA Hsp70 réduit de
facon significative I'expression nucléaire et cytoplasmique d'Hsp70. Cette diminution est associée
au clivage de GATA-1 lors de la phase d’activation de la caspase-3 observée au cours de la
différenciation des érythroblastes, et entraine I’arrét de maturation, la diminution significative des
geénes dont l'expression est régulée par GATA-1 (Hémoglobine, Bcl-x;) ainsi qu'une
augmentation de la mort cellulaire. Nous avons ensuite confirmé que I’apoptose induite par la
diminution d’expression d’Hsp70 était bien due au clivage de GATA-1, en reversant ce
phénomeéne apoptotique par 1’expression d’un mutant de GATA-1 non clivable par la caspase-3
(LGATA-1) (De Maria et al., 1999b). Les effets de 1’inhibition d’Hsp70 sont abolis dans les
cellules transduites par HGATA-1. Ces résultats démontrent donc le role majeur d’Hsp70
comme agent protecteur de GATA-1 du clivage par la caspases-3, au cours de la maturation
érythroblastique. Toutefois, nous ne pouvons exclure que, dans la lignée érythroide, Hsp70
puisse avoir de surcroit un role, en dehors de la protection de GATA-1, en amont de 1’activation
de la caspase-3 dans le processus de survie et de différenciation (Beere et al., 2000) (Saleh et al.,
2000).

Parallelement a 1’étude des conséquences de I’inhibition d’Hsp70 dans le contexte de cellules
transduites par fGATA-1, nous avons observé 1’effet propre de I’hyperexpression de GATA-1
sur I’érythropoiése. Nous avons pu observer qu’en présence d’Epo, I’hyperexpression de GATA-
1 clivable ou non par la caspase-3, induit un arrét de prolifération, confirmant les précédentes
observations (Munugalavadla and Kapur, 2005). L’inhibition de la prolifération des cellules par

I’hyperexpression de GATA-1 est en accord avec des études moléculaires et une analyse du
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transcriptome qui montrent que GATA-1 régule le cycle cellulaire en induisant la synthese
d’inhibiteurs de la prolifération et la répression de génes mitogenes (Rylski et al., 2003). Nous
avons également observé qu’en absence d’Epo, I’expression de f{GATA-1 inhibe ’apoptose et
I’arrét de la différenciation. La privation en Epo induit donc 1’apoptose et 1’arrét de
différenciation par I’intermédiaire du clivage de GATA-1 (De Maria et al., 1999b). L’effet de
I’expression de fGATA-1 en 1’absence d’Epo suggere que, la seule présence de GATA-1, en
I’absence d’activation de la voie JAK/STAT, permettrait I’expression de génes de différenciation
¢érythroides (Gpa, Hémoglobine) et un niveau d’expression de Bcl-xp ou d’autres protéines anti-
apoptotiques suffisant pour empécher la mort cellulaire.

Nous avons également vérifié que 1’expression d’Hsp70 au cours de la différenciation
érythroblastique n’était pas liée a un stress de culture in vitro, en analysant 1’expression d’Hsp70
in vivo dans des moelles normales humaines provenant de donneurs sains. L.’expression d’Hsp70
dans des <érythroblastes matures provenant de moelle osseuse humaine normale, avait
précédemment été décrite (Singh et al, 1984). Nous avons ainsi confirmé clairement que les
cellules érythroblastiques expriment Hsp70 qui colocalise avec GATA-1. L’expression d’Hsp70
diminue fortement au stade réticulocytaire, ce qui confirme 1’étude précédente montrant
I’absence d’Hsp70 dans les érythrocytes (Singh and Yu, 1984). De fagon intéressante, nous
n’avons pas détecté d’Hsp70 dans la lignée granuleuse reconnue en microscopie confocale par la
forme du noyau caractéristique des polynucléaires ; ce qui est compatible également avec les
observations de Singh et al réalisées apres séparation des différents éléments médullaires par
PERCOLL. Cette donnée est entierement compatible avec des résultats précédemment obtenus
dans le laboratoire montrant une absence d’activation des caspases au cours de la différenciation
des neutrophiles (B Joly, données du labo non publiées). Par ailleurs, il serait intéressant
d’analyser 1’expression d’Hsp70 dans les lignées mégacaryocytaire et monocytaire-
macrophagique qui utilisent, au méme titre que la lignée érythroblastique, les caspases au cours
de leur différenciation terminale (De Botton et al., 2002) (Sordet et al., 2002b).

Pour conclure, nos résultats démontrent le réle majeur d’Hsp70 au cours de la
différenciation érythroide terminale humaine. Ces résultats confirment, sur un modéle de
cellules primaires humaines, le réle anti-apoptotique d’Hsp70, en aval de la caspase-3
activée. Nos travaux confirment notre hypothese qu”’Hsp70 est impliquée dans le mécanisme
de protection sélective des substrats (comme GATA-1) de la caspase-3 activée au cours de la

différenciation érythroide et ouvrent des perspectives pour les autres modéles de
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différenciation impliquant ’activation des caspases (cf. I1.A.4.1.). De plus, nous avons décrit
que ce nouveau role d’Hsp70 est régulé par I’Epo, ce qui accroit le champ du potentiel anti-
apoptotique de cette molécule et de ces utilisations thérapeutiques éventuelles en
hématologie ou sur d’autres types cellulaires exprimant Epo-R a leur surface comme les

cellules neuronales ou les cardiomyocytes par exemple (cf. 1.D.1.1.2.2.1.) (Figure D1).

A partir de ce travail de nombreux axes de recherche sont a poursuivre pour préciser le
role des Hsp au cours de I’érythropoiése :

1) Régulation de ’expression d’HSF2 par ’Epo au cours de I’érythropoiése.

L’activation d’HSF2 semble essentielle a la différenciation érythroide des K562. Il a
précédemment été décrit que 1’induction de la différenciation de ces cellules par ’hémine active
HSF?2 et sa fixation sur le promoteur du géne Hsp70, qui s’accompagne de 1’expression d’Hsp70
et I’accumulation de globine (Sistonen et al., 1992) (Singh and Yu, 1984) (Leppa et al., 1997).

En plus des sites HSE, plusieurs séquences régulatrices agissant en cis, dont une séquence GATA
ont été retrouvées dans la région promotrice du géne hsp70 (Banerji et al., 1987) (Taira et al.,
1999). Dans T. thermophila 1’association des motifs GATA et HSE est nécessaire pour
l'induction de transcription d’Hsp70-1 (Barchetta et al., 2008).

Il serait intéressant d’étudier si, dans le systéeme de culture de cellules primaires que nous avons
utilisé, ’Epo a un r6le similaire sur I’activation d’HSF2 et GATA-1 sur I’expression d’Hsp70.

2) Détermination des mécanismes moléculaires par lesquels I’Epo maintient Hsp70 dans le noyau

au cours de la différenciation.

2.a) Le site d’export nucléaire NES .

Le NES classique d’Hsc70 a été décrit récemment dans un modele de lignée cellulaire tumorale
COS (Tsukahara and Maru, 2004). Nous chercherons a individualiser chez I’Homme le site
d’export nucléaire potentiel dans la partie N-terminale d’Hsp70 et a mettre en évidence sa
fonctionnalité dans notre modele de différenciation érythroide terminale apres la réalisation de
mutants ponctuels. Nous déterminerons si la mutation de la séquence NES permet le maintien
d’Hsp70 dans le noyau et la protection de GATA-1 alors que les caspases sont activées en
I’absence d’Epo.

2.b) Influence de la transduction du signal induit par I’activation d’Epo-R sur Hsp70 .

L’activation d’Epo-R a pour conséquence 1’accumulation nucléaire d’Hsp70 au cours de la

différenciation érythroide terminale. Il est nécessaire d’explorer quel(s) sont les voie(s) et
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mécanisme(s) impliqués dans cet effet sur la localisation d’Hsp70 et ce nouveau rdle anti-
apoptotique de I’Epo.

Il sera intéressant d’analyser si sur la région NES potentielle, il existe des sites de
phosphorylation ou d’interaction avec des protéines jouant un réle dans la transduction du signal
du récepteur a I’Epo.

Il sera également intéressant d’étudier si la propriété d’inhibition de la voie Raf-1/ERK par
Hsp70 (Song et al., 2001) (Gotz et al., 2004) se vérifie dans la lignée érythroide. Ainsi la
transposition de ces résultats d’inhibition de la voie Raf-1/ERK par Hsp70 au cours de
différenciation érythroide pourrait faire envisager un lien paradoxal entre I’expression d’Hsp70 et
I’activation de la caspase-3 ioduite par I’augmentation de 1’expression de Fas secondaire a la
diminution de I’activité de la voie Raf-1/ERK (cf. chapitre [1.A.4.1.1.1.)

3)_Etude du role des autres Hsp au cours de la différenciation érythroide terminale.

Au cours de ce travail, nous avons pu mettre en évidence, qu’hormis Hsp70, d’autres Hsp sont
exprimées par les érythroblastes au cours de leur différenciation. Dans ce travail nous nous
sommes focalisés sur Hsp70 car c’est la seule Hsp pour laquelle nous ayons observé une
localisation dans le noyau et ainsi des interactions avec des protéines nucléaires. Les roles
d’Hsp27 et Hsp90 au cours de 1’érythropoi¢se apparaissent comme d’autres champs
d’investigation.

4) Etude du réle d’Hsp70 dans les pathologies de 1’érythropoicse.

4.a) Maladie de Vaquez.

Enfin, nos résultats pourront trouver des applications majeures dans les pathologies de
I’érythropoiése. Il serait intéressant d’analyser si I’activité constitutive de la voie Jak/Stat dans les
polyglobulies de Vaquez en 1’absence d’Epo permet le maintien d’Hsp70 dans le noyau. Les
érythroblastes de ces patients sont moins sensibles aux stimuli apoptotiques (Pahl, 2000).
L’activation constitutive de la voie Jak/Stat de ces érythroblastes permet 1’hyperexpression de
Bel-xp (cf. 1.D.1.2.2.1.3.1) (Silva et al., 1998). En outre, la surexpression de Bcl-x; dans des
cellules CD34" humaines permet d’obtenir une prolifération et une différenciation érythroide en
absence d’Epo, superposable a ce qui est observé chez les patients atteints de Maladie de Vaquez.
Cet effet semble moins important que celui de la surexpression de STATS, ce qui semble
suggérer que d’autres cibles de STATS pourraient étre impliquées dans le mécanisme

physiopathologique de ces polyglobulies (Garcon et al., 2006). II serait intéressant de vérifier
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I’hypothése que la voie Jak/Stat pourrait permettre le maintien d’Hsp70 dans le noyau en plus de
son réle d’induction de I’expression de Bcel-xy .

4.b) My¢lodysplasie.

Il serait également intéressant d’étudier 1’éventuel role d’Hsp70 dans les phénomeénes
dysérythropoiétiques observés dans les syndromes myélodysplasiques (MDS) ou les
hémoglobinopathies.

Les MDS, encore appelés anémies réfractaires, constituent un groupe hétérogene d’hémopathies
clonales caractérisées par une hématopoicse inefficace, avec apoptose prématurée des précurseurs
my¢éloides avant qu’il n’aboutissent a des cellules sanguines matures (Bogdanovic et al., 1997,
Raza et al., 1995). Il en résulte des cytopénies sanguines (anémie arégénérative et habituellement
macrocytaire, neutropénie, thrombopénie) contrastant avec une moelle le plus souvent riche, ou
les précurseurs myéloides sont morphologiquement anormaux (« dysmyélopoiese »). Les MDS,
qui peuvent rester a un état chronique durant des années, évoluent fréquemment en leucémie
aigu€¢ my¢loblastique et constituent le plus fréquemment des états préleucémiques (Mufti and
Galton, 1986). Nos expériences d’inhibition de I’expression d’Hsp70 apres transfection de
siRNA, nous ont permis de mettre en évidence un aspect apoptotique des érythroblastes lors de la
phase d’activation des caspases, évoquant aux cytologistes des aspects observés chez certains
patients atteints de MDS. L’analyse de I’expression des génes des cellules CD34" médullaires de
patients a permis de souligner une diminution de la synthése d’un membre de la famille Hsp70
(HspA4) dans les MDS a faible risque de transformation leucémique, qui sont caractérisés par un
taux de cellules apoptotiques ¢élevé (Hofmann and Koeffler, 2002). Il a été mis en évidence que
I’invalidation de I’Hsp70 mitochondriale Hspa9b dans un modé¢le de zebrafish induit une anémie
avec une dysérythropoi¢se caractérisée par un exces d’apoptose, mimant des aspects
pathologiques observés chez ’homme dans les myélodysplasies (Craven et al., 2005). Une étude
des cellules médullaires par cytométrie de flux de patients atteints de MDS, a suggéré que les
MDS a faible risque de transformation leucémique auraient une moindre expression des Hsp
(Duval et al.,, 2006). Ces résultats seront confirmer, en particulier par des études de la
localisation cellulaire d’Hsp70 : notre hypothese étant qu’il y aurait un défaut de localisation
nucléaire d’Hsp70 dans certaines MDS induisant 1’apoptose des érythroblastes, au moment de la

phase d’activation des caspases.
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4.c) Hémoglobinopathies.

Dans les hémoglobinopathies également et plus particuliérement dans les PB-thalassémies, une
érythropoiése inefficace fait partie du mécanisme physiopathologique de 1’anémie (Schrier,
2002). Dans les B-thalassémies, définies par un déficit de synthése, partiel ou total de la chaine 3
de I’hémoglobine, plusieurs études ont montré que cette dysérythropoiese était due a un exces
d’apoptose (Yuan et al., 1993a) (Mathias et al., 2000) (Centis et al., 2000) (yuan et al, 1993).
Dans les B-thalassémies, la majorité des érythroblastes apoptosent au stade polychromatophile ou
I’hémoglobinisation et ’activation de la caspase-3 sont intenses. Notre hypothése serait que
I’exceés de chaines d’a-globine ou de protéines altérées par les ROS (« Reactive Oxygen
Species ») fixeraient toutes les Hsp disponibles, dont Hsp70 qui ne pourrait alors pas protéger
GATA-1 du clivage par les caspases.

Ainsi, dans ces différents modeles de dysérythropoiése nous pourrions évaluer I’effet bénéfique,
sur la différenciation érythroide terminale des érythroblastes de ces patients, de 1’expression
d’Hsp70 muté dans sa séquence NES qui serait alors séquestrée dans le noyau ou du mutant

UGATA-1 non clivable par la caspase-3.

Tous ces différents axes de recherche permettront de compléter ce travail qui a permis de
mettre en évidence que Hsp70 est une nouvelle protéine anti-apoptotique majeure de
I’érythropoiese dont la modulation apparait étre une nouvelle voie thérapeutique en

hématologie et autres domaines.
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NOUVELLE

Hsp70, I’ange gardien

de GATA-1 lors

de la différenciation

des globules rouges

Julie Vandekerckhove, Jean-Antoine Ribeil, Yaél Zermati,
Carmen Garrido, Genevieve Courtois, Eric Solary, Olivier Hermine

> Uérythropoiése est le processus permet-
tant la production des globules rouges
matures a partir de cellules souches héma-
topoiétiques, et il est finement régulé par
I’effet combiné du microenvironnement
médullaire -au sein de structures appe-
lées Tlots érythroblastiques- et par des
facteurs de croissance. Ce programme de
différenciation est en grande partie sous le
contrdle du facteur de transcription GATA-
1. Celui-ci active la transcription de génes
érythroides, comme ceux qui codent pour
la glycophorine, les chaines de I’hémoglo-
bine et le récepteur de I’érythropoiétine
(EpoR) ainsi que le géne de survie BelX;.

Les progéniteurs érythroides les plus pré-
coces appelés BFU-E (burst forming unit-
erythroid, ainsi nommés parce que in vitro
en milieu semi-solide, ces progéniteurs
produisent des colonies éclatées en mul-
tiples agrégats), requiérent la présence
de stem cell factor (SCF) et d’érythro-
poiétine (Epo) [1];ils donnent naissance
aux progéniteurs CFU-€ (colony-forming
unit-erythroid) qui eux, sous le contrdle
strict de I’Epo, vont se différencier en
cellules morphologiquement identifiables
de la lignée érythroblastique, les proé-
rythroblastes. Ces proérythroblastes vont
ensuite se différencier successivement en
érythroblastes basophiles, polychroma-
tophiles et acidophiles. L"énucléation de
I’érythroblaste acidophile donne nais-
sance aux réticulocytes qui maturent
finalement en globules rouges (Figure 1).
Le SCF et I’Epo sont les deux cytokines prin-
cipales nécessaires a la production des
globules rouges. La production d’€po est
régulée par I"oxygénation rénale, permet-
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tant ainsi le controle de la production de
globules rouges. La baisse du taux d’€po
va diminuer les signaux de prolifération
et surtout induire "apoptose des érythro-
blastes et ainsi diminuer la production des
globules rouges. Par ailleurs il a été montré
que les érythroblastes immatures expriment
a leur surface le récepteur de mort Fas, alors
que les plus matures expriment Fas-L [2].
Ainsi au sein de I'lot érythroblastique, les
érythroblastes les plus matures interagis-
sent avec les plus immatures et induisent
I'activation de Fas, ce qui a pour consé-
quence I'activation des caspases.

Implication de la caspase 3

dans I’apoptose des érythroblastes

et le controle de I’érythropoiese
U'apoptose des érythroblastes est dépen-
dante des caspases, et, de ce fait, les
caspases et en particulier la caspase-3,
enzyme principale effectrice de 'apoptose,

jouent un réle majeur dans la régulation de
I’érythropoiése. En effet, I'absence d’acti-
vation de la voie Jak2/STAT5 normalement
induite par le récepteur de I'€po conduit
a une diminution de I"expression de BclX|,
diminution responsable de la dépolarisa-
tion de la mitochondrie et de 'activation
de la caspase 9 au sein de I"apoptosome,
qui elle-méme va activer la caspase 3. Au
cours de ce processus apoptotique, la cas-
pase-3, en clivant GATA-1, entraine une
amplification de la diminution d’expres-
sion de BclX, (en diminuant Ieffet tran-
sactivateur de GATA-1 sur le gene codant
BclX,) et également un arrét de matura-
tion (en diminuant Ieffet transactivateur
de GATA-1 sur les genes codant les génes
de la différenciation érythroide). Lacti-
vation de Fas va induire I'activation de
la caspase 8, qui elle va cliver la protéine
bid en tbid, qui induit une dépolarisation
de la mitochondrie. A ce niveau, I'€po,
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Figure 1. L’érythropoiése est le processus permettant la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques en globules rouges matures. La dépendance en érythropoiétine débute au stade
BFU-€ et s’arréte au stade proérythroblaste, le SCF débute son action en amont. L'expression
des marqueurs de surface utilisés pour caractériser les différents précurseurs érythroides est
indiquée. CSH : cellule souche hématopoiétique ; PMC: progéniteur myéloide commun ; PME : pro-
géniteur commun mégacaryocyte-érythrocyte ; CFU-€: colony-forming unit-erythroid ; BFU-E€:

burst-forming unit-erythroid.
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en augmentant les taux de BclX, permet
de controler I’apoptose et le clivage de
GATA-1. Ainsi, en fonction des taux relatifs
de Fas-L et d’€po, les érythroblastes vont
survivre et se différencier (Epo > Fas-L),
vont survivre mais étre bloqués dans leur
maturation (Fas-L = Epo), ou vont entrer
en apoptose et arréter leur maturation
(Fas-L > €po).

La similitude de certains changements
morphologiques s’opérant au cours de la
différenciation érythroide terminale et
de I'apoptose (condensation nucléaire,
condensation de la chromatine, conden-
sation cytoplasmique, perte d’organites)
nous a conduit @ faire I’hypothese que
les caspases pourraient étre également
impliquées dans le processus de diffé-
renciation érythroblastique. Nous avons
ainsi montré que la caspase-3 est activée
par la caspase 9, probablement en raison
d’une expression constitutive de Bax dans
les érythroblastes (J. Vandekerckhove et
G. Courtois, données non publiées), et que
cette activation est nécessaire a la matu-
ration terminale des érythroblastes [3].
Elle clive, comme au cours de I'apoptose,
la lamine B et acinus (une protéine activée
par cIivage), entrafnant respectivement
la condensation du noyau et de la chro-
matine des érythroblastes. Cependant,
contrairement a ce qui se produit au cours
de I'apoptose, le facteur de transcription
GATA-1 n’est pas clivé par la caspase-3
au cours de la différenciation érythroide

terminale. Ainsi, la régulation de I’érythro-
poiese est non seulement liée au niveau
d’activation des caspases mais aussi, en
aval de cette activation, a "accessibilité
de leurs cibles.

Hsp 70 protege GATA-1

de la dégradation

Pour expliquer les mécanismes régulant
le choix entre apoptose et différencia-
tion, nous avons fait "hypothese que la
protéine de choc thermique Hsp70 pour-
rait étre impliquée dans la régulation
de I'accessibilité des caspases a leurs
cibles. Les érythroblastes expriment de
fagon constitutive la protéine de choc
thermique Hsp70. Cette protéine agit
habituellement en chaperonnant les pro-
téines dénaturées par la chaleur pour leur
permettre de reprendre leur conformation
native. Au cours de la différenciation
érythroblastique, Hsp70 est exprimée de
facon constitutive et se localise dans le
noyau ou elle interagit avec GATA-1. A ce
niveau, elle protege ce facteur du clivage
par la caspase-3 [4]. €n accord avec le
role d’Hsp70 comme protéine protectrice
de GATA-1, le sevrage en €po, qui induit
I’apoptose, s’accompagne de la sortie
nucléaire d’Hsp70, ce qui permet alors @
la caspase 3 de cliver GATA-1 et d’induire
une augmentation de I'activation des
caspases et 'apoptose. Ainsi, I’Epo pro-
tége les cellules érythroides en cours de
différenciation du clivage de GATA-1 par

+ Epo
Cytoplasme

Survie
et différenciation

- Epo

Apoptose

la caspase-3 en assurant le maintien de
la localisation nucléaire de Hsp70. Il reste
a élucider les mécanismes par lesquels
I’Epo induit la rétention d’Hsp70 dans le
noyau, et pourquoi "ADN n’est pas clivé
au cours de la différenciation érythroide.
Dans le modele que nous proposons, les
caspases seraient activées au cours de la
différenciation érythroide et sont indis-
pensables a la maturation terminale. Le
devenir de I'érythroblaste, entre différen-
ciation et apoptose, ne serait plus uni-
quement sous le controle du niveau d’ac-
tivation des caspases, mais aussi sous le
contrdle de I'expression et de la locali-
sation nucléaire d’Hsp70. L'expression
d’Hsp70 pourrait étre sous le contréle de
GATA-1, mais aussi de I’hypoxie, ce qui
constituerait un niveau supplémentaire
de contrdle des globules rouges au niveau
médullaire [5]. Ce systéme & la fois com-
plexe mais rapide permettrait de réguler
de fagon fine et coordonnée le taux de
fabrication des globules rouges simple-
ment en contrélant le passage nucléo-
cytoplasmique d’Hsp70.

Un réle plus large pour Hsp70

dans le processus tumoral ?

Ce modéle pourrait s’appliquer a d’autres
types cellulaires nécessitant I’activation
des caspases pour leur différenciation
terminale comme les kératinocytes, les
cellules du cristallin, les cellules mus-
culaires, les mégacaryocytes lors de la
formation des proplaquettes ou encore
les monocytes lors de leur différencia-
tion en macrophages [5, 6, 7-10].

La compréhension des mécanismes d’ex-
pression constitutive d’Hsp70 au cours
de I’érythropoiese, et des processus de
signalisation par lesquels le récepteur
de I'Epo induit la localisation nucléaire
d’Hsp70, pourrait apporter des éclaircis-
sements sur les mécanismes de diverses
pathologies érythroides, telles que cer-
taines polyglobulies ou a Iinverse certai-

Figure 2. Modeéle de la protection de GATA-1 du clivage par la caspase-3 par Hsp70 au cours de la nes myélodysplasies. €n effet, dans les

différenciation érythroblastique. L'Epo permet le maintien de la localisation nucléaire d’Hsp70,  polyglobulies qui ne sont pas associées a
des mutations de la kinase Jak2 [11], une

activation constitutive de la voie de signa-

ce qui protege GATA-1 du clivage par la caspase-3. €n "absence d’€po, Hsp70 est délocalisée vers
le cytoplasme et la caspase-3 peut alors cliver GATA-1, ce qui entraine I'arrét de différenciation

et "apoptose des progéniteurs érythroblastiques. lisation responsable du maintien d’Hsp70
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pourrait conduire a une polyglobulie sans
doute d’intensité atténuée par rapport
au phénotype observé dans la maladie
de Vaquez. Dans les myélodysplasies, une
sortie anormale d’Hsp70 du noyau pourrait
expliquer le tableau biologique des formes
de bas grade caractérisées par un arrét
prématuré de la différenciation et une
augmentation de I"apoptose alors que la
prolifération est conservée.

Par ailleurs, nos résultats pourraient éga-
lement s’appliquer a d’autres hémopa-
thies malignes et cancers qui ne touchent
pas seulement I"érythropoiése. Par exem-
ple, il a été montré que les blastes de
patients atteints de LMC (leucémie myé-
loide chronique) résistant au traitement
par P'imatinib (Glivec®) (un inhibiteur
de tyrosine kinase bloquant I'activité
catalytique de bcr-abl) surexpriment
Hsp70 [12] par un mécanisme restant a
élucider. Linhibition de I’expression et/

ou de la localisation nucléaire d’Hsp70
pourrait, dans cette hypothese, rétablir
la sensibilité au Glivec®. De méme I’hy-
per-expression d’Hsp70 explique la résis-
tance aux drogues de certains cancers
notamment du sein [13].9

Hsp 70, lifesaver of GATA-1

during erythroid differentiation
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RESUME

La différenciation érythroide est sous la dépen-
dance du facteur de transcription GATA-1 qui régule
I’expression des génes érythroides (hémoglobine, gly-
cophorine, récepteur a I’érythropoiétine) et de 1’éry-
thropoiétine. La différenciation érythroide terminale
est caractérisée par des modifications morphologiques
comprenant une réduction progressive du volume cel-
lulaire et du noyau associée a une condensation mar-
quée de la chromatine. Les changements morpholo-
giques sont en partie comparables a ceux qui sont
observés au cours de I’apoptose. La production de
globules rouges dépend du taux d’apoptose des pro-
géniteurs et des précurseurs érythroides. La privation
en érythropoiétine ou ’induction de la voie Fas abou-
tissent a D’activation de la caspase-3, ce qui a pour
conséquence la protéolyse de GATA-1, ’arrét de
maturation et I’apoptose des érythroblastes imma-
tures. Récemment nous avons mis en évidence qu’en

présence d’érythropoiétine, I’activation de la caspase-
3 est également indispensable aux modifications mor-
phologiques caractéristiques observées au cours de la
différenciation érythroide terminale chez ’Homme.
Les protéines clivées par les caspases, lors de I’éry-
thropoiése, comprennent la Lamine B et Acinus
impliquées dans la condensation de la chromatine.
Par contre, alors que la caspase-3 est activée, le cli-
vage de GATA-1 et I’apoptose ne sont pas observées.
Ainsi, le devenir des précurseurs érythroides est
déterminé en aval de D’activation des caspases en
fonction des substrats qu’elles clivent. Il semble donc
qu’existent lors de I’érythropoiése, des mécanismes de
protection sélective des substrats vis a vis des cas-
pases activées. Cette nouvelle fonction des caspases
que nous décrirons dans cette revue pourrait jouer un
role dans d’autres systémes hématopoiétiques et non
hématopoiétiques.

SUMMARY Erythropoiesis: a paradigm for the role of caspases in cell death and differentiation

Erythroid differentiation involves the transcription
factor GATA-1 that positively regulates promoters
of erythroid genes (including haemoglobin, glyco-
phorin, erythropoietin receptor) and of erythropoie-
tin. Terminal erythroid differentiation is characteri-
zed by major morphological changes that include
chromatin condensation and cell size reduction. The
morphological changes are partially similar at least to
those observed during apoptosis. The production of
red cells depends on the apoptosis rate of erythroid
progenitors and precursors. Upon erythropoietin
starvation or engagement of the death receptor Fas,
caspases are activated in erythroid precursors and
cleave GATA-1, thus inducing maturation arrest and
apoptosis of immature erythroblasts. We have
recently demonstrated that, upon erythropoietin sti-

mulation, caspase-3 was also activated, an event
required for human terminal erythroblast matura-
tion. Proteins cleaved by caspases in erythroid cells
undergoing terminal differentiation include Lamin B
and Acinus, which are involved in chromatin conden-
sation. In contrast, despite caspase-3 activation nei-
ther GATA-1 degradation nor apoptosis was obser-
ved. Thus, the fate of erythroid precursors is
determined downstream of caspase activation by the
pattern of cleaved targets. Therefore, there are some
mechanisms underlying the selective protection of
caspase-3 targets during erythropoiesis. This model in
which caspases activation is required for differentia-
tion may apply to other haematopoietic or non hae-
matopoietic cellular systems which are described in
this review.

Article available at http://www.biologie-journal.org or http://dx.doi.org/10.1051/jbio:2005023
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INTRODUCTION

L’érythropoiése est un processus complexe qui abou-
tit a la formation de 100.10° globules rouges par jour.
Elle a lieu chez 1’adulte dans la moelle osseuse. La pro-
duction de globules rouges dépend du taux d’apoptose
des progéniteurs et des précurseurs érythroides. Elle est
finement régulée pour permettre d’adapter la production
aux besoins en oxygene des tissus périphériques. Récem-
ment nous avons mis en évidence que 1’activation d’une
enzyme impliquée lors de 1’apoptose, la caspase-3, est
également indispensable aux modifications morpholo-
giques caractéristiques observées au cours de la différen-
ciation érythroide terminale chez I’Homme (Zermati et
al.,2001). Dans ce contexte de différenciation, bien que
la caspase-3 soit activée, il n’y a ni apoptose ni clivage
du facteur de transcription GATA-1 qui est indispen-
sable a la différenciation érythroide terminale. L’objet de
cette revue est de discuter, a travers le modele de diffé-
renciation érythroide terminale, les mécanismes physio-
logiques de différenciation cellulaire faisant intervenir les
caspases.

SOCIETE DE BIOLOGIE DE PARIS

L’ERYTHROPOIESE : GENERALITES

Les érythrocytes de I’homme adulte normal proviennent
d’une cellule souche hématopoiétique présomptive. Celle-
ci va s’engager dans une voie de différenciation myéloide,
vers un progéniteur multipotent. Ce progéniteur appelé
CFU-GEMM (pour Colony Forming Unit
Granulocyte/Erythrocyte/Mégacaryocyte/Macrophage) va
ensuite se différencier en un progéniteur restreint a la voie
érythroide appelé BFU-E (pour Burst Forming Unit Ery-
throid). Le BFU-E va proliférer et se différencier par étapes
successives pour aboutir a la formation de précurseurs éry-
throblastiques morphologiquement reconnaissables au
niveau médullaire (proérythroblastes et érythroblastes) et
de globules rouges matures dans le sang circulant en envi-
ron trois semaines chez I’Homme (Gregory et al., 1978)
(Fig. 1). L’engagement des progéniteurs multipotents vers
la voie érythroide semble s’effectuer grace a une combi-
naison d’expression de facteurs de transcription et en par-
ticulier du facteur GATA-1 qui permet la régulation posi-
tive des promoteurs des geénes érythroides comme la
glycophorine A, I’hémoglobine, et le récepteur a I’éry-
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thropoiétine. En son absence, la production de globules
rouges est impossible. Des expériences sur des cellules
souches embryonnaires (ES) invalidées pour le géne de
GATA-1 ont montré que, dans les phases précoces, la pro-
téine GATA-1 pouvait étre remplacée par d’autres facteurs
de transcription de la famille GATA tel que GATA-2 (Can-
tor et al., 2002). Par contre, GATA-1 est absolument néces-
saire dans les phases tardives de 1’érythropoicse, car cette
protéine régule progressivement I’expression de la protéine
anti-apoptotique Bcl-x; (Fig. 1). Les différents progéni-
teurs érythroides ont été définis grace a leurs caractéris-
tiques de culture en milieux semi-solides. Les progéniteurs
BFU-E vont donner de grosses colonies érythroides conte-
nant plusieurs centaines de milliers d’érythroblastes
matures, aprés vingt et un jours de culture chez I’Homme.
Les progéniteurs plus avancés dans leur différenciation
comme les BFU-E matures vont donner des colonies de
plus petite taille en quatorze jours, alors que les CFU-E qui
sont les progéniteurs les plus matures vont donner des
colonies d’environ 30 a 60 érythrocytes en moins d’une
semaine. Grace a ces techniques en milieux semi-solides,
les caractéristiques immunophénotypiques et les besoins en
facteurs de croissance de ces différents progéniteurs ont pu
étre déterminés. Les progéniteurs les plus précoces expri-
ment ’antigene CD34, et le récepteur au stem cell factor,
c-kit. A partir du stade BFU-E, le récepteur a 1’érythro-

poiétine commence a étre exprimé avec un maximum
d’expression au niveau des CFU-E. Les antigénes éry-
throides spécifiques, comme les antigenes des groupes san-
guins, s’expriment au niveau des CFU-E ainsi que la gly-
cophorine A. D’autres marqueurs non spécifiques
permettent d’identifier ces progéniteurs comme par
exemple le récepteur a la transferrine fortement exprimé a
partir des BFU-E et I’antigéne CD36 (également présent
sur les mégacaryocytes et les monocytes matures) (Gregory
et al., 1978). De méme, les facteurs de croissance néces-
saires au développement de ces différents progéniteurs ont
pu étre déterminés. Pour la régulation positive, deux fac-
teurs semblent étre indispensables, le stem cell factor (SCF)
pour les phases précoces jusqu’au stade CFU-E et 1’éry-
thropoiétine (Epo) a partir des BFU-E tardifs jusqu’au
stade des érythroblastes (Koury ef al., 2002).

CY,TOKINES REGULANT POSITIVEMENT
L'ERYTHROPOIESE
Stem Cell Factor

Le SCF est fabriqué par les cellules stromales de la
moelle osseuse. Il existe sous une forme soluble et une
forme trans-membranaire qui semble étre prédominante
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pour la régulation de I’érythropoiese puisque les souris
n’exprimant que la forme soluble sont anémiques. Le
SCF agit sur son récepteur c-kit, qui est un récepteur a
tyrosine kinase, et va induire des signaux intracellulaires
essentiellement de survie et de prolifération pour les pro-
géniteurs érythroides. Il agit en synergie avec d’autres
facteurs pour la prolifération, notamment avec le GM-
CSF et I’interleukine 3. Il pourrait également augmenter
la sensibilité des CFU-E a I’Epo. L’activation de la P13-
kinase par c-kit est sans doute une des voies principales
pour augmenter la prolifération et la survie, par I’inter-
médiaire de la phosphorylation de la protéine AKT (voir
plus loin) (Fig. 2). Actuellement, il n’y a aucun argument
démontrant 1’existence d’une régulation de la produc-
tion de SCF en fonction de I’hypoxie tissulaire ou, a
I’inverse, en fonction de 1’hyperproduction de globules
rouges. Son expression semble constitutive.

Erythropoiétine
L’érythropoiétine (EPO) est le facteur régulateur prin-
cipal de I’érythropoicse. Elle est produite par le rein et

va agir au niveau de la moelle osseuse pour stimuler la
production des globules rouges. Cette production de glo-

fi»
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\

bules rouges va apporter de 1’oxygene dans les cellules
rénales qui vont alors diminuer leur synthése d’EPO, ce
qui aura pour conséquence la diminution en retour de la
production de globules rouges. Il existe donc a ce niveau
une véritable régulation endocrine, le rein étant la « glande »
productrice et la moelle osseuse ’organe cible (Fig. 3).
Ainsi physiologiquement on a pu retrouver une parfaite
corrélation entre le taux d’hémoglobine et le taux d’EPO.
Pour un taux d’hémoglobine normal d’environ 12 g/dl,
le taux d’EPO circulante est d’environ 20 unités/l. Ce
dernier va augmenter en fonction de la baisse du taux
d’hémoglobine pour atteindre environ 200 unités/I,
lorsque I’hémoglobine atteint 7 g/dl. Cette production est
altérée de facon significative au cours de nombreuses
pathologies a 1’origine d’une anémie.

Régulation de la synthése d’EPO
par les cellules rénales

L’EPO est donc une hormone circulante qui gouverne
la production de globules rouges. En réponse a 1’anémie
ou I’hypoxie, les taux circulants peuvent augmenter
jusqu’a 1000 fois. La régulation de la production d’EPO
est donc cruciale. De nombreux travaux ont contribué a
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montrer que le rein est le principal lieu de production de
I’EPO chez I’adulte. L’absence de réponse a 1’anémie
chez le sujet nephrectomisé en est la preuve par excel-
lence. En plus du rein, le foie est capable de produire de
I’EPO chez I’adulte, les cellules impliquées étant les
hépatocytes et les cellules de Ito. Les mécanismes res-
ponsables de la sensibilité des cellules a I’hypoxie com-
mencent a étre mieux compris. Une somme considérable
de travaux des derniéres années a établi un role majeur
pour les facteurs de transcription HIF (Hypoxia indu-
cible Factor) dans cette fonction et ont fait 1’objet de
revues récentes (Brahimi-Horn et al., 2005).

Meécanismes moléculaires de I’action de PEPO
au niveau des érythroblastes

Au niveau médullaire, ’EPO agit sur son récepteur
situé sur les BFU-E et les CFU-E (Gregory et al., 1978 ;
Koury et al., 2002). L’homodimérisation des récepteurs
de ’EPO va aboutir au recrutement des protéines a acti-
vité tyrosine kinase telles que JAK2 qui vont alors phos-
phoryler en retour le récepteur et ses substrats. Il semble
bien établi que les voies activées par le récepteur de
I’EPO permettent la prolifération et la survie des cellules
par I’intermédiaire de I’activation de la PI 3-Kinase, et
sans doute des MAP kinases. Le récepteur a I’EPO activé
recrute également les protéines STAT et en particulier
STATSA et STATSB, qui vont étre phosphorylées par la
protéine JAK2. Ces protéines STATS une fois phospho-
rylées vont s’hétérodimériser, puis migrer dans le noyau
pour augmenter 1’expression de certains genes. Actuel-
lement, il n’y a pas de géne de différenciation érythroide
spécifiquement induit par STATS. Par contre, STATS
agit en synergie avec GATA1 pour augmenter 1’expres-
sion de Bcl-x;, augmentant ainsi la survie cellulaire
(Fig. 2). Ainsi il semble que I’action principale de I’'EPO
soit d’augmenter la survie des progéniteurs érythroides
(Koury et al., 1990). Le modele proposé actuellement est
un modele ou les progéniteurs érythroides tardifs, essen-
tiellement les CFU-E, auraient un seuil de sensibilité a
I’EPO variable. Certains de ces progéniteurs seraient tres
sensibles a I’EPO et pourraient donc survivre en pré-
sence de faibles taux d’EPO, d’autres au contraire
seraient trés peu sensibles et nécessiteraient des taux éle-
vés d’EPO pour survivre (Fig. 3). Les mécanismes défi-
nissant les niveaux de sensibilité de ces progéniteurs ne
sont pas connus. On sait qu’ils ne sont pas liés a une
variation du nombre de récepteurs ni a une variation de
leur affinité. Ce modéle permettrait de rendre compte de
la synergie existant entre le SCF et I’Epo. Le SCF, en
activant fortement la PI 3-kinase, permettrait la phos-
phorylation d’AKT qui elle méme phosphorylerait des
protéines telles que BAD, permettant ainsi la libération
de la protéine anti-apoptotique Bcl-x;. De son coté
I’EPO, en activant STATS, permettrait d’augmenter
I’expression de Bcl-x; (Fig. 2). Ce schéma est sans doute
trop simpliste et d’autres mécanismes moléculaires en jeu
restent encore a découvrir.

La régulation positive de 1’érythropoiese se ferait
essentiellement par inhibition de I’apoptose des progé-

niteurs et des précurseurs érythroides par I’intermédiaire
de la modulation de la protéine Bcl-x;. La prolifération
et la différenciation s’effectueraient ensuite de fagon non
régulable une fois assurée la survie des progéniteurs. 11
ne semble pas que le récepteur de I’EPO puisse envoyer
des signaux spécifiques de différenciation. En effet, si
I’on remplace les récepteurs de I’EPO par d’autres récep-
teurs de cytokines spécifiques d’autres lignages (G-CSF,
Thrombopoiétine, Prolactine), la différenciation s’effec-
tue normalement a partir du moment ou la survie est
possible.

ROLE DES CASPASES DANS L'ERYTHROPOIESE

Role des caspases dans la régulation négative
de I’érythropoiése

Pour éviter une trop forte production de globules
rouges, I’érythropoiese doit étre régulée de fagon néga-
tive. Cette régulation négative s’effectue essentiellement
par le taux d’EPO circulante comme nous venons de
I’expliquer. Plus récemment, il a été démontré que la
régulation négative de I’érythropoiese s’effectue par un
mécanisme paracrine faisant jouer les récepteurs de mort
tels que Fas. Dans ce modele, il a été proposé que les
érythroblastes en fin de différenciation (érythroblastes
polychromatophiles et acidophiles) expriment Fas-
Ligand et qu’au niveau de la moelle osseuse, au sein des
ilots érythroblastiques composés d’un macrophage
entouré d’érythroblastes a tous les stades de maturation,
ils interagiraient directement avec les progéniteurs et les
précurseurs érythroblastiques plus précoces exprimant le
récepteur Fas pour induire ’arrét de la maturation et
I’apoptose. Ainsi le taux d’érythroblastes matures dans la
moelle pourrait contrdler rétroactivement 1’érythropoic¢se
en induisant 1’apoptose des précurseurs érythroblastiques
(De Maria et al., 1999).

Pour rappel (Fig. 4), Fas-Ligand, en agissant sur son
récepteur Fas, induit le recrutement de caspases, essen-
tiellement la caspase-8 qui, elle méme, va activer en
retour la caspase-3 pour induire le clivage des protéines
nécessaires a la structure et a I’intégrité du noyau et de la
chromatine. Cette activation de la caspase-3 va ainsi
conduire a I’apoptose. De plus, I’activation de la caspase-
8 clive et active la protéine Bid qui permet alors la dépo-
larisation de la membrane mitochondriale. Une fois dépo-
larisée, la mitochondrie va libérer du cytochrome c dans
le cytoplasme, ce qui aboutit a la formation de 1’apopto-
some comprenant la pro-caspase-9 et le facteur Apaf-1.
L’apoptosome va induire 1’activation de la caspase-9 qui
va cliver la caspase-3 et conduire également a 1’apoptose
par cette voie mitochondriale. Cette deuxi¢me voie
d’apoptose peut étre inhibée par de forts taux de la pro-
téine Bcl-x; qui empéche la dépolarisation de la mito-
chondrie. Au niveau de I’érythropoiése, la protéine
GATA-1 est une des cibles de la caspase-3. Son clivage
va induire un arrét de I’expression des geénes nécessaires
a la maturation et induire ainsi un blocage de la diffé-
renciation érythroide. De plus, le clivage de GATA-1 va
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conduire a une diminution de ’activité du promoteur du
geéne de Bel-x; (De Maria et al., 1999). Dans ce modele
faisant intervenir Fas/Fas-ligand, I’EPO pourrait agir en
bloquant les effets apoptotiques de Fas-ligand. En effet,
en augmentant les taux de Bcl-x,, elle permettrait de blo-
quer la dépolarisation de la mitochondrie induite par Bid
et ainsi de diminuer ’activation de la caspase-9 et de la
caspase-3 et finalement de I’apoptose (Kroemer et al.,
1998). Dans ce modele, il faut donc considérer que ’acti-
vation de la caspase-3, qui fait suite a ’activation de Fas,
passe essentiellement par la voie mitochondriale (comme
dans les hépatocytes) plutdt que directement par la voie
de la caspase-8 (Fig. 4). Ainsi les caspases sont les
enzymes clés de la régulation négative de I’érythropoicse.

Role des caspases dans la maturation terminale
des érythroblastes

Plusieurs observations indiquent que ’activation des
caspases est impliquée dans le processus de maturation

érythtroide et pourrait jouer un réle important dans ce
phénomene. Une premiere étude a montré que les cas-
pase-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, et -9 sont exprimées dans les
cellules érythroides [10]. Les taux de procaspase-2, -3 et
-8 sont nettement plus ¢élevés dans les érythroblastes
immatures que dans les érythroblastes matures (Gregoli
et al., 1999). Récemment, nous avons testé I’hypothése
selon laquelle les caspases pourraient étre activées au
cours de 1’érythropoi¢se normale et expliquer les chan-
gements morphologiques observés au cours de la matu-
ration terminale. Nous avons pu mettre en évidence que
la caspase-3 est activée de fagon transitoire au moment
ou les changements morphologiques des érythroblastes
apparaissent (Zermati et al., 2001). Cette activation se
fait par la voie mitochondriale avec dépolarisation de sa
membrane et activation de la caspase-9 (Zermati ef al.,
2001). Nous avons également montré que 1’activation de
la caspase-3 est associée a I’activation de la caspase-6 et
au clivage de la Lamine B, qui pourrait étre responsable
de la condensation nucléaire comme cela a été décrit au
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cours de I’apoptose. De plus la protéine Acinus, respon-
sable de la condensation de la chromatine mais pas de sa
dégradation, est activée par clivage par la caspase-3 au
cours de la différenciation érythroblastique. A I’inverse,

bien que les caspases effectrices soient activées, les cel-
lules n’entrent pas en apoptose puisqu’elles n’expriment
pas de phosphatidyl sérines a leur membrane, et ICAD
I’inhibiteur de CAD, nucléase responsable du clivage du
DNA, n’est pas clivée, et GATA-1 n’est pas dégradée
(Fig. 5) (Zermati et al., 2001). L’addition d’un inhibiteur
des caspases comme le z-VAD a la culture érythroide
juste avant la phase d’activation des caspases entraine un
blocage de la différenciation érythroide au stade baso-
phile (Zermati et al., 2001). Cette observation a été
récemment confirmée et approfondie par la démonstra-
tion du réle essentiel de la caspase-3 dans la différentia-
tion érythroide a 1’aide d’une stratégie d’inhibition spé-
cifique de cette protéase par ARN interférence (siRNA)
(Carlile et al., 2004). Ces données ont aussi été confir-
mées dans les érythroblastes murins (Kolbus et al.,
2002). Dans ce modele, il a été montré que 1’hyper-
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expression de Raf-1, qui prévient 1’activation des cas-
pases, empéche la maturation érythroide en inhibant la
différenciation induite par les caspases. Un phénoméene
opposé est observé chez les souris Rafl/~ (Kolbus et
al., 2002). En plus des caspases, une étude récente sug-
gere un role possible de p53 pendant les derniéres étapes
de la différenciation érythroblastique. Une expression
importante de p53 est observée dans les érythroblastes
acidophiles : cette activation de p53 pourrait étre liée a
la dégradation nucléaire qui a lieu dans ces cellules, sans
I’exécution complete du processus apoptotique (Peller
et al., 2003).

Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des
précurseurs érythroides se décide en aval de 1’activation
de la caspase-3. Le passage apoptose versus différencia-
tion serait donc déterminé par les cibles clivées par les
caspases. Dans ce modele de différenciation induite par
les caspases, il reste & comprendre par quels mécanismes
les cibles sont protégées du clivage puisque la protéine
GATA-1 colocalise avec la caspase-3 activée dans le
noyau.
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ROLE DES CASPASES

DANS LA DIFFERENCIATION DES CELLULES
HEMATOPOIETIQUES EN DEHORS

DE L'ERYTHROPOIESE ET DANS L'ACTIVATION
DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Le role des caspases dans la différenciation érythro-
blastique n’est pas limité a ce modele et a été retrouvé
dans d’autres processus de différenciation hématopoié-
tique et de régulation du systeme immunitaire.

Role des caspases dans le systéme immunitaire

La caspase-1 a ét¢ initialement identifiée comme la pro-
téase responsable de la maturation d’une cytokine multi-
fonctionnelle, I’Interleukine 1 (IL-1p) (Cerretti ef al.,
1992). 11 a ensuite été démontré qu’elle était également
impliquée dans la maturation de I’IL-18 (Ghayur et al.,
1997). La caspase-3 interviendrait dans le processus de
maturation de I’IL-16 des cellules T (Wu et al., 1999). Les
caspases sont impliquées dans I’activation lymphocytaire T
et dans différentes voies de différenciation. L’activation de
la caspase-3, sans apoptose, a été rapportée pour la premicre
fois dans des lymphocytes T stimulés par la phytohéma-
glutinine (PHA) pendant les premicres étapes de la prolifé-
ration lymphocytaire T (Miossec et al., 1997). Ces résultats
ont ensuite été confirmés et la participation de protéases de
la famille de la caspase-3 a été mise en évidence dans I’acti-
vation lymphocytaire T apres stimulation par des mitogénes
et I'IL-2. Les mécanismes moléculaires d’activation des
caspases dans ces systemes restent a déterminer.

Role des caspases dans la différenciation
des monocytes en macrophages

Une activation de la caspase-3 et de la caspase-9 est
observée au cours de la différenciation des monocytes du
sang circulant en macrophages en réponse au “macro-
phage colony-stimulating factor” (M-CSF), en I’absence
d’apoptose. Cette activation des caspases n’est pas obser-
vée lors de la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques induite par I’IL-4 et le “granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor” (GM-CSF) (Sordet et
al., 2002). Lors de la différenciation macrophagique
comme au cours de 1’érythropoiese (Zermati et al., 2001),
I’activation des caspases-3 et -9 est induite par la voie
mitochondriale avec libération de cytochrome c¢ mito-
chondrial et protéolyse d’Acinus alors qu’il semble que
certains substrats tels que PARP soient protégés de ’acti-
vation des caspases (Sordet et al., 2002). Cette différen-
ciation est inhibée par un inhibiteur des caspases et par
I’hyperexpression de Bcl2 (Sordet ef al., 2002). Les
cibles et les mécanismes d’action des caspases dans ce
processus restent a étre ¢lucidés.

Role des caspases
dans la différenciation mégacaryocytaire

L’activation des caspases est également nécessaire a la
différenciation mégacaryocytaire. Comme au cours de

I’érythropoiese, les caspases jouent des roles contrastés
au cours de la mégacaryopoiese. L’activation des cas-
pases induite par Fas inhibe la mégacaryopoiése. L’ anti-
corps agoniste anti-CD95 induit un arrét de différencia-
tion des mégacaryocytes par activation des caspases
(De Maria et al., 1999). Un blocage de la différenciation
est associé a la protéolyse de GATA-1 et de NF-E2
(De Maria et al., 1999), deux facteurs de transcription
essentiels pour la différenciation mégacaryocytaire ter-
minale (Shivdasani et al., 1995). Bien que la contribution
du clivage des facteurs de transcription induit par la sti-
mulation de CD95 dans I’arrét de la mégacaryopoiese
reste a ¢lucider, la déplétion de GATA-1 semble jouer un
role majeur dans ce processus. Sur le plan phénotypique,
les mégacaryocytes déficients en GATA-1 comme dans
les cellules stimulées par I’anti-CD95 n’ont pas d’endo-
mitose et leur prolifération est diminuée (De Maria ef al.,
1999 ; Vyas et al., 1999). Ainsi le clivage des facteurs de
transcription semble un mécanisme responsable d’une
régulation négative de la mégacaryopoicse. Il a été mis
initialement en évidence que, chez les souris surexpri-
mant Bcl2 (Ogilvy ef al., 1999), ainsi que chez les sou-
ris invalidées pour le gene proapoptotique Bim (Bouillet
et al., 1999), le nombre de thrombocytes circulants est
réduit de moitié alors que le nombre des mégacaryocy-
tes médullaires reste inchangé. L’inhibition de la throm-
bocytogenese par I’hyperexpression de Bcl2 semble indi-
quer que la voie intrinséque de 1’activation des caspases
est impliquée dans le processus de libération des throm-
bocytes par les mégacaryocytes (Ogilvy et al., 1999).
De méme, I’hyperexpression du geéne antiapoptotique
Bcl-x; chez des souris transgéniques montre des anoma-
lies de la fragmentation thrombocytaire (Kaluzhny et al.,
2002). 11 a ensuite été rapporté que, comme dans 1’éry-
thropoicse, I’activation des caspases était impliquée dans
la mégacaryocytopoiese humaine (De Botton et al.,
2002). Tout d’abord, chez I’Homme comme chez les
mode¢les murins, la surexpression de Bcl2 ainsi que
I’inhibition des caspases bloquent la formation des pro-
thrombocytes (De Botton et al., 2002). Puis il a été mis
en évidence que I’activation des caspases a lieu a deux
étapes de la maturation mégacaryocytaire : une premiere
¢étape d’activation de la voie intrinseque, avec la libéra-
tion de cytochrome c et I’activation cytoplasmique de la
caspase-9 et de la caspase-3, qui a lieu avant la phase de
formation des prothrombocytes et est limitée a certains
compartiments cellulaires seulement. Une seconde étape
d’activation diffuse des caspases a lieu a la fin du pro-
cessus de maturation apres la libération des thrombo-
cytes (De Botton ef al., 2002). La premiere phase d’acti-
vation des caspases ne s’accompagne pas de la mort de
la cellule, alors que la seconde vague d’activation est
associée a I’apoptose du mégacaryocyte (De Botton et
al., 2002). Le mécanisme de formation des prothrombo-
cytes pourraient mimer les « blebbings » observés lors de
I’apoptose (Mills et al., 1999). Cependant ceux-ci restent
localisés a des sous-compartiments cellulaires ou se pro-
duit la formation des thrombocytes. La formation des
prothrombocytes est associée a des changements majeurs
du cytosquelette, incluant le clivage de la gelsoline,
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I’activation des microtubules (Radley & Scurfield, 1980 ;
Cramer et al., 1997 ; Lecine et al., 2000 ; Tablin et al.,
1990), la polymérisation de 1’actine et la phosphorylation
de la myosine (Italiano et al., 1999 ; Rojnuckarin & Kau-
shansky, 2001 ; Kelley ef al., 2000 ; Kunishima et al.,
2001). Plusieurs molécules du cytosquelette ou régula-
trices de 1’actine, comme la gelsoline, régulateur de la
famille des Rho guanosine triphosphatases (GTPases),
ou leurs effecteurs ont été décrits comme des substrats
des caspases responsables lors de 1’apoptose de la for-
mation des blebbings membranaires par inhibition de la
myosine phosphatase (Kimura et al., 1996 ; Sebbagh et
al., 2001, Coleman et al., 2001). Au cours de ces phé-
nomenes, les facteurs de transcription GATA-1 et NF-E2
ne sont pas clivés. Contrairement a I’érythropoiese ou les
caspases colocalisent avec GATA-1, cette absence de
clivage pourrait étre liée a une localisation différentielle
des caspases au cours de la différenciation et de 1’apop-
tose.

MISE EN EVIDENCE DE L'IMPLICATION
DES CASPASES DANS LES PROCESSUS
DE DIFFERENCIATION CELLULAIRE

EN DEHORS DE L'HEMATOPOIESE

Les premiéres preuves d’un rdle des caspases au cours
de la différenciation cellulaire proviennent des études
sur les cellules du cristallin (Ishizaki et al., 1998 ; Wride
et al., 1999) et les kératinocytes (Weil ef al., 1999). Chez
les rongeurs, lorsque les cellules épithéliales du cristal-
lin acquiérent leurs caractéristiques de différenciation
terminale, un membre de la sous-famille caspase-3 est
activé et est impliqué dans les modifications cytologiques
morphologiques qui permettent la formation des fibres du
cristallin (Ishizaki et al., 1998). L’inhibition des caspa-
ses bloque 1’énucléation des cellules du cristallin qui a
lieu lors de la phase terminale de maturation des cellules
(Ishizaki et al., 1998). Ce processus est sous la dépen-
dance du “Fibroblast Growth Factor” (FGF) nécessaire a
la différenciation et a la protection de 1’apoptose (Ishi-
zaki et al., 1998). 11 a également été montré que les cas-
pases sont activées par la voie mitochondriale lors de la
différenciation des kératinocytes (Weil et al., 1999) et
que cette activation est nécessaire pour 1’expulsion du
noyau qui a lieu lors de la phase terminale de maturation.
Récemment il a été mis en évidence que la caspase-14
est activée pendant la différenciation des kératinocytes
(Chien et al., 2002).

L’activation des caspases est impliquée dans les modi-
fications morphologiques terminales de la spermatoge-
nese chez la Drosophile (Arama et al., 2003). A noter
que, chez cet insecte, les caspases sont activées unique-
ment dans le cytoplasme car une activation nucléaire
entraine une hypercondensation nucléaire et une stérilité
(Arama et al., 2003). Les caspases nucléaires sont inhi-
bées par une protéine de la famille des IAP (Arama et al.,
2003). Ainsi, chez ce modéle, la régulation de I’activité
des caspases serait sous la dépendance de la localisation
nucléaire et/ou cytoplasmique des IAP.

De méme, les modifications cellulaires observées lors
de la différenciation des cellules du muscle stri¢ ont des
points communs avec les modifications morphologiques
décrites lors de I’apoptose (Fernando et al., 2002). Par
exemple la réorganisation de ’actine est observée lors
des deux phénomenes. La kinase de la chaine 1égére de
la myosine est une protéine du muscle contractile qui est
nécessaire aux blebbings membranaires des cellules
apoptotiques. Au cours de la différenciation du muscle
strié, la caspase-3 est impliquée dans la myogenése chez
la Souris. La caspase-3 active une kinase (MST1) qui est
impliquée dans la myogenése qui aurait comme substrats
des membres de la voie p38 MAPK (Fernando et al.,
2002). Ces kinases induisent la myogenése en phospho-
rylant et en augmentant I’activité de facteur de trans-
cription du muscle squelettique (Fernando et al., 2002)
La phase de fusion des myoblastes de rat est sous la
dépendance de la diminution de 1’expression de la cal-
pastatine. La caspase-1 est indispensable a ce processus,
car elle clive la calpastatine (Barnoy & Kosower, 2003).
A noter que la protéine anti-apoptotique Bcl2 est expri-
mée dans les premieres étapes de prolifération de la myo-
genese, mais ne 1’est plus lors de la phase de différen-
ciation des myoblastes (Huppertz ef al., 2001 ; Dominov
et al., 1998). Le facteur de transcription FKHR qui induit
habituellement I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose est
nécessaire pour la fusion des myoblastes de souris (Bois
& Grosveld, 2003).

Au cours du processus de transformation oncogénique,
un arrét d’activation « physiologique » des caspases pour-
rait contribuer au blocage de la différenciation. Ainsi
I’étude de la différenciation des cellules de carcinome du
colon HT29 par du butyrate met en évidence d’une part
que la caspase-3 et la caspase-9 sont activées et d’autre
part que cette différenciation est inhibée par 1’hyper-
expression de Bel-x; (Cai et al., 2004)

MECANISMES DE RESISTANCE DES CELLULES
EN COURS DE DIFFERENCIATION

A L’APOPTOSE LORS DE LA PHASE
D’ACTIVATION DES CASPASES

Dans les modeles présentés ci-dessus, ou les caspases
jouent un role dans la différenciation, se pose le pro-
bléme des mécanismes responsables de I’absence d’apop-
tose alors que les caspases sont activées. Comme nous
I’avons vu, plusieurs hypothéses peuvent étre émises. Le
taux d’activation des caspases pourrait étre différent au
cours de I’apoptose et de la différenciation, et certains
substrats pourraient avoir une plus forte affinité (clivage
au cours de la différenciation) que d’autres (clivage au
cours de I’apoptose). Cette hypothése semble peu pro-
bable puisque, dans la plupart des modeles, les taux
d’activation des caspases ne semblent pas significative-
ment différents entre différenciation et apoptose. Par
exemple, le taux d’activation des caspases retrouvé dans
les lymphocytes T proliférants ou en voie d’activation,
est trés nettement supérieur a celui trouvé dans des cel-
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lules tumorales en apoptose, suggérant 1’existence d’un
mécanisme antiapoptotique fort en aval de 1’activation de
la caspase-3 qui inhiberait une mort inappropriée et pré-
maturée de ces cellules (Wilhelm et al., 1998).

Au cours de la différenciation érythroide terminale
humaine, la caspase-3 activée colocalise avec GATA-1
dans le noyau de cellules érythroides, au cours de la dif-
férenciation comme lors de ’apoptose par privation en
EPO (Ribeil et al., 2004). Bcl-x; est la principale pro-
téine anti-apoptotique connue jusqu’ici pour son impli-
cation dans 1’érythropoiese, en amont de la cascade
d’activation des caspases, ou elle inhibe 1’ouverture des
pores mitochondriaux et ainsi la libération de molécules
pro-apoptotiques (cytochrome ¢, Smac/DIABLO) de la
mitochondrie vers le cytosol. Ainsi, I’expression de Bcl-
X, dont le role se situe en amont de 1’activation des cas-
pases, ne peut pas expliquer la différence de protection
spécifique de certains substrats des caspases entre les
érythroblastes cultivés en présence d’EPO et ceux dont
I’apoptose est induite par privation en EPO.

Dans certains modeles comme celui des mégacaryo-
cytes, ’activation des caspases pourrait se situer dans
différents compartiments subcellulaires et expliquer les
différences entre apoptose et différenciation. Les méca-
nismes qui sous-tendent ces différences de localisation ne
sont actuellement pas connus. Dans d’autres mod¢les,
des inhibiteurs des caspases comme les IAP pourraient

se localiser dans différents compartiments pour bloquer
de facon élective 1’activation des caspases et protéger
certaines cibles, par exemple comme dans le modele de
la spermatogenése de la Drosophile (Arama ef al., 2003).

Une autre hypothese suggére que des molécules anti-
apoptotiques pourraient, en fonction de leur localisation
cellulaire, agir sur la cible pour empécher son clivage par
les caspases. Ce modéle pourrait s’appliquer a 1’érythro-
poiése par I’intervention des protéines de choc thermique
(heat shock proteins, Hsp).

Les Hsps, définies a ’origine pour leur rdle cytopro-
tecteur contre le choc thermique, constituent une classe
de protéines tres conservées dans 1’évolution. Parmi les
heat shock protéins, la famille Hsp70 est constituée de
plusieurs membres dont la protéine Hsp70 inductible par
le stress. Dans les conditions normales, les Hsp70 sont
des molécules chaperonnes ATP-dépendantes impliquées
dans la conformation des polypeptides nouvellement syn-
thétisés, I’assemblage des complexes multi-protéiques et
le transport protéique transmembranaire (Shi & Thomas,
1998). L’expression d’Hsp70 inductible a été¢ observée
au cours de stress, en réponse a des stimuli apoptotiques
par activation de protéines kinases activées par le stress,
la génération de radicaux libres, la modification du
potentiel transmembranaire mitochondrial, la libération
de cytochrome c de la mitochondrie et I’activation de
caspases de type caspase-3 (Jaattela et al., 1998). La
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synthése de la protéine Hsp70 inductible augmente la
capacité des cellules stressées a faire face a une concen-
tration accrue de protéines non repliées ou dénaturées
(Nollen et al., 1999). L’expression d’Hsp70 inductible
est augmentée dans les cellules cancéreuses de souris
(Jaattela, 1995) et peut inhiber I’apoptose, augmentant
ainsi le temps de survie de cellules exposées a différents
stimuli 1étaux (Jaattela ef al., 1992 ; Mosser et al., 1997).
En effet, la surexpression d’Hsp70 inductible réduit ou
bloque I’activation des caspases et supprime les altéra-
tions mitochondriales et les fragmentations nucléaires
(Buzzard et al., 1998). Hsp70 protege les cellules de
I’apoptose en agissant a la fois en amont et en aval de
I’activation de la cascade des caspases. Hsp70 inhibe en
effet I’apoptose en aval de la mitochondrie et en amont
de I’activation de la caspase-3 en s’associant aux pro-
téines apoptotiques incluant le cytochrome c¢ (Li ef al.,
2000) et Apaf-1, ce qui prévient le recrutement de la
pro-caspase-9 et la formation de 1’apoptosome (Fig. 6).
Par ailleurs, Hsp70 inhibe également 1’apoptose, en
amont de I’activation de la caspase-3, en s’associant a
AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Kroemer, 2001)
(Fig. 6).Dans des expériences de surexpression d’Hsp70
dans la lignée ME-180 de carcinome cervical humain,
I’action anti-apoptotique d’Hsp70 contre 1’effet de la
staurospaurine peut aussi s’exercer en aval de 1’activation
des caspases en bloquant la fragmentation de ’ADN
(Jaattela et al., 1998) (Fig. 6). En effet, ces cellules sont
capables de reprendre une croissance normale malgré la
libération de cytochrome c et le clivage de substrats des
caspases comme PARP, PKC delta et cPLA, (Jaattela
et al., 1998). Ces résultats indiquent que, dans certaines
conditions, le point de non-retour dans la voie de
I’apoptose se situe en aval de I’activation des caspases.
Dans ce modele, comme dans les érythroblastes en
cours de maturation, la caspase-3 est activée alors que
I’apoptose est inhibée. Nous avons émis 1’hypothése
que la protéine Hsp70 pourrait agir en aval de la cas-
pase-3 pour protéger les érythroblastes de 1’apoptose
lors de la différenciation érythroide terminale pendant
la phase d’activation des caspases. Nos résultats préli-
minaires suggerent qu’au cours de la différenciation
érythroblastique, GATA-1 serait ainsi protégé par
Hsp70 du clivage par les caspases (Ribeil et al., 2004).
Nous avons mis en évidence qu’ Hsp70 inductible est
une protéine qui, au cours de la différenciation éry-
throide terminale, par son interaction avec une de ses
cibles joue un nouveau rdle antiapoptotique majeur en
empéchant le clivage de GATA-1 par la caspase-3
(Fig. 5). La protéine Hsp70 est localisée dans le cyto-
plasme et le noyau ou elle colocalise avec GATA-1 au
cours de la différenciation érythroblastique. Au cours
de I’apoptose induite par la privation en EPO, Hsp70
serait délocalisée du noyau vers le cytoplasme permet-
tant ainsi le clivage de GATA-1 par la caspase-3 acti-
vée. Nous proposons donc un modele dans lequel
I’EPO détermine le destin des érythroblastes (apoptose
versus différentiation) en aval de la caspase-3, en régu-
lant la localisation d’Hsp70 (cytoplasmique versus
nucléaire et cytoplasmique).

CONCLUSION

Dans cette revue, nous avons discuté le role des cas-
pases dans les processus de différenciation cellulaire lors
de I’hématopoicse, en particulier a travers I’exemple de
I’érythropoicse, et dans d’autres types cellulaires en
dehors de ’hématopoiese. Ces modeles suggerent que les
caspases, des enzymes responsables de I’apoptose, sont
également indispensables a de nombreux processus de
différenciation. Ainsi comme souligné depuis de nom-
breuses années, différenciation et apoptose sont des pro-
cessus proches. Le clivage de certaines cibles, et pas
d’autres, par les caspases pourrait déterminer le choix du
destin cellulaire entre apoptose et différenciation. Cette
proximité est sans doute importante pour permettre a
I’organisme de s’adapter a certaines conditions patholo-
giques. Par exemple au cours de 1’érythropoicse, les tis-
sus doivent &tre oxygénés en permanence, mais le
nombre de globules rouges ne doit pas étre trop impor-
tant; un certain niveau d’apoptose des érythroblastes
peut rapidement faire place a la différenciation et la pro-
duction de globules rouges pour répondre au stress
hypoxique. Ces mécanismes de régulation fine pourraient
étre perturbés dans de nombreux tissus et dans de nom-
breuses circonstances pathologiques et pourraient ouvrir
une nouvelle voie dans la compréhension de la physio-
pathologie de certaines proliférations tumorales et/ou de
certaines pathologies dégénératives. D’un point de vue
finaliste le fait que des enzymes responsables de la mort
cellulaire soient impliquées dans la différenciation pour-
rait obéir a une certaine logique. Les erreurs dans la dif-
férenciation pourraient conduire a la mort cellulaire évi-
tant ainsi la transmission de ces erreurs qui seraient
nuisibles a I’espéce. A quoi bon d’ailleurs le blocage
des caspases pour empécher la mort de 1’organisme, ce
qui ne lui permettrait pas de survivre, ce blocage empé-
chant également sa différenciation. Cette proximité entre
mort et différenciation permet la mort de 1’organisme
une fois qu’il s’est différencié et favorise ainsi 1’évolu-
tion et la diversité de I’espéce.
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Abstract

Red blood cell production depends on apoptosis rate of erythroid progenitors and precursors. This
process is mainly regulated by the glycoprotein Erythropoietin, which positively regulates
through the JAK/STATS pathway, in synergy with the transcription factor GATA-1, the
expression of the antiapoptotic protein Bcl-xi. Thus, Erythropoietin starvation results in caspase-
3 activation through the intrinsic mitochondrial pathway, and as a consequence GATA-1 is
cleaved and apoptosis occurs. Recently we have shown that caspase-3 activation is also
absolutely required for the morphological changes that occur during normal human terminal
erythroid differentiation, including chromatin condensation as well as nucleus and cell size
reduction. In this context, although activated caspase-3 colocalizes in the nucleus with GATA-1,
apoptosis and GATA-1 cleavage do not occur ( Zermati et al, 2001). Heat Shock Proteins (Hsp)
are chaperons that play a major role as a modulator of apoptosis. Here, we report by western blot
and confocal analysis that inducible Hsp70 is constituvely expressed during human terminal
eythroid differentiation, in both nuclear and cytoplasmic erythroblast compartments. Hsp70 co-
localizes and co-immunoprecipitates with GATA-1 in the nucleus at the onset of caspases
activation during terminal erythroid differentiation. Rapidly (<6h) after Erythropoietin starvation,
while Hsp70 nuclear localization is lost, GATA-1 is cleaved. In contrast, in the presence of the
nuclear export inhibitor Leptomycin B, Hsp70 remains in the nucleus and GATA-1 is not
cleaved. In order to demonstrate the direct role of Hsp70 in GATA-1 protection, in an in vitro
assay, we have shown that in a dose dependant manner recombinant Hsp70, but not Hsp90,
inhibits recombinant caspase-3-mediated proteolysis of GATA-1. In human erythroid
CD36 GPA" progenitors, transfection of siRNA Hsp70, but not of a scramble siRNA, reduces
significantly (80% vs 0%of inhibition) Hsp 70 nuclear and cytoplasmic expression, and is
associated with GATA-1 cleavage at the onset of caspase-3 activation occuring during erythroid
differentiation. Hsp70 inhibition leads to significant decrease of GATA-1 regulated genes
expression (hemoglobinization (8% vs 50% of benzidine positive cells) ; Bcl-xi. expression ( 80%
inhibition) and apoptosis (8% vs 40%trypan blue positive cells). Interestingly, only mature cells
are affected by siRNA Hsp70 and exhibit apoptotic features as assessed by topro3 stain and
nuclear fragmentation (acidophils (90%) vs basophilic erythroblasts (10%)). Therefore, Hsp70
exerts a new critical antiapoptotic role during terminal erythropoiesis by preventing caspase-3-
mediated cleavage of GATA-1. We propose a model in which, Erythropoietin determines the fate
of erythroblasts (apoptotsis vs differentiation) downstream of caspase-3 activation by regulating
the localization of Hsp70 (cytoplasmic vs nuclear and cytoplasmic).
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